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Resumo

Lanfredi, G.P.  Análise do secretoma de células de câncer de ovário Caov-3 induzidas ao

processo de transição epitélio-mesenquimal por fator de crescimento EGF e sua associação

com  assinaturas  de  tumores  de  alto  grau.  112  p.  Tese  de  doutorado –  Faculdade  de

Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo. 2022.

O câncer de ovário (CaOV) é a mais letal das neoplasias ginecológicas, em particular, o

câncer de ovário seroso de alto grau (HGSC) tem um prognóstico ruim, principalmente pela

ocorrência  de  metástases.  A reprogramação  molecular  da  célula,  ocorrida  na  transição

epitelial-mesenquimal (EMT) representa um modelo para estágios avançados de progressão

tumoral. A EMT promove mudanças celulares importantes na adesão celular e comunicação

intercelular,  que  são  particularmente  dependentes  de  sinais  do  microambiente  tumoral.

Considerando  a  importância  da  comunicação  celular  durante  EMT  e  metástase,  aqui

analisamos  as  alterações  induzidas  pelo  fator  de  crescimento  epidérmico  (EGF)  no

secretoma da linhagem celular de câncer de ovário Caov-3. Usando uma combinação de

GEL-LC-MS/MS e marcação metabólica isotópica estável (SILAC), identificamos candidatos

superexpressos durante a EMT como partida na identificação de proteínas relevantes para

HGSC. Com base em bancos de dados públicos, compreendendo estudos dos consórcios

TCGA e CPTAC, nossas proteínas candidatas foram comparadas e priorizadas para análise

posterior. As análises ressaltaram que vários dos candidatos foram associados a vesículas

extracelulares,  importantes  para  a  comunicação  célula-célula  e  metástase.  Além  disso,

associamos as proteínas candidatas com dados de expressão gênica e proteica do subtipo

mesenquimal  de  câncer  de  ovário  para  obtenção  de  assinaturas  para  classificação  de

tumores.  Com estas assinaturas moleculares relevantes para a agressividade do câncer

ovário, apoiadas por dados de expressão de proteínas e genes, desenvolvemos métodos de

proteômica  dirigida  para  avaliar  amostras  clínicas  individuais  de  CaOV.  As  informações

quantitativas obtidas para peptídeos,  representativos de proteínas,  foi  capaz de agrupar

HGSC entre outros tipos de tumor e seus diferentes estágios. Nosso estudo destacou a

riqueza  do  secretoma  para  revelar  proteínas  relevantes  para  HGSC,  que  poderiam ser

usadas  em  estudos  futuros  com  maiores  coortes  como  uma  potencial  assinatura  de

estratificação para tumores de ovário, a fim de orientar a conduta clínica para terapia do

paciente.

Palavras-chave: Proteômica,  Espectrometria  de  Massas,  MRM,  Assinatura  molecular,

Câncer de ovário.



Abstract

Lanfredi,  G.P.  Analysis  of  Caov-3  ovarian  cancer  cells  secretome  induced  to  epithelial-

mesenchymal  transition  process  by  EGF  and  its  association  with  high-grade  tumor

signatures. 112 p.  PhD thesis – Ribeirão Preto Medical School,  University of São Paulo.

2022.

Ovarian cancer (CaOV) is the most lethal of gynecological neoplasms, in particular, high-

grade serous ovarian cancer (HGSC) has a poor prognosis, mainly due to the occurrence of

metastases.  The  molecular  reprogramming  of  the  cells  at  the  epithelial-mesenchymal

transition  (EMT)  represents  a  model  for  advanced  stages  of  tumor  progression.  EMT

promotes important cellular changes in cell adhesion and intercellular communication, which

are particularly  dependent  on signals  from the tumor  microenvironment.  Considering the

importance of cell communication during EMT and metastasis, here we analyze the changes

induced by epidermal growth factor (EGF) in the secretome of the ovarian cancer cell line

Caov-3.  Using  a  combination  of  GEL-LC-MS/MS  and  stable  isotopic  metabolic  labeling

(SILAC),  we  identified  candidates  overexpressed  during  EMT as  a  starting  point  for

identifying HGSC-relevant proteins. Based on public databases, comprising studies from the

TCGA and  CPTAC consortia,  our  candidate  proteins  were  compared  and  prioritized  for

further analysis.  The analyzes highlighted that  several target  candidates were associated

with extracellular vesicles, important for cell-cell communication and metastasis. In addition,

we associated  target proteins with gene and protein expression data of the mesenchymal

molecular subtype of ovarian cancer to obtain signatures for tumor classification. With these

molecular signatures relevant to ovarian cancer aggressiveness, supported by protein and

gene expression data,  we developed targeted proteomics methods to evaluate individual

clinical samples of CaOV. The quantitative information obtained for peptides, representative

of proteins, was able to group HGSC among other tumor types and their different stages. Our

study highlighted the richness of  the secretome to reveal HGSC-relevant  proteins,  which

could be used in future studies with larger cohorts as a potential stratification signature for

ovarian tumors in order to guide clinical management for patient therapy.

Keywords: Proteomics, Mass spectrometry, MRM, Molecular signature, Ovarian cancer.
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1 - Introdução

1.1 - Câncer de Ovário

O câncer  de  ovário  (CaOV)  é  a  segunda  neoplasia  maligna  ginecológica  mais

comum, sendo a mais letal  e oitava mais incidente no mundo  1,2.  No Brasil,  em 2020

estimaram-se 6650 novos casos, enquanto a mortalidade em 2019 foi  de 4123 casos

registrados 3, representando assim uma preocupação relevante para a pesquisa e órgãos

de saúde.

A letalidade do câncer de ovário se deve principalmente ao seu diagnóstico tardio,

em graus de difícil tratamento, com o estabelecimento de metástases (aproximadamente

75% em estágios III ou IV), em que a taxa de sobrevivência é de 5 anos 4. Em contraste,

se diagnosticadas nos estágios iniciais, quando a doença ainda se limita aos ovários, 90%

das pacientes podem ser curadas, com taxa de sobrevivência de aproximadamente 95%,

incentivando  o  estudo  de  formas  para  o  diagnóstico  precoce  e  compreensão  dos

mecanismos moleculares envolvidos na doença 5.

O diagnóstico tardio que culmina na alta letalidade se deve ao fato dos sintomas

iniciais  do  câncer  de  ovário  serem  vagos  e  inespecíficos,  podendo  indicar  outras

patologias  de  menor  preocupação,  tornando  a  triagem  por  este  critério  difícil  e  não

recomendada 6,7.

Outro fator que contribui para a letalidade do CaOV é a falta de dados disponíveis

sobre  a  incidência  de  subtipos  dos  tumores  no  nível  diagnóstico,  o  que  pode  ser

determinante  para  o  correto  diagnóstico,  prognóstico  e  direcionamento  à  terapia.  Os

carcinomas ovarianos se manifestam de cinco formas principais: carcinoma seroso de alto

grau,  os  mais frequentes e prevalentes;  carcinoma endometrial;  de  células claras;  de
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baixo grau e carcinoma mucinoso. Havendo ainda a classificação em relação aos estágios

destes, que contempla tamanho, comprometimento de linfonodos e metástases, sendo

este último o fator determinante para a atribuição do mais alto grau 8.

A heterogeneidade observada nos tumores também se reflete em suas origens,

onde as neoplasias de ovário mais comuns relacionadas aos tumores serosos de alto

grau permanece em debate, pois apesar de se apresentarem como tumores ovarianos,

estes  raramente  são  encontrados  contidos  nos  ovários  e  sim  compreendendo

adjacências9.

 Há  duas  teorias  principais  sobre  esta  origem.  Na  primeira,  os  tumores  seriam

originados na superfície do epitélio ovariano, ou mesotélio pélvico, quando lesões iniciais

originam  inclusões  cistiformes,  formados  por  células  com  potencial  de  diferenciação

estimuladas  pelo  microambiente  pró-inflamatório.  A  segunda  teoria  propõe  a  origem

partindo  das  trompas  de  falópio,  ou  especificamente  de  suas  fímbrias,  ou  seja,  uma

origem extra ovariana. Estas duas propostas são suportadas por achados e observações

igualmente válidas e não mutuamente exclusivas, porém de difícil confirmação pelo baixo

nível de diagnóstico e acompanhamento precoce 10.

Alguns indícios levantados para as hipóteses de origem dos tumores vêm de suas

assinaturas  moleculares  e  consequentemente  também  de  suas  mutações  no  nível

genômico, sendo a mais observada nos tumores de alto grau a mutação no gene TP53,

acompanhada de várias outras (BRCA1, BRCA2, NF1, RB1,  etc), nem sempre comum

entre  outros  tipos  de  câncer  e  geralmente  ligadas  à  instabilidade  genômica  e

comprometimento  do  reparo  de  DNA.  Já,  outros  tipos  de  CaOV  de  menor  grau

apresentam outras mutações: Endometrióide e Células claras (PTN, PIK3CA, ARID1A,

CTNNB1 para  Endometrióide);  Mucinoso e  Baixo  grau (KRAS mútuo,  HER2 e  BRAF

respectivamente), caracterizando assim enfermidades diferentes desde sua origem 11. A
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ocorrência de mutações também é associada à diferentes níveis de risco, exemplo disso é

a presença de variantes do gene BRCA1 em pacientes, que corresponde a chance do

desenvolvimento de câncer de ovário de 49%, já variantes no gene BRCA2, 21% para o

mesmo câncer, até os 80 anos 12.

As  variantes  características  de  cada  patologia  manifestam uma  vulnerabilidade

alvo para as ações provenientes da desregulação do microambiente tumoral, este fator é

relevante no surgimento e manutenção dos tumores. No ovário os eventos responsáveis

pela iniciação dos tumores de alto grau envolvem as interações entre células epiteliais,

imunes  e  do  estroma.  As  células  epiteliais,  especialmente  as  localizadas  no  fim das

fímbrias são diretamente expostas aos fluídos foliculares da ovulação e estes contém

vários  fatores  considerados  carcinogênicos  por  conter  substâncias  genotóxicas,  como

espécies reativas de oxigênio. Assim, com a repetição desses episódios de contínuo dano

e reparo ao DNA, mutações e mudanças epigenéticas com potencial cancerígeno podem

surgir,  como esquematizado na figura 1.  Este processo carcinogênico pode ainda ser

promovido por fatores de crescimento, como IGF (Fator de Crescimento Insulínico) 13.
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A associação do CaOV têm sido verificada com diversos fatores de crescimento,

estes  achados  ainda  acompanham  a  identificação  de  importantes  mecanismos  da

sinalização celular. Na família dos fatores TGFβ (Fator de Crescimento Transformador),

TGFβ1,  produzido  principalmente  por  macrófagos  encontrados  em  ascites,  são

associados à reincidência precoce, enquanto a expressão dos fatores TGFβ2 e TGFβ3

são fortes indicadores de mau prognóstico clínico quando expresso pelas células tumorais

14. Outro fator de crescimento que surge de forma relevante na correlação e mecanismos

ligados ao câncer de ovário é o EGF (Fator de Crescimento Epidermal), responsável por

diversas  vias  de  ativação  intracelular,  como  Ras/Raf/MAPK,  Jak/Stat  e  AKT/PI3K,

participa da regulação da proliferação e migração celular. Os receptores de EGF, cuja
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Figura  1:  Origens do câncer de ovário. Células prejudicadas por mutações no gene TP53,
lesões originadas nas trompas de falópio ou carcinomas intra-epiteliais serosos tubários (STIC)
somados ao microambiente pró-inflamatório são possíveis origens do carcinoma ovariano seroso
de alto grau. Ilustração de Lydia Gredd, para  I. Shih, JHU, 2020.



ativação é associada à pior prognóstico e aumento da malignidade, são superexpressos

na taxa de 30 a 98% dos tumores epiteliais de ovário 15.

Apesar da boa resposta com a aplicação de terapias antitumorais baseadas em

platina em pacientes de tumores de ovário de alto grau, há evidências de que a ativação

de  receptores  de  EGF ocorra  em resposta  ao  quimioterápico.  Assim,  culminando  na

resistência a este fármaco, devido a possível reversão ligada às recorrentes mutações em

BRCA1 e 2 que restaura os mecanismos de reparo de danos ao DNA, aumentando a

eficiência destes. Além do efeito direto da supra regulação da via de sinalização Akt e

promoção da sobrevivência celular 11.

 Por fim, o comportamento mais agressivo dos tumores e ocorrência de metástase

é fortemente associado à superexpressão da família EGFR desencadeando a transição

epitelial  para  mesenquimal  (EMT),  uma  das  várias  características  do  complexo

desenvolvimento  do  câncer.  Esta  promove  alterações  celulares  e  do  microambiente

resultando em invasão e migração, favorecendo a metástase 16. Assim, a associação dos

mecanismos  desencadeados  pelo  processo  de  transição  epitélio  mesenquimal

relacionados ao EGF com a evolução e metástase do câncer de ovário podem abrir novas

oportunidades  para  a  inibição  da  progressão  tumoral,  ou  mesmo  indicar  possíveis

assinaturas moleculares que indiquem o potencial de agressividade do tumor.

1.2 - A Transição Epitélio Mesenquimal – EMT

As  propriedades  invasivas  de  células  tumorais  resultam  da  reprogramação  e

transformação intensa durante  a progressão do câncer.  Estas podem ser  observadas

morfologicamente, como a perda da polaridade ápico-basal, perda de adesão e aquisição

de mobilidade, sendo estes os passos que levam posteriormente ao processo da cascata

de  invasão  metastática  habilitando  estas  células  a  deixar  o  tumor  primário.  Estes
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processos estão associados ao fenômeno denominado transição epitélio-mesenquimal

(EMT) 17.

Particularmente,  o padrão de disseminação de células metastáticas de tumores

provenientes  do  ovário  difere  do  comumente  observado  em  outros  tipos  de  tumores

epiteliais sólidos, cuja disseminação ocorre predominantemente pela corrente sanguínea.

As células do câncer de ovário se disseminam partindo do tumor primário por meio do

fluido peritoneal para outros locais propícios para evolução das metástases, incluindo aí a

própria  cavidade peritoneal.  Por  sua vez a cavidade peritoneal  pode proporcionar  um

ambiente  favorável  para  a  fixação  das  células  metastáticas  por  ser  composta  de

componentes da matriz extracelular e fibroblastos revestidos por uma camada de células

mesoteliais como única barreira 18.

O  processo  da  EMT  é  um  mecanismo  biológico  regulado,  preliminar  para  a

migração de células derivadas do epitélio na morfogênese e notado no desenvolvimento

embriológico normal.  Entretanto, é bem estabelecido na literatura que a EMT também

pode desempenhar função importante na metástase, registrado por levar à consequências

semelhantes à progressão tumoral em vários modelos de câncer. Neste processo células

de fenótipo epitelial deixam algumas de suas principais características e adquirem outras,

mais voltadas ao fenótipo mesenquimal. Assim, o processo de EMT não significa em si

um fenômeno patogênico. Os programas da EMT habilitam a migração celular e invasão

pela  membrana basal  e  matriz  extracelular  para  grupos multicelulares  induzindo  uma

migração coletiva, incluindo células com fenótipo epitelial. Atualmente é mais expressiva a

compreensão do caráter  de  “transição”,  pois  há  células  com taxa parcial  de  indução,

misturando características dos fenótipos epitelial e mesenquimal (figura 2), sendo estas

essenciais à disseminação e invasão 19.
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A  regulação  da  EMT,  assim  como  as  alterações  que  levam à  metástase,  em

modelos tradicionais aparece como eventos tardios na progressão tumoral. Entretanto,

estudos apontam que esses fenômenos podem ocorrer mais cedo, e até mesmo de forma

evidente na fase de lesões pré-neoplásicas 20. Uma série de fatores de transcrição com

potencial de indução são diretamente relacionadas à EMT, notadamente proteínas SNAI1,

SLUG, TWIST e ZEB1 já foram  explorados em detalhe na literatura. Outros como ZEB2,

18

Figura 2:  Estágios da transição Epitélio-mesenquimal.  Gradiente de estágios possíveis do
processo de transição epitélio-mesenquimal,  ilustrados pelos fenômenos da perda de adesão
célula-célula,  polaridade  ápico-basal  e  remodelamento,  havendo  conformações  de  maior
estabilidade pela função de reguladores, como SNAI1 e SLUG (NIETO et al. 2016).



FOXC2, PRRX1 são reportados, mas suas respectivas funções específicas no câncer são

menos documentadas. A variedade específica de fatores de transcrição relacionados à

EMT expressos depende de características como contexto celular, nível de diferenciação,

origem celular e grau em que se encontra a própria transição 21.

A EMT também é regulada de outras formas e as modificações pós-traducionais

são  relevantes  em  várias  etapas,  incluindo  a  degradação  de  proteínas  diretamente

relacionadas ao processo mediadas pela  ubiquitinação e  a fosforilação das proteínas

TWIST1  e  SNAI1  por  MAP  quinases  e  GSK3b,  respectivamente.  O  esforço  para

construção de uma mapa que determine a compreensão da causalidade das assinaturas

da  EMT  se  mostra  possível  de  acordo  com  as  demonstrações  da  ocorrência  de

assinaturas comuns entre diferentes tipos de câncer 22.  Ainda, os complexos processos

da transição durante a EMT acontecem com o ajuste de vias metabólicas para responder

corretamente à grande demanda bioenergética requerida , este ajuste vem diretamente

dos  fatores  de  transcrição  que  regulam todo  o  processo,  inclusive  o  ajuste  das  vias

metabólicas,  que  são  um componente  inevitável  da  mudança  fenotípica  da  EMT.  No

entanto, o metabolismo também é descrito como um regulador da adaptabilidade celular,

e a reprogramação  deste pode ser outro modulador para a EMT 23.

Também é notória a competência de células induzidas à EMT na supressão imune,

prevenindo ataques contra os tumores através da expressão de citocinas, quimiocinas e

fatores de crescimento para repressão da atividade citotóxica de células T, citolítica de

células  NK  e  apresentação  de  antígenos  por  células  dendríticas.  Esta  competência

também é relacionada à resistência a drogas como observado para, os carcinomas com

maior proporção de células mesenquimais, que são menos sensíveis à quimioterápicos,

juntamente com aqueles com mais propriedades de células tronco 24.
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 Os estudos da EMT evidenciam contribuições desta à progressão tumoral  que

incluem aquisição de propriedades de células tronco, instabilidade genômica, invasão e

disseminação,  evasão da senescência e apoptose,  sensibilidade às terapias e efeitos

associados ao microambiente tumoral. Fazendo-se necessária a verificação de algumas

destas alterações, avaliando seus resultados em células neoplásicas e normais. Também

são necessários mais estudos para determinação precisa de como fenótipos celulares

distintos associados a programas parciais de EMT contribuem para a evolução do câncer

19.

Além dos marcadores EMT clássicos envolvendo proteínas de adesão célula-célula

e fatores de transcrição, outros marcadores potenciais podem estar envolvidos, dada a

variação  biológica.  Portanto,  visando  condições  patogênicas  específicas,  busca-se

biomarcadores que desempenhem um papel importante no processo metastático, como

será discutido nas próximas seções. 

1.3 - Busca por biomarcadores e assinaturas no câncer de ovário.

Múltiplos biomarcadores de tumores, séricos, técnicas radiográficas e algoritmos

de estratificação de risco têm sido o foco de extensa pesquisa no diagnóstico precoce do

câncer de ovário. Pacientes com câncer de ovário em estágio inicial têm poucos sintomas

e  a  progressão  da  doença  pode  estar  relacionada  com sintomas  inespecíficos  mais

pronunciados, incluindo inchaço e dor abdominal. Como já discutido, tumores com maior

probabilidade  de  serem detectados em um estágio  inicial  estão  associados  a  melhor

sobrevida devido à características moleculares e não apenas ao estágio de diagnóstico,

em contrapartida uma grande proporção de HGSCs agressivos são descobertos quando

já invadiram a cavidade peritoneal. Atualmente, biomarcadores proteicos de câncer de

ovário  são  usados  para  monitorar  a  progressão  da  doença,  e  alguns  biomarcadores
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séricos  de  câncer  de  ovário  também  são  usados  como  estratégias  de  triagem  em

populações de alto risco (tabela 1) 25.

 Os  níveis  séricos  de  proteínas  CA125  (Mucin-16),  HE4  e  o  Risk  of  Ovarian

Malignancy Algorithm (ROMA), combinação de CA125 e HE4, adquiridos por técnicas de

imunoensaio são os marcadores mais utilizados na investigação diagnóstica de pacientes

com suspeita de massa pélvica maligna. No entanto, a indicação obtida do monitoramento

do marcador CA125 geralmente não é suficiente para iniciar o tratamento, a menos que o

paciente seja sintomático ou esteja se inscrevendo em um ensaio clínico. Além disso,

alguns pacientes com recorrência podem não apresentar níveis aumentados de CA125.

Níveis de HE4 também estão sendo avaliados para o monitoramento da recorrência e

progressão  da  doença.  Atualmente  não  há  marcadores  aprovados  na  clínica  para  a

predição da resposta  ao tratamento  e prognóstico,  sendo os citados reservados para

resposta ao tratamento, recorrência e malignidade de massa pélvica 26.

Outros testes multivariados foram desenvolvidos para o manejo clínico do câncer

de ovário. Ova1 composto por 5 indicadores, compreendendo proteínas inflamatórias e de

transporte; Transferrina, Microglobulina β-2, Apolipoproteína A-1, Transtirretina e CA125

indicando o risco para o câncer de ovário foi aprovado para pré-operatórios, trazendo um

incremento em sensibilidade  27.  A segunda geração de testes multivariados mostrando

esta  tendência  de  avaliação  de  múltipla  fontes,  por  exemplo,  Overa  combinando

marcadores  (Apolipoproteína  A-1,  HE4,  Hormônio  folículo  estimulante  (FSH),

TRansferrina  e  CA125)  mantendo  a  sensibilidade  e  aumentando  a  especificidade.  É

importante destacar que estes testes não são verdadeiramente diagnósticos e sim para

triagem e referência,  dois  requisitos  são necessários para sua indicação,  uma massa

confirmada por teste de imagem e a determinação de cirurgia pela presença de tumor 28.
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Avanços nas ciências ômicas (genômica, proteômica, metabolômica) têm potencial

para  desenvolver  novas  ferramentas  para  diagnóstico  precoce,  acompanhamento  de

tratamento e triagem. A análise proteômica detalhada de várias amostras biológicas (por

exemplo,  soro,  plasma,  urina,  tecido)  obtidas de pacientes com câncer  contribui  para

estudos  de  tumorigênese,  monitoramento  terapêutico  e  desenvolvimento  de  novas

terapias direcionadas. No entanto, a proposição de um novo painel  de biomarcadores é

um  desafio,  considerando  que  os  biomarcadores  devem  atender  requisitos,  como

aprimorar os métodos diagnósticos atualmente utilizados, aumentar sua sensibilidade e

especificidade,  corresponder  ao  estágio  da  doença  e  estar  presentes  em  fluidos

biológicos fáceis de obter 29.

Uma avaliação molecular abrangente do câncer é necessária para compreensão

dos mecanismos da doença, para, principalmente, um melhor prognóstico e orientação do

tratamento.  O  consórcio  Cancer  Genome  Atlas  (TCGA)  realizou  uma  extensa

caracterização genômica e transcriptômica dos carcinomas de ovário do tipo seroso de

alto grau (HGSC) com o objetivo de obter um panorama genômico e contribuir para o

desenvolvimento de terapias para esta neoplasia maligna altamente letal 30,31 . Embora os

os  resultados  obtidos  destas  análises  genômicas  sejam  substanciais,  as  funções

codificadas no genoma são geralmente executados no nível das proteínas e muitas vezes

ainda  são  modulados  por  modificações  pós-traducionais  (PTMs).  Para  obter  uma

avaliação mais abrangente do complexo fenótipo ovariano HGSC, o Clinical Proteomic
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Tabela 1: Exemplos de marcadores relacionados ao câncer de ovário já aprovados pelo 
FDA (BRADBURY et al. 2021).



Tumor Analysis Consortium (CPTAC) buscou então realizar uma extensa caracterização

proteômica quantitativa baseada em espectrometria de massa (MS) de tumores HGSC

caracterizados pelo TCGA 31.

Os  dados  proteômicos  gerados  pelo CPTAC enriqueceram a  compreensão  da

heterogeneidade do câncer de ovário e permitiram a classificação dos subgrupos HGSC

com base primeiramente nas alterações genéticas usando o banco de dados do TCGA e

posteriormente com a composição do proteoma pelos dados do próprio CPTAC.

Foram  revelados,  por  exemplo,  grupo  de  quinases  com  atividade  elevada  em

tumores, incluindo quinases mitóticas e quinases dependentes de ciclina, e potenciais

pontos de intervenção para a terapia do HGSC. O perfil proteômico dos tecidos tumorais

permitiu a subtipagem de tumores. Por exemplo, o perfil proteômico global dos HGSCs

correspondeu  em  parte  aos  subtipos  transcriptômicos  do  TCGA,  mesenquimal,

proliferativo,  imunorreativo  e  diferenciativo,  superando  as  informações  anteriores  para

identificar subtipos. Juntos, esses estudos identificaram alvos clinicamente tangíveis 32.

Os resultados do estudo do TCGA usando expressão de mRNA mostraram quatro

subtipos  de  HGSC  definidos  como  diferenciativo,  imunorreativo,  mesenquimal  e

proliferativo, já no estudo proteômico do CPTAC os subtipos foram determinados como

diferenciativo, metabólico, mesenquimal, proliferativo e estromal.

Os  quatro  subtipos  molecularmente  distintos  definidos  pelo  TCGA  foram

determinados  com  base  em  assinaturas  moleculares.  No  entanto,  esses  subtipos

moleculares ainda não possuem um significado biológico e clínico claro e confiável no

HGSC. O subtipo mesenquimal de tumores foi relatado como tendo o pior prognóstico

clínico dos quatro subtipos.  Esses tumores foram definidos por  baixa pureza tumoral,

componentes estromais reativos  e infiltração.  Fenotipicamente,  esses tumores exibem

EMT aumentada, angiogênese, remodelação da matriz extracelular (ECM) e proteólise.
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Consistente com esses achados, os tumores do subtipo mesenquimal exibiram aumento

da  expressão  de  genes  HOX,  bem  como  TGFβ  aberrante  associado  ao  estroma,

conforme indicado pelas assinaturas de expressão gênica. As análises proteômicas pelo

projeto  CPTAC  demonstraram  também  que  esses  tumores  apresentam  aumento  da

expressão de ECM e sinalização de citocinas 33.

Utilizar as proteínas como alvos clínicos apresentam vantagens. A especificidade

do proteoma a tipos celulares e condições específicas é maior que o genoma, pois sofrem

mais  influência  ambiental  refletindo  melhor  estas  condições.  O  nível  de  expressão

proteico é consequência de vários processos celulares anteriores, abrangendo assim os

resultados de suas alterações. Também sendo o maior efetore nas funções celulares 34.

As abordagens proteômicas revelaram milhares de potenciais biomarcadores de

câncer, a maioria destas ainda precisam ser validadas. Desta forma, ainda apresentam

desafios para a descoberta de biomarcadores, a padronização e otimização de protocolos

de  obtenção  e  processamento  das  amostras  clínicas,  bem  como  outros  aspectos

biológicos, como variabilidade da amostra ou heterogeneidade do tumor. Apesar disso,

alguns biomarcadores têm sido implementados com sucesso na prática clínica,  esses

testes têm algumas limitações e sua sensibilidade e especificidade devem ser refinadas,

especialmente  para  pacientes  com  tumores  em  estágios  iniciais.  Portanto,  pode-se

afirmar que a proteômica é uma ferramenta para desenvolvimento de novas ferramentas

que poderão reduzir significativamente a mortalidade por câncer de ovário 29.

1.4 - Abordagens proteômicas para o estudo do câncer

A proteômica é definida como a caracterização de todo o conteúdo proteico de uma

célula, tecido ou organismo sob condições determinadas, incluindo interações proteicas,
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modificações  e  localização.  O  proteoma  é  muito  dinâmico,  com  variantes  de  splice,

modificações  pós-traducionais  (PTMs),  muitas  vezes  com múltiplas  modificações,  que

modulam sua função ou atividade. A combinação de medicina de precisão e proteômica

aprimora  a  oncologia  com  maiores  oportunidades  para  entender  os  complexos

mecanismos  de  carcinogênese  e  alvos  terapêuticos  em  nível  molecular,  revelando

potenciais novos biomarcadores para detecção e acompanhamento, permitindo avaliação

de tratamentos incluindo eficácia e toxicidade. 35,36.

As  proteínas  podem  ser  estudadas  como  entidades  íntegras,  abordagem

denominada proteômica top-down, que tem a vantagem de, em princípio, reportar todas

as mudanças que ocorrem na mesma molécula, permitindo a identificação precisa das

formas proteicas. No entanto, a proteômica  bottom-up,  na qual peptídeos são gerados

pela digestão enzimática das proteínas, é experimentalmente mais tratável e é o fluxo de

trabalho  de  proteômica  mais  comum.  Três  abordagens  principais  são  usadas  em

proteômica bottom-up: i) Proteômica de descoberta (ou shotgun) por análise dependente

de dados (DDA),  que visa obter  uma cobertura completa do proteoma; ii)  Proteômica

dirigida, baseada em hipótese, usando de monitoramento de reação selecionadas (SRM),

visando  aquisição  reprodutível,  sensível  e  simplificada  de  subconjuntos  de  peptídeos

conhecidos de interesse; iii) fragmentação múltipla de todos os peptídeos que eluem da

coluna cromatográfica por análise independente de dados (DIA), visando gerar mapas de

fragmentos de íons abrangentes para uma amostra 37

A espectrometria de massa continua sendo a principal plataforma utilizada para

análise proteômica.  Nos últimos anos,  houve muitos avanços na instrumentação,  com

melhorias na precisão, velocidade e resolução. Instrumentos MS, como Q-TOF, TOF/TOF

e Orbitrap, foram desenvolvidos, permitindo uma exploração mais profunda de proteomas

em análises  cada  vez  mais  curtas.  Em particular,  as  técnicas de análise  quantitativa
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sensíveis  amadureceram,  como  a  marcação  metabólica,  que  é  uma  alternativa  aos

métodos  químicos  para  estudos  in  vitro.  Ao  adicionar  aminoácidos  marcados

isotopicamente à cultura de células, as alterações do proteoma em diferentes estados

podem ser detectadas, como alterações no nível de proteína e renovação de proteínas

durante a diferenciação celular.  A marcação de isótopos estáveis  de aminoácidos em

culturas de células (SILAC) torna possível a percepção de diferenças na abundância de

proteínas entre amostras 38.

As análises não dirigidas demonstram limitação para etapas posteriores na busca

por  biomarcadores,  seja  pelas  características  dos  peptídeos  detectados,  baixa

reprodutibilidade ou resultados para proteínas de baixa abundância, devido à natureza

estocástica  da  seleção  de  íons  precursores  baseada  em abundância,  que  não  pode

garantir  que  os  mesmos  peptídeos  sejam  consistentemente  detectados  em  todas  as

análises.  Essa limitação indica  que abordagens proteômicas quantitativas globais não

direcionadas  não  são  adequadas  para  a  verificação  e  validação  de  candidatos  a

biomarcadores 34.

Em situações  em que  a  marcação  da  amostra  pode  não  ser  desejável,  como

escassez  de  amostra,  os  métodos  sem  marcação  e  de  monitoramento  de  reação

oferecem  alternativas  adequadas.  O  fluxo  de  trabalho  das  abordagens  com

monitoramento  de  reação,  por  exemplo,  monitoramento  de  reações  múltiplas  (MRM),

pode  ser  considerada  uma  das  estratégias  quantitativas  mais  precisas,  sendo  mais

adequada para análises direcionadas e ocasiões de disponibilidade de padrões internos.

As estratégias de monitoramento de reação são frequentemente adaptadas a condições

experimentais únicas, dessa forma, informações quantitativas absolutas e relativas podem

ser  determinadas  sem  marcação,  eliminando  problemas  de  amostra  e  complexidade

espectral 39.
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O  desenvolvimento  observado  nas  análises  proteômicas  também  se  deve  ao

acesso público de recursos de bioinformática para o processamento e interpretação de

grandes volumes de dados gerados  nos projetos.  Protocolos de proteômica robustos,

incluindo  espectrômetros  de  massa  acessíveis,  estimulam  aquisição  de  proteomas

completos  e precisos,  em analogia  ao  que a  introdução do sequenciamento  de nova

geração forneceu ao campo da genômica 37.

As abordagens não dirigidas são frequentemente empregadas para análises de

câncer de ovário, pois proporcionam uma visão global do proteoma para seleção de vias

para análises direcionadas adicionais  1. Desta forma, os experimentos efetuados neste

trabalho buscam demonstrar  a  utilidade das abordagens proteômicas quantitativas  no

avanço do conhecimento sobre o câncer de ovário.
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2 – Objetivo

2.1 - Objetivo Geral

Estudar  o  modelo  de  transição  epitélio  mesenquimal  para  linhagens  celulares

representativas do câncer de ovário de origem epitelial (Caov-3), com foco no secretoma

para avaliar sua contribuição como modelo de progressão tumoral para proposição de

assinaturas do processo de progressão tumoral e metástase em tumores de ovário.

2.2 - Objetivos específicos

• Induzir  o  modelo de transição epitélio-mesenquimal  e  realizar  sua avaliação no

secretoma da linhagem de adenocarcinoma de ovário Caov-3.

• Realizar  análise  proteômica  qualitativa  e  quantitativa  do  modelo,  através  de

marcação isotópica.

• Identificar potenciais alvos superexpressos pela indução da EMT no secretoma,

suas origens, interações e envolvimento em processos celulares.

• Integrar dados externos aos obtidos nas análises do secretoma do modelo e propor

uma assinatura molecular para estudo.

• Desenvolver  métodos de proteômica dirigida  para  monitoramento  da assinatura

molecular proposta.

• Refinar  as  assinaturas  moleculares  propostas  através  de  ferramentas  de

bioinformática e baseando-se em dados gerados por outros grupos a fim de obter

assinaturas relevantes ao subtipo mesenquimal do câncer de ovário.
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3 – Métodos

29

Figura 3:  Metodologias utilizadas para obtenção das assinaturas mesenquimais.



3.1 - Cultivo de células de câncer de ovário e indução da EMT

A cultura de células provenientes de adenocarcinoma de ovário humano Caov-3

(ATCC® HTB-75TM), foi  mantida em garrafas de 75 cm2 (Greiner Bio-One) com meio

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), suplementado com 10% de soro fetal bovino

(FBS), 100 U/mL penicilina e 100 μg/mL estreptomicina (Life Technologies, Carlsbad, CA,

USA).

As células foram mantidas em 37 °C em incubadora com atmosfera úmida e 5% de

CO2.  O  crescimento  celular  foi  monitorado  em  microscópio  e  as  células  foram  sub

cultivadas a cada 3 dias ou dada a confluência de 70% da garrafa. No subcultivo o meio

de cultura foi removido e a monocamada formada pelas células lavada com 5 mL de PBS.

Em seguida, as células foram incubadas com 5 mL de solução de tripsina : PBS (1:1) a 37

°C, até seu desprendimento. Após isso, foram adicionados 5 mL de meio DMEM com FBS

(10%), para conter a ação lítica da tripsina, e esta solução foi centrifugada a 200 x g por 5

min a 4 °C. Em seguida o sedimento celular foi ressuspenso em meio fresco com FBS e

uma alíquota adicionada à garrafa de cultivo.

A cultura  referência  utilizou  a  abordagem SILAC com o aminoácido lisina  com

isótopos de carbono-13 (13C6-L-lysine-SILAC Advanced DMEM, Thermo Fisher Scientific)

(0.1 mg/mL), suplementado da mesma forma, adicionalmente com 2 mM L-glutamina e

4.5 mg/mL D-glicose.  Para incorporação da referência (13C6-L-lysine)  as células foram

expandidas por cinco passagens até atingirem uma taxa de ao menos 95% de proteínas
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marcadas  isotopicamente,  verificada  por  espectrometria  de  massas,  tendo  como

referência a razão m/z entre peptídeos da proteína Actina.

Para a indução da EMT 1,5 × 106 células foram semeadas em placas de 100 mm

(Corning) em meio DMEM, suplementado com 10% de FBS, então lavadas em solução de

tampão fosfato e seu meio substituído por DMEM, sem FBS, Após 24 h DMEM sem FBS

contendo  fator  de  crescimento  epidermal  (EGF)  (10  ng/mL)  (#236-EG-200,  R&D

Systems), foi adicionado e as células foram mantidas por 96 h, sendo o meio trocado em

intervalos  de  24  h.  A  viabilidade  celular  foi  monitorada  pelo  ensaio  MTT  (3-(4,5-

dimetiltiazol-2yl)-2,5-di- fenil brometo de tetrazolina).

3.1.1 - Fracionamento subcelular

Frações  enriquecidas  com  proteínas  da  membrana,  proteínas  nucleares  e

proteínas do citosol da linhagem Caov-3 foram obtidas por lise celular e centrifugação

diferencial.

As células (1 x 106)foram lavadas 2 vezes com tampão PBS gelado e lisadas com o

auxílio de raspador de células, em 100 μL de tampão hipotônico, composto por HEPES

(0,05 mol/L), NaCl (0,01 mol/L), MgCl2 (0,005 mol/L), EDTA (0,0001 mol/L), NaF (0,001

mol/L),  Na4P2O7.10H2O  (0,001  mol/L),  Na3VO4 (0,001  mol/L)  e coquetel  inibidor  de

proteases 5% (P8340; Sigma) (v/v). Para a ruptura celular física, todo o volume coletado

foi aspirado por seringa de 1 mL (20 vezes) e 10% do volume total foi separado para
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quantificação  das  proteínas,  pelo  método  colorimétrico  de  Bradford  (Quick  StartTM

Bradford Protein Assay Kit, Bio-Rad).

Para homogeneização foram misturadas quantidades iguais de proteína entre as

amostras,  o  conteúdo  foi  homogeneizado  durante  30  segundos  com  o  auxílio  de

homogeneizador de tecidos (Homomix D-130 - Biosystems, PR, Brasil) e centrifugado a

500 × g durante 20 min, a 4 °C.

O material foi transferido para microtubos para nova centrifugação a 16000 × g por

30 min a 4 °C. Já o pellet obtido (fração nuclear) foi ressuspenso em 100 μL de solução

de extração de proteínas nucleares, contendo uréia 8M, CHAPS 2% (v/v), Na3VO4 0,001

mol/L e coquetel inibidor de proteases 5% (v/v), e armazenado a -80 °C.

O pellet  proveniente  desta centrifugação,  corresponde à fração enriquecida  em

proteínas  da  membrana  citoplasmática  e  o  sobrenadante  correspondente  à  fração

citoplasmática. O pellet foi ressuspenso em 50 μL de tampão de extração de proteínas de

membrana,  contendo  MES  (0,025  mol/L),  NaCl  (0,15  mol/L),  Triton  X-100  2%  (v/v),

Na3VO4 (0,001 mol/L) e coquetel inibidor de proteases 5% (v/v), e incubado por 60 min, a

4 °C. Após centrifugação a 16000 × g por 20 min, à 4 °C,  o sobrenadante correspondente

à fração de membrana foi coletado.

O pellet  nuclear foi  descongelado e submetido à extração em 3 ciclos de banho com

ultrassom e gelo, a 45 W, durante 5 min, agitado por 10 segundos e resfriado em banho

de gelo por 5 min. Então as amostras foram centrifugadas a 20000 × g por 30 min, a 4 °C.

O sobrenadante obtido foi utilizado como fração enriquecida em proteínas nucleares.
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3.1.2 - Obtenção e preparação da amostra de secretoma de células Caov-3

Após cada período de 24 h de incubação das células Caov-3 em EGF, um volume

equivalente a 5 mL dos meios de cultura foi reservado e mantido congelado para análise

posterior, totalizando 20 mL no período de 96 h.

As  frações  de  sobrenadante  das  culturas  foram descongeladas  e  combinadas,

adicionados inibidores de protease (0.5% v/v) (P8340; Sigma) e fosfatase (1 mM Na3VO4).

Os sobrenadantes condicionados foram centrifugados a 300 x g por 5 min., filtrados

em membrana de poro 0,22 μm para remoção de células intactas e fragmentos insolúveis

e concentrados em filtro molecular de 3 kDa (Vivaspin 2, GE Lifesciences).

Após concentração as amostras foram ressuspensas em 200 μL de uréia 8 M /

0.15 M Tris-HCl em pH = 8.8 e quantificadas em proteínas totais pelo método de Bradford

(Bio-Rad).

O  mesmo  processo  foi  conduzido  em  células  com  marcação  isotópica,  como

controle,  que  foram  cultivadas  sem  EGF.  Para  análise,  a  mistura  de  frações

independentes com a mesma quantidade de proteínas totais  (12,5 μg)  foi  preparada,

formando os pares: células Caov-3 incubadas com EGF + células Caov-3 SILAC e células

Caov-3 sem EGF + células Caov-3 SILAC.
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3.1.3 - Preparo de amostras para Análise Gel-LC-MS/MS do secretoma

Amostras referentes aos pares de secretomas de células induzidas e não induzidas

à  EMT  e  seus  respectivos  controles,  compostos  com  isótopos  (13C6-L-lisina)  (células

Caov-3 incubadas com EGF + células Caov-3 SILAC e células Caov-3 sem EGF + células

Caov-3  SILAC)  com 25  μg  de  proteínas  totais,  foram diluídas  em 30  μL  de  tampão

Laemmli,  contendo  ditiotreitol  na  concentração  de  25  mM,  fervidas  por  5  min.  para

redução das pontes dissulfeto e alquiladas com iodoacetamida (135 mM) em temperatura

ambiente por 30 minutos.

As amostras foram separadas por eletroforese utilizando gel comercial 10% SDS-

PAGE (Bio-Rad,  Hercules,  CA, USA) e as raias correspondentes a cada experimento

foram  cortadas  e  divididas  em  5  partes  de  aproximadamente  1,2  cm  cada  (Figura

suplementar 1). Os fragmentos do gel foram lavados 3 vezes utilizando uma solução de

bicarbonato de amônio 100 mM: acetonitrila (1:1) e digeridos por tripsina 16.

Os peptídeos trípticos foram extraídos por  etapas,  primeiro utilizado 200 μL de

solução de 50% de acetonitrila em água com 0,1% de ácido fórmico e depois com 70% de

acetonitrila e após isso secos em SpeedVac (Thermo Scientific). As misturas de peptídeos

passaram por etapa de purificação em fase sólida ZipTip (Supelco, Sigma-Aldrich) de

acordo com instruções do fabricante, e foram eluídas em solução de 52.5% acetonitrila /

água mais 0.1% de ácido fórmico, secas novamente e ressuspensas em 15 μL de solução
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água  /  acetonitrila  5%  mais  0.1%  de  ácido  fórmico  para  injeção  no  sistema

cromatográfico.

3.2 - Análise Gel-LC-MS/MS do secretoma

As  amostras  foram analisadas  em sistema nano  cromatográfico  (EASY-nLC II,

Thermo  Scientific)  acoplado  ao  espectrômetro  de  massas  LTQ  Orbitrap  Velos  mass

spectrometer (Thermo Scientific), disponível na Central Analítica do Instituto de Química

de São Carlos sob coordenação do Prof. Emanuel Carrilho,utilizando coluna com resina

C18 (Magic C18) de 25 cm com 75 μm de diâmetro interno (New Objective). O método

cromatográfico utilizado teve fluxo de 300 nL/min por 90 min, variando em um gradiente

linear de 5 até 40% de acetonitrila mais 0.1% de ácido fórmico.

A detecção do espectrômetro ocorreu em modo DDA (data dependent analysis)

com seleção dos 10 íons mais abundantes, sendo duplamente ou triplamente carregados.

O processamento dos dados adquiridos para identificação de peptídeos e atribuição de

proteínas se deu pelo mecanismo de busca X!Tandem1’, com Peptide Prophet2’ e Protein

Prophet3’ para validação e proteoma referência do banco de dados Uniprot.org (Swiss Prot

+ TrEMBL) contendo 74782 entradas de proteínas em março de 2020.

Os parâmetros da busca incluíram peptídeos trípticos com até dois  eventos de

miss-cleavage, tolerância de massa de 0,5 Da, modificação fixa em cisteínas devido à

alquilação, modificações variáveis pela oxidação em metioninas e modificação de lisina

pela marcação isotópica. Apenas peptídeos com índice maior que 0,9 e menos de 20 ppm
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de erro de massa foram considerados para quantificação de proteínas pelo algoritmo Q3,

representando  uma  taxa  de  falsa  descoberta  de  aproximadamente  1%.

3.3 - Validação de marcadores da EMT por Western blotting

As  células  Caov-3  coletadas  após  cultivo  e  separação  do  sobrenadante  foram

lavadas com PBS e lisadas com tampão de lise (Tris-HCl 20 mM, pH = 7.5, NaCl 150 mM,

Na2EDTA  1  mM,  EGTA  1  mM,  1%  Triton  X-100,  pirofosfato  de  sódio  2,5  mM,  β-

glicerofosfato  1  mM,  Na3VO4 1  mM  e  Leupeptina  1  μg/mL),  em  3  ciclos  de  banho

ultrassônico por 5 min (mantido em gelo), esta solução foi centrifugada à 20000 × g por 30

min a 4 °C e o sobrenadante coletado.

As  amostras  tiveram  as  proteínas  quantificadas  pelo  método  de  Bradford,

submetidas à separação por SDS-PAGE e transferidas para membranas de PVDF (GE

Lifesciences). As membranas foram bloqueadas com tampão de lavagem (5% de leite em

pó sem gordura, Tris-HCl 25 mM, pH = 7.5, NaCl 0,5 M e 0,1% de detergente Tween-20)

e  incubadas  com  cada  um  dos  anticorpos  primários  seguindo  as  orientações  do

fabricante, foram eles: Rabbit anti-N-Cadherin (#13116), rabbit anti-E-Cadherin (#3195)

(rabbit  anti-β-Catenin  (#8480),  rabbit  anti-Vimentin  (#5741),  rabbit  anti-SNAI1  (#3879),

rabbit  anti-SLUG (#9585)  e  rabbit  anti-GAPDH (#2118)  (Cell  Signaling).  Após  1  h  as

membranas foram incubadas com os  anticorpos secundários (horseradish peroxidase-

conjugated goat anti-rabbit IgG (#7074, Cell Signaling) 16.
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O  complexo  anticorpo-proteína  foi  detectado  usando  ECL  Western  Blotting

Detection Reagents (GE Lifesciences) com câmera CCD (Image Quant LAS 4000 mini). A

análise  densitométrica  foi  realizada  usando  o  software ImageJ  e  as  bandas  foram

normalizadas para a proteína GAPDH.

3.4 - Preparo de amostras de pacientes

Dez amostras de tecido tumoral  de pacientes  foram obtidas durante a cirurgia,

diagnosticadas previamente com câncer de ovário por exame anatomopatológico, estas

amostras foram classificadas de acordo com o tipo de tumor e armazenadas em freezer -

80 °C até seu processamento para análise.

Em estudo coordenadado pelo Professor Dr. Francisco J. C. dos Reis, as pacientes

foram recrutadas no Hospital das Clínicas de Ribeirão Preto e os procedimentos foram

aprovados pelo conselho de ética da instituição (CONEP: 1778/2010).

As amostras coletadas foram descongeladas e lavadas com PBS, cortadas em

pedaços de aproximadamente  1  mm3,  adicionados em solução para  homogeneização

(uréia 8 M, Tris-HCl 0.15 M, pH = 8.8, detergente β-octilglicosídeo 0.5% e 5% de inibidor

de proteases (P8340; Sigma) e inibidor de fosfatase Na3VO4, 1 mM) na proporção de 0,5

mL para 100 mg de tecido.

Para homogeneização das amostras foi utilizada sonda de ultrassom (Sonic Vibra

Cell, VCX 500 – VCX 750, USA), em 3 ciclos de 3 min, com pulso de 1 s e pausa de 2 s

com intensidade 30. As soluções de tecido homogeneizado foram centrifugadas 20000 ×
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g por 30 min a 4 °C e o sobrenadante foi quantificado para proteínas pelo ensaio BCA

(Pierce Biotechnology).

3.5 - Preparo das amostras para análise proteômica dirigida

Alíquotas  de  volume  equivalente  a  100  μg  de  proteína,  de  cada  amostra  de

paciente, foram reduzidas com 5 μL de solução de DTT (10 mg/mL) por 30 min a 37 °C e

alquilados com 12.5 μL de solução de IAA (20 mg/mL) por mais 30 min em temperatura

ambiente, ao abrigo da luz. Após este processo as amostras foram diluídas com 740 μL

de solução Tris-HCl 0.2 M, pH = 8.0 e submetidas à digestão por tripsina, com 4 μg (1:25

enzima/substrato) (V5111, Promega) a 37 °C overnight. 

Os peptídeos trípticos foram extraídos com colunas de fase sólida OASIS HLB

cartridges  (1  cc/10  mg)  (Waters),  previamente  condicionadas  com  acetonitrila  e

equilibradas com solução 5% de acetonitrila, a eluição foi feita com 70% de acetonitrila e

secagem em SpeedVac (Thermo Scientific).

3.6 – Métodos de proteômica dirigida

3.6.1 - Método de proteômica dirigida para avaliação de marcadores epiteliais e 
mesenquimais utilizando peptídeos sintéticos

A  abordagem  proteômica  dirigida  foi  empregada  considerando  a  hipótese  de

alteração fenotípica da linhagem de células Caov-3, submetidas a tratamento com o fator

de crescimento EGF, já observada visualmente durante o tratamento e manutenção da
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cultura.  Esta  hipótese  foi  testada,  desta  vez,  através  do  monitoramento  de  alguns

marcadores característicos dos fenótipos epiteliais e mesenquimais.

Primeiramente foi buscado no banco de dados do repositório PeptideAtlas, pelos

peptídeos mais observados de cada um dos marcadores escolhidos, Foi então solicitada

a  síntese  destes  peptídeos  (Thermo Scientific)  (tabela  2)  para  padronização  e  então

aplicação do método, com leituras nas amostras de linhagens.

A padronização do método para cromatografia e espectrometria de massas contou

com  a  determinação  de  janela  ótima  de  tempo  de  monitoramento  do  sinal  de  cada

peptídeo, fragmentos mais prováveis / estáveis e também sua energia ótima de colisão.

Os  peptídeos  escolhidos  para  representar  os  marcadores  epiteliais  e

mesenquimais  foram  testados  com  a  injeção  de  padrões  de  peptídeos  sintéticos

adquiridos  pelo  laboratório,  e  então  foram  determinados  os  respectivos  tempos  de

retenção. Ao final este método refinado contou com janelas de aquisição de 2 min para

cada peptídeo.

A  etapa  seguinte  foi  a  otimização  da  energia  de  colisão  concomitante  com  a

escolha de fragmentos mais representativos, apresentando o melhor perfil cromatográfico

e  coeluição.  Para  isso,  foram  considerados  todos  os  fragmentos  compreendendo  o

intervalo de 400-1200 m/z combinados com variações da energia de colisão, para mais e

menos, com intervalos de 2 unidades, partindo da sugestão do software Skyline4’.

A separação cromatográfica foi feita utilizando coluna C18 (partícula de tamanho

1.8 μm, poro de 100 Å , 1 mm × 150 mm, Waters) em sistema cromatográfico (I-class,
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Waters), com gradiente linear e fluxo de 100 μL/ min, 5–30% da fase B, sendo (100%

Acetonitrila  +  0.1% ácido  fórmico)  e  fase A (95% Água,  5% acetonitrila  +0,1% ácido

fórmico) por 25 min.

3.6.2 - Método de proteômica dirigida para painel de proteínas relevantes à 
assinatura mesenquimal

Para  avaliar  a  presença  de  proteínas  relevantes  ao  fenótipo  mesenquimal  em

amostras  de  pacientes,  desenvolvemos  um  painel  levando  em  consideração  a

combinação de proteínas identificadas no secretoma da linhagem Caov-3 induzida à EMT

e  a  assinatura  transcriptômica  referente  ao  subtipo  mesenquimal,  produzida  pelo

consórcio  TCGA.  Então  apenas  as  proteínas  constantes  como  superexpressas  na

linhagem  celular  Caov-3,  por  um  critério  arbitrário  e  abrangente  de  1,3  vezes,

coincidentes com os genes mais expressos no subtipo mesenquimal foram selecionados

para o desenvolvimento do painel (Tabela 4).

A motivação para obtenção das proteínas deste painel foi verificar a hipótese de

contribuição do fenótipo mesenquimal obtido na linhagem Caov-3, modelo reproduzido em

laboratório, na compreensão do surgimento de diferentes tipos de tumores de ovário em

pacientes.

Obtidas  as  proteínas  alvo,  buscou-se  a  seleção  de  peptídeos  representativos,

recorrendo  primeiramente  ao  banco  de  dados  do  repositório  PeptideAtlas e

complementarmente ao algoritmo PREGO acessório ao software Skyline. As sequências
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dos 5 peptídeos mais observados de cada proteína foram recuperadas e inseridas no

software Skyline.

Em seguida, prosseguimos com a determinação do tempo de retenção, realizada

com uma estimativa com base na calculadora  Sequence Specific Retention Calculator

(SSRCalc),  algoritmo disponibilizado no  software Skyline que leva em conta o tipo de

coluna, material, porosidade e sequência de aminoácidos. O algoritmo foi alimentado com

resultados de experimentos anteriores. Foram utilizados 420 peptídeos sintéticos diversos

como referência, os quais tiveram seus tempos de retenção verificados empiricamente. A

janela de abrangência  para  detecção dos peptídeos de interesse teve coeficiente  r  =

0,9484 em 7,1 min.

Neste contexto, a determinação do tempo de retenção foi realizada utilizando-se

pools  das  amostras  de  lisados  de  tumores  de  ovário  que  seriam  analisadas

posteriormente.  Foram selecionadas  transições  compreendidas  no  intervalo  de  400  a

1200 m/z, priorizando os valores maiores que o precursor. Em um processo contínuo de

análise das corridas cromatográficas e refinamento do método, foram selecionados dois

peptídeos  representativos,  para  cada  uma  das  proteínas  selecionadas.  Apenas  os

peptídeos  com  maior  sinal,  melhor  comportamento  na  cromatografia  (anteriormente

descrita),  adequação  à  janela  de  monitoramento  e  de  fragmentos  coerentes  com os

critérios adotados foram considerados para a análise final.
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Por fim, a detecção dos peptídeos deste painel de assinatura mesenquimal contou

com 18 proteínas e foi programado com tempo de monitoramento otimizado para 1 minuto

e 4 transições por peptídeo, totalizando 2 peptídeos por proteína analisada.

3.7 - Comparação entre modelo de progressão tumoral e dados do CPTAC

A avaliação de proteínas relevantes ao fenótipo mesenquimal foi realizada a partir

de  um  painel  de  candidatos,  obtido  pela  combinação  de  proteínas  identificadas  no

secretoma  da  linhagem  Caov-3  induzida  à  EMT  e,  desta  vez,  com  a  assinatura

proteômica  referente  ao  subtipo  mesenquimal  produzida  pelo  consórcio  CPTAC.  Os

dados  disponibilizados  pelo  consórcio  CPTAC,  na  plataforma  PDC  (Proteomic  data

commons) provém de análises realizadas por duas instituições, Johns Hopkins University

e Pacific Northwest National Laboratory (JHU e PNNL, respectivamente). Através de um

critério arbitrário e abrangente de razão EGF/Ctrl  > 1,3, mesmo conjunto de proteínas

superexpressas utilizado anteriormente, e coincidentes com as proteínas mais expressas

no subtipo mesenquimal, foram selecionadas, resultando em um painel com 23 proteínas

de interesse (Figura 16).

3.7.1 - Agrupamento hierárquico

Para a nova assinatura proteômica, foi recuperado do  Proteomic Data Common

(PDC) um novo conjunto de dados sem informação de subtipos, apenas do estágio do
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tumor.  Com  a  ajuda  do  software Perseus5’ v.1.6,  foi  processado  um  agrupamento

hierárquico para verificação da relevância de classificação através dessa assinatura.

O  algoritmo  de  agrupamento  hierárquico  decompõe  o  conjunto  de  dados

hierarquicamente, o que é conveniente para agrupamento subsequente. A maioria dos

mapas  de  calor  utiliza  um  algoritmo  de  agrupamento  hierárquico  aglomerativo  para

agrupar  dados  e  exibir  essas  informações  usando  um dendrograma.  Uma  hierarquia

aglomerativa sobre n objetos trata primeiro cada objeto como um grupo, a cada passo, os

dois grupos mais próximos são mesclados até que todos os n objetos estejam em um

grupo,  assim  o  processo  de  agrupamento  é  finalizado.  Esse  método  tem  ampla

aplicabilidade,  e  a  relação  entre  os  grupos  facilmente  detectável,  apesar  da  maior

complexidade 40.

3.8 - Análise de componentes principais (PCA) e k-means

Para  visualização  de  similaridades  dos  perfis  de  expressão  entre  amostras  foi

utilizado o  software QLUcore  v.3.8,  que  gera  uma projeção  tridimensional  dos  dados

referentes à identificação de proteínas adquirida pelo portal  Proteomic Data Commons

(PDC).  Essencialmente,  a  PCA  capta  informações  essenciais  de  dados  com  muitas

variáveis  e  projeta  a  variância  dessas  variáveis  em  menos  dimensões,  porém,  mais

significativas e de fácil visualização.

O algoritmo  k-means,  como os outros  citados  anteriormente,  também possui  a

função de agrupar, sendo que neste caso foi aplicado para determinar um número pré-

determinado de grupos, tal que o erro quadrado entre o centro de um grupo e os dados
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deste grupo é minimizado. O centro de um grupo é definido pela média dos elementos

que o compõe.

O k-means atribui cada elemento a um único grupo de acordo com a similaridade

dos valores das variáveis em cada amostra. Nesta aplicação, o número de grupos foi de

cinco, correspondendo aos subtipos moleculares identificados pelo CPTAC.

3.8.1 – Construção de classificador com dados do CPTAC (análise supervisionada)

O classificador foi construído através do software QLUcore v.3.8 com o algoritmo

Random trees utilizando dados do CPTAC com suas respectivas informações de subtipo

molecular para em seguida ser aplicado ao novo conjunto de dados sem informação de

subtipo molecular.

O  algoritmo  Random  trees estabelece  regras  para  tomada  de  decisão  e  são

criadas estruturas onde as variáveis são verificadas paralelamente. Caso a variável seja

favorável à classificação que corresponde, o fluxo de verificação continua. Caso contrário,

é  selecionada outra variável.  A  denominação  random se  dá pelo  caráter  aleatório  de

seleção das variáveis para cada modelo; Para isso, são usados dados de treinamento,

neste caso, o conjunto de dados com informação sobre subtipos. Escolhidas as variáveis

determinantes,  o  classificador  pode  ser  aplicado  em  dados  sem  informação,  neste

contexto, ausência dos subtipos moleculares. 
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4 – Resultados

4.1 - Considerações iniciais

Neste  trabalho,  avançamos nos estudos publicados anteriormente  pelo  grupo16,

relativos às alterações ocasionadas pela EMT em células de câncer de ovário (linhagem

Caov-3).  Desta  vez,  focamos  no  secretoma,  avaliando  a  contribuição  das  proteínas

identificadas  para  a  assinatura  mesenquimal,  para  testá-la  em amostras  de  tumores.

Abordamos  aplicações  proteômicas  para  identificação,  seleção  e  monitoramento  de

proteínas relevantes ao processo de progressão tumoral em modelo de transição epitélio-

mesenquimal.  Para  este  fim  foram  utilizadas  diretamente  diferentes  abordagens

proteômicas, destacando: i) proteômica “shotgun”; ii) proteômica dirigida e iii) marcação

isotópica.  Somado  a  isso,  incluímos  no  estudo  uma  análise  de  dados  proteômicos

externos. 

A  abordagem  proteômica  shotgun foi  empregada  juntamente  com  marcação

isotópica  para  identificar  e  mensurar  proteínas  diferencialmente  expressadas  no

secretoma de células  Caov-3  induzidas ao processo de EMT.  Com esta identificação

inicial foi possível selecionar alvos e aplicar a abordagem proteômica dirigida, objetivando

quantificar relativamente a expressão de proteínas em amostras de diferentes tipos de

tumor. Além desta aplicação, um método de proteômica dirigida também foi desenvolvido

para atestar a presença de biomarcadores clássicos da  EMT na linhagem celular Caov-3

utilizando padrões analíticos, trazendo mais confiança na análise e quantificação.

Os  dois  métodos de proteômica dirigida  desenvolvidos,  sendo o  primeiro,  para

avaliação de marcadores da EMT e o segundo, para proteínas relevantes da assinatura

mesenquimal, foram concebidos de formas distintas. Para o painel da EMT contamos com

peptídeos sintéticos, assim o ajuste de parâmetros, tanto cromatográficos, como ligados
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ao espectrômetro puderam ser otimizados para maior sensibilidade. Já para o painel de

proteínas selecionadas da assinatura mesenquimal  foram utilizados peptídeos com as

sequências mais observadas no repositório  SRMAtlas,  estes tiveram sua identificação

testada em pools de amostras dos tumores e os mais responsivos integraram o método

final, sendo ajustado apenas sua janela de monitoramento e melhores fragmentos.

Essenciais para obtenção das assinaturas foram os dados dos consórcios TCGA30

e CPTAC31,42. O TCGA sequenciou centenas de tumores, destacando sua complexidade e

heterogeneidade em diferentes tipos de câncer, permitiu a identificação de novos perfis

genômicos  específicos  que  podem  ser  relevantes  no  campo  clínico.  Por  sua  vez,  o

CPTAC  também  fez  avanços  significativos  na  simplificação  da  pesquisa  de

biomarcadores  de  proteínas,  desenvolvendo  protocolos  de  proteômica  quantitativa

precisos  e  reprodutíveis  para  avaliar  candidatos  a  biomarcadores  usando  análise

proteômica. A recuperação destes dados, disponibilizados de forma simples e acessível,

possibilitou a priorização de alvos de uma fonte relevante e representativa, dificilmente

obtida localmente.

Outro componente inserido neste trabalho para obtenção de alvos foi a análise de

dados públicos, para comparação e extensão das possibilidades que a integração deste

conhecimento traz. Para este fim foram utilizados modelos distintos, com dois conjuntos

de dados diferentes obtidos do CPTAC e avaliada a separação de grupos entre graus de

tumor  e  semelhança  com  a  assinatura  mesenquimal.  Apresentamos  a  seguir  um

fluxograma que ilustra as estratégias experimentais empregadas em nosso estudo.
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4.2- Painel de biomarcadores da EMT

A  identificação  e  quantificação  de  peptídeos  representativos  de  proteínas

características do processo da EMT serviu como avaliação efetiva de sua ocorrência por

outra  técnica,  dado  que  o  processo  já  havia  sido  observado  morfologicamente  e

fenotípicamente.

A aplicação da proteômica dirigida para determinação da EMT é indicada, pois se

enquadra  na  premissa  da  técnica,  ser  dirigida  por  uma  hipótese  e  contar  com

conhecimento prévio,  já que este processo conta com marcadores bem conhecidos e

alvos estabelecidos.  Residindo o desafio no desenvolvimento e aplicação de métodos

adequados.

Complementarmente à busca em repositórios e uso de ferramentas bioinformáticas

optamos pela verificação empírica dos parâmetros para construção do método, propiciada

pela aquisição de padrões dos peptídeos representativos de cada marcador escolhido. Os

peptídeos  sintéticos  adquiridos  (tabela  2),  cuja  sequência  constava  entre  os  mais

observados no banco de dados do PeptideAtlas, foram testados para seu tempo ótimo de

monitoramento e energia ótima de colisão.

A primeira etapa na análise dos peptídeos deste painel foi a determinação de seu

tempo  de  retenção  em  nosso  método  cromatográfico,  utilizando  como  auxílio  a

calculadora  de previsão,  como já  descrito  anteriormente.  Nesta  etapa inicial  todos os

peptídeos  apresentaram comportamento  condizente  com a  previsão,  mostrando  picos

dentro da janela estabelecida, restando apenas ajuste da janela de monitoramento para o

método final. 
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Tabela 2: Otimização de energia de colisão para painel de biomarcadores clássicos da EMT.

Protein 

Gene

Peptide Sequence Predicted time window 

(min)

Collision energy 

range

CDH1 NTGVISVVTTGLDR 8,92 16,92 21,5 - 29,5

CDH2 GPFPQELVR 7,28 15,28 14,3 - 22,3

VIM ILLAELEQLK 12,74 20,74 16,6 - 24,6

SNAI1 EYLSLGALK 7,66 15,66 13,3 - 21,3

SNAI2 EYVSLGALK 5,53 13,53 13,1 - 21,1

Após a obtenção das janelas de monitoramento, iniciamos a otimização da energia

de colisão dos peptídeos, onde para cada peptídeo foram selecionados fragmentos do

tipo y de m/z no intervalo 400-1200 para monitorar. Estes peptídeos foram submetidos a

diferentes energias de colisão,  tendo como base a sugestão do  software Skyline. Em

seguida, foram determinados quatro outros valores para o teste, variando duas unidades

para  mais  e  para  menos,  totalizando  cinco  testes  de  energia  de  colisão  para  cada

peptídeo (figura 4). Para o método final foram selecionados os fragmentos associados a

energia  de  colisão  que  proporcionaram maior  sinal  na  aquisição.  A  visualização  dos

dados  dos  testes  realizados  através  do  software Skyline  possibilitou  a  otimização  de

energia de colisão individual para cada fragmento.
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Figura  4:   Otimização de energia de colisão de peptídeos representativos de
biomarcadores clássicos da EMT. A otimização de energia de colisão ocorreu com
testes,  partindo  do  referencial  sugerido  pelo  software Skyline  foram  testadas
variações para valores maiores e menores com intervalo de duas unidades. Cada
cor  representa  uma  energia  de  colisão,  sendo  um gradiente  das  energias  mais
baixas (escuras) até mais altas (claras).



A otimização de energia dos peptídeos referentes às proteínas CDH2, SNAI1 e

SLUG apresentou seu máximo de intensidade dentro do intervalo de energias testadas, já

os  peptídeos  referentes  à  CDH1  e  VIM  mostraram  tendência  ao  aumento  de  sua

intensidade com menores energias, dada a sugestão do software Skyline.

O método final contou com os seguintes parâmetros otimizados:

Tabela 3: Parâmetros utilizados no monitoramento de biomarcadores clássicos da EMT.
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4.3 - Avaliação do modelo de Indução da EMT 

O modelo de indução da EMT utilizado foi desenvolvido e avaliado pelo grupo em

outros trabalhos. A linhagem celular, tratamento, fator de crescimento e sua concentração

foram  escolhidos  em  particular  por  mostrar  maior  diferenciação  morfológica  nos

experimentos realizados 16.

A linhagem de células de adenocarcinoma de ovário Caov-3 foi tratada com fator

de crescimento EGF na concentração de 10 ng/mL por 96 h com troca diária do meio,

sendo este reservado para as análises posteriores e as células utilizadas para avaliação

morfológica e fenotípica para características da EMT.

Ao final das etapas de cultivo e indução da EMT as células foram avaliadas para

verificação  do  resultado  do  tratamento,  pela  observação  de  eventuais  alterações

condizentes  com o  processo,  assim  imagens  de  microscopia  no  conjunto  de  células

imediatamente  pré  e  pós  tratamento  foram  obtidas  e  comparadas  (figura  5).  Foi

observado que o tratamento gerou mudanças como pode ser visto na figura a seguir.
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Figura  5:   Imagens  representativas  das  alterações
morfológicas de células da linhagem Caov-3 tratadas com
fator de crescimento EGF. a)  Células  da linhagem Caov-3
cultivadas  sem  tratamento.  b)  Células  da  linhagem  Caov-3
tratadas com fator  de crescimento EGF 10 ng/mL por 96 h.
Imagens obtidas por microscopia de contraste de fases com
aumento de 40 x.



As imagens de microscopia mostram as células antes e depois do tratamento de 96

h.  Podem  ser  observadas  diversas  alterações.  No  campo  pré  tratamento  é  possível

observar a formação de grupos de aglomerados celulares assemelhados a sincícios, o

que acontece em menor proporção e intensidade no campo pós tratamento, uma visível

redução do contato celular. Já as células individualmente se tornaram alongadas, com

maior área e multi-fusiformes, algumas parecidas com fibroblastos. Estas observações

morfológicas estão de acordo com a EMT pela obtenção de células com características

mais próximas à mesenquimais. 

Então, buscou-se a confirmação do processo por alterações fenotípicas no nível de

expressão  proteica,  para  isso  marcadores  moleculares  clássicos  indicativos  da  EMT

foram quantificados,  e com este objetivo foram utilizadas duas técnicas, Western blotting

e Espectrometria de massas pela técnica de MRM utilizando o painel desenvolvido para

este fim, cobrindo algumas proteínas relevantes (figura 6).

O  resultado  obtido  por  Western  blotting  (Figura  suplementar  1)  demonstrou

aumento significativo nas intensidades de bandas referentes aos marcadores N-Caderina

e SNAI1, ambos associados ao fenótipo mesenquimal.

Para avaliação da reprodutibilidade de resultados e confirmação da indução efetiva

do processo da EMT, o painel de biomarcadores da EMT desenvolvido com padrões de

peptídeos sintéticos representativos das proteínas foi empregado na análise das amostras

de  extrato  total  da  cultura  de  células.  Este  método  permitiu  a  quantificação  relativa

simultânea dos marcadores em um experimento otimizado.
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Figura  6:   Quantificação  relativa   por  Western  blotting  e  LC-MRM  de
biomarcadores clássicos da EMT em cultura de células Caov-3 tratadas com
fator  de  crescimento.  a)  Western  blotting.  b)  MRM.  O método  otimizado  para
avaliação de marcadores da EMT foi aplicado em triplicata em amostras provenientes
de extrato total de células. * p<0,1 t-test student.



Utilizando espectrometria de massas através da abordagem proteômica dirigida em

amostras  de  extrato  total  das  células  Caov-3  com  triplicata  de  injeção,  tivemos  a

expressão diferencial dos marcadores. 

Nesta  análise  do  modelo  de  progressão  tumoral  foram  observados  aumentos

expressivos  na  quantidade  de  peptídeos  representativos  das  proteínas  consideradas

marcadores  mesenquimais,  N-Caderina  e  Vimentina,  sendo  o  aumento  desta  última

significativo estatisticamente, SNAI1 apresenta tendência ao aumento. Já a proteína E-

caderina,  marcador  epitelial,  apresentou  redução  de  seus  níveis,  também  observado

sensivelmente em SLUG. Baseados nestes resultados, concluímos que o modelo por nós

utilizado representa bem a EMT e, portanto, pode ser utilizado para auxiliar na proposição

de assinaturas moleculares para avaliação de amostras clínicas.

  4.4 - Identificação de proteínas no secretoma de células Caov-3 induzidas à EMT

O  experimento  de  identificação  das  proteínas  do  secretoma  foi  realizado  nas

culturas induzidas e não induzidas à EMT da linhagem Caov-3. Além disso foi utilizado um

controle  de  células  cultivadas  em meio  contendo  isótopos  pesados  de  lisina(13C6). A

amostra  de  cada  secretoma  (referência  x  tratado)  foi  composta  pelo  meio  recolhido

diariamente da respectiva cultura de células (controle  x  EGF)  com adição de mesma

massa de proteínas de controle, obtida da linhagem com incorporação de isótopos. A

incorporação foi verificada por espectrometria de massas e foram determinadas  cinco

passagens necessárias.

A  combinação  dos  meios  de  cultura  que  compuseram os  secretomas  (células

Caov-3 incubadas com EGF + células Caov-3 SILAC x células Caov-3 sem EGF + células
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Caov-3 SILAC) foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida para fornecer

amostras menos complexas para o sistema LC-MS.

O gel  resultante  da eletroforese foi  dividido  em 5 fragmentos por  faixa  (Figura

suplementar 1), processado e as proteínas extraídas submetidas à análise, após análise

os dados de identificação de cada fração do gel foram combinados.

As  proteínas  identificadas  em  cada  secretoma  com  ao  menos  dois  peptídeos

únicos  e  taxa  de  falsa  descoberta  (FDR)  <  1%  foram  consideradas  para  etapas

posteriores de análise.

.
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Figura 7:  Proteínas identificadas por LC-MS/MS no secretoma de células Caov-3. Gráfico de 
dispersão mostrando a identificação diferencial de proteínas usando a razão EGF/CT vs.número de 
peptídeos identificados por proteína (apenas >2 peptídeos únicos). Proteínas em cinza (com razão 
EGF/CT < 1,3) não foram consideradas para os estudos a seguir. Proteínas com razão EGF/CT > 
1,3, em vermelho. Proteínas consideradas para o ensaio MRM em destacadas em azul (LANFREDI 
et al. 2021).



O gráfico da Figura 7 demonstra a distribuição de proteínas identificadas em razão

de identificação no tratamento com EGF por identificação no controle, normalizada pela

razão  isotópica,  contra  número  de  peptídeos  únicos  identificados.  A  razão  isotópica

mostra  a  quantificação  relativa  de  cada  proteína  ao  controle  utilizado,  sendo  a

denominação heavy (H) sempre relativo a cultura com incorporação de isótopos de maior

massa, neste caso utilizada como referência, já o número de peptídeos únicos indica a

cobertura na identificação de cada proteína.

No  total,  obtivemos  correspondência  de  identificação  positiva  para

aproximadamente  10.000  peptídeos  em  cada  experimento,  correspondendo  a  2.847

proteínas  identificadas  (representadas  por  um  nome  de  gene),  reduzindo  para  697,

utilizando os critérios mencionados e 99 superexpressas com critério de razão > 1,3.

A razão utilizada provém da combinação de todas as identificações, portanto uma

“razão da razão”, gerada da combinação de identificação de conjunto controle e conjunto

tratado.

Devido  ao  critério  de  corte  utilizado  para  considerar  as  proteínas  identificadas

diferencialmente expressas consistindo em valor relativamente “baixo” (1,3), pelo eventual

efeito  de  diluição,  conduzimos  uma  análise  em  subfrações  celulares  para  comparar

numericamente apenas o conjunto de proteínas superexpressas (figura 8).
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No diagrama de Venn observamos maior  número de proteínas identificadas no

subconjunto de proteínas superexpressas no secretoma, porém com baixa sobreposição

nas subfrações celulares, indicando que apesar de incluir mais proteínas devido o critério

adotado, isso praticamente não resultou em abrangência de proteínas enriquecidas em

outras subfrações.

Após  a  identificação,  analisamos  as  proteínas  superexpressas  utilizando  a

ferramenta  open-source String  Database  para  obtenção  de  uma  rede  de  interação

associando as proteínas, baseada em experimentos e dados da plataforma, com critério

restritivo de confiança 0,7, apenas com proteínas conectadas (figura 9).
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Figura  8:   Diagrama  de  Venn  com  proteínas  superexpressas.  Identificadas  em  cada
subfração celular obtida de cultura de células da linhagem Caov-3 e secretoma, quantificadas
por LC-MS/MS.



As  redes  obtidas  pela  interação  entre  proteínas  selecionadas  por  sua

superexpressão no processo induzido da EMT, em células Caov-3, contempla diversas

classes de proteínas.  Pode ser observada a rede de proteínas,  destacada na figura,

formada pelo agrupamento de suas correlações experimentais, em bancos de dados e na

literatura.  Esta  rede  está  associada  aos  processos  biológicos  de  deubiquitinação  de

proteínas, transporte mediado por vesículas, tradução e síntese de proteínas, localização

e transporte de proteínas41 (Figura suplementar 2). Um nó importante que une as sub-

redes é a proteína ribossômica S27a-Ubiquitina-40S (RPS27A),  que é fundida a uma

cópia do polipeptídeo ubiquitina. Outro destaque observado são proteínas identificadas

em vesículas, sendo a maioria das proteínas incluídas na análise.
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Figura 9:  Rede de interação obtida pelo software String contendo proteínas
superexpressas no secretoma obtido de células Caov-3. Proteínas agrupadas
por proximidade agrupadas por k-mean, considerando índice de confiança de 0,9.
Com  destaque  em  vermelho  proteínas  identificadas  como  componentes  de
vesículas extracelulares.



4.5  -  Construção  de  uma  assinatura  molecular  proteo-genômica  do  subtipo
mesenquimal para o Câncer de Ovário

A análise de proteínas superexpressas na cultura de células Caov-3 serviu de base

para a seleção de biomarcadores relevantes à determinação da assinatura mesenquimal.

Primeiramente, recuperamos os dados disponibilizados do consórcio TCGA referentes às

proteínas  secretadas  identificadas  no  modelo.  Pela  integração  de  dados  proteômicos

próprios e dados externos de transcriptômica foi obtido o primeiro painel de alvos para

avaliação por proteômica dirigida em amostras de pacientes, considerando a expressão

média aumentada no subtipo mesenquimal.

O  painel  de  proteínas  relevantes  da  assinatura  mesenquimal  foi  feito  com  a

contribuição  de  dois  conjuntos  de dados  (figura  10),  as  proteínas superexpressas  no

secretoma e os genes mais expressos no subtipo mesenquimal,  produzido pelo consórcio

TCGA.

As  sequências  de  peptídeos  de  cada  proteína  constante  no  painel  foram

recuperadas do repositório PeptideAtlas e testada em pool de amostras de tumor a serem
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Figura  10:  Diagrama  de  sobreposição  de  proteínas
superexpressas no secretoma com transcritos mais expressos no
subtipo mesenquimal (TCGA). Apenas transcritos com maior média
de expressão e correspondente identificação em nossos dados foram
selecionados.



avaliadas  posteriormente.  Os  peptídeos  representativos  que  obtiveram  sinal  foram

mantidos  no  método,  os  outros  foram descartados.  Neste  passo  para  proteínas  sem

peptídeos  representativos  remanescentes  foi  acessado  o  algoritmo  PREGO  para

sugestão de mais peptídeos.

A determinação do tempo de retenção ocorreu como descrito anteriormente, com

estimativa de tempo de retenção calculada e pool das amostras para testes.

O desenvolvimento deste painel resultou no método cromatográfico otimizado em

termos  de  janela  de  monitoramento  e  fragmentos  ilustrado  abaixo  na  figura  11,

diferentemente do painel de marcadores da EMT, este painel não contou com otimização

de energia de colisão, pela ausência de padrões para teste.
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Figura  11:  Método de proteômica dirigida para painel  de proteínas da assinatura
mesenquimal. a) Representação do método de proteômica dirigida utilizado em todas as
amostras de pacientes com janelas de monitoramento otimizadas em verde. b) Exemplo
de  cromatograma  obtido  das  amostras  de  pacientes,  mostrando  todos  os  picos
cromatográficos obtidos.



O método final para monitoramento contou com os seguintes parâmetros:
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Tabela 4: Painel de peptídeos para o monitoramento de proteínas relevantes à 
assinatura mesenquimal. Continua ►



65



4.6 - Análise de amostras clínicas para a assinatura proteômica do subtipo mesenquimal

As 10 amostras utilizadas para avaliação do painel são provenientes de cirurgia

em  pacientes  diagnosticadas  com  câncer  de  ovário,  detalhadas  na  tabela  5.  Estas

amostras  passaram  por  avaliação  anatomopatológica  para  determinação  de  tipos  e

estágios, porém sem observação de assinatura molecular.

Tabela  5: Identificação de amostras de tumores de pacientes submetidos à análise por
MRM.
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Figura  12: Resultados  individuais  por  proteína  do  método   de  proteômica  dirigida
desenvolvido para assinatura mesenquimal. Cada gráfico representa os resultados de uma
proteína, cada barra representa a área de pico cromatográfico, obtida do peptídeo monitorado.
Continua ►
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A quantificação individual de peptídeos pela abordagem MRM (Figura 12) contou

com 2 peptídeos para a maioria das proteínas identificadas, sendo exceção ITGA2, ITGA3

e GBE1 contando com apenas um peptídeo, já SLC2A1 e PCDH7, apesar de contarem

com 2  peptídeos  em seu  monitoramento,  mostraram sinal  apenas  para  um deles  na

maioria das amostras. O sinal de cada par de peptídeos é concordante e proporcional

entre a maioria das amostras, excetuando as amostras 6, 12 e 18 na identificação de

peptídeos  referentes  às  proteínas  TLN1,  ITGB1,KIF5B  E  FLNC,  porém apresentando

resultados consistentes nas triplicatas.

Um  dendograma  sumarizando  os  resultados  de  MRM  foi  montado  com

agrupamento hierárquico para melhor observação do possível agrupamento obtido pelo

monitoramento do painel de proteínas.
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O dendograma obtido pela avaliação do heatmap mostra uma clara divisão entre

os tipos de amostras,  menos responsivas,  GO16 e  GO21,  únicas de seus tipos,  e  o

restante, mais responsivas em diferentes níveis para cada peptídeo. Há um agrupamento

de amostras do mesmo tipo de tumor (HGSC) em diferentes pontos, com separação de

graus, IIA de IIIC, incluindo uma das amostras de câncer de endométrio, também de alto

grau.  A amostra de câncer de ovário mucinoso, também única de seu tipo, porém de

mais elevado grau entre todas as amostras, se junta às de tipo (HGSC).
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Figura  13: Avaliação  da  assinatura  molecular  de  expressão  gênica  de  proteínas  em
amostras tumorais de pacientes. Análise de agrupamento das intensidades de peptídeos por
MRM  obtidas  para  amostras  de  pacientes  individuais.  As  intensidades  representam  a  média
decorridas triplicadas. Um limite arbitrário de detecção igual a 4,5 (escala log 10) foi considerado
para todos os peptídeos avaliados. O dendrograma apresentado à esquerda do heatmap, indica a
segregação de amostras de pacientes com base no monitoramento MRM(LANFREDI et al. 2021).



Considerando os resultados obtidos para as amostras de pacientes analisadas, fica

claro o potencial da combinação de dados para refinamento das assinaturas moleculares

para classificação de subtipos de câncer. Também é evidente que o número de pacientes

a serem analisados precisa ser estendido para um resultado estatístico mais evidente.

Assim, partimos para a integração mais detalhada dessas assinaturas iniciais com dados

de outras iniciativas proteômicas focadas no câncer de ovário.

4.7 - Evolução da assinatura proteômica do subtipo mesenquimal para o câncer de 
ovário

 

Os alvos obtidos a partir das proteínas superexpressas na cultura de células Caov-

3 serviram como guia na seleção de alvos para esta análise, onde, desta vez, utilizamos a

assinatura do subtipo mesenquimal dos dados proteômicos obtidos pelo CPTAC. Para

esta análise a referência de assinatura é a integração dos dados proteômicos próprios de

cultura de células e externos, também proteômicos do consórcio CPTAC, por sua vez

obtidos  de  tumores  de  pacientes  diagnosticados  com  câncer  de  ovário,  mais

especificamente do tipo seroso de alto grau. 

A seleção de alvos para monitoramento foi feita considerando apenas as proteínas

aumentadas no subtipo mesenquimal, então fizemos o levantamento da expressão média

de nossa lista de 99 proteínas superexpressas no secretoma da cultura de células Caov-

3, no conjunto de dados proteômicos de cada um dos subtipos obtida pelo CPTAC, sendo

eles, diferenciado, imunorreativo, mesenquimal e estromal (Figura 14).
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Figura  14: Identificação  de  proteínas  por  assinaturas  proteômicas  de  subtipos
moleculares.  Expressão  proteica  organizada  selecionando  apenas  as  proteínas
superexpressas no  secretoma da linhagem Caov-3,   para  comparação  dos  cinco  subtipos
moleculares dos tumores HGSC obtidos pelo CPTAC. Sendo a primeira do centro JHU e a
segunda do centro PNNL. Continua ►
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Apesar das diferentes intensidades, é possível observar concordância nos dados

das duas instituições para expressão das proteínas em cada subtipo. No entanto, não é

possível observar uma correlação clara entre o conjunto das proteínas selecionadas e sua

expressão ligada a um único subtipo específico, porém várias delas estão aumentadas no

subtipo mesenquimal, e estas foram utilizadas para as análises posteriores, compondo a

assinatura mesenquimal.

Os  novos alvos  da  assinatura  mesenquimal  foram os que apresentaram maior

expressão  média  no  subtipo  mesenquimal,  assim,  verificamos  a  sobreposição  dos

conjuntos  de  proteínas  reguladas  em  cada  conjunto  de  dados  com  as  proteínas

identificadas no secretoma do modelo de cultura celular.

O diagrama de Venn da figura 15 apresenta sobreposição de 23 proteínas entre o

conjunto de dados completo proveniente do CPTAC e o nosso modelo,  com a maioria
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Figura  15: Diagrama de sobreposição de proteínas superexpressas no
secretoma  com  proteínas  mais  expressas  no  subtipo  mesenquimal
(CPTAC). Em vermelho proteínas identificadas no secretoma, Em cinza e azul
proteínas identificadas nos centros referência, PNNL e JHU respectivamente.
Apenas  proteínas  com maior  média  de  expressão  no  subtipo  mesenquimal
foram selecionadas.



delas compartilhadas entre os dados das duas instituições, sendo estes concordantes,

como observado anteriormente.

A avaliação da capacidade de estratificação deste painel, resultante da integração

de  dados  proteômicos,  foi  testada  com  um  segundo  conjunto  de  dados  obtidos  do

consócio CPTAC. Este outro conjunto de dados não acompanha informação de subtipo,

apenas  de  grau  e  estágio  dos  tumores,  desta  forma  a  assinatura  mesenquimal  foi

avaliada em sua capacidade de agrupar estes parâmetros na figura 16.
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Figura  16:   Avaliação da assinatura molecular  proteômica referente ao subtipo
mesenquimal em amostras tumorais de pacientes com câncer de ovário. Obtidas
de dados do CPTAC. No dendograma vertical estágios dos casos avaliados. Continua ►

76



77



A aplicação da assinatura proteômica mesenquimal desenvolvida mostrou em geral

agrupamento uniforme entre amostras de mais alto grau e estágio, enquanto amostras de

tecidos saudáveis e de menor grau se separaram sem uma distinção definida de perfis de

expressão, contando com apenas algumas exceções. 

O agrupamento foi limitado a seis grupos, pois a separação em mais grupos, gera

somente  outros  grupos  de  amostra  única,  devido  à  homogeneidade  dos  dados  de

expressão.

4.8 - Análise por agrupamento e classificadores das assinaturas moleculares

Após  a  obtenção  de  assinaturas  relevantes  na  identificação  do  fenótipo

mesenquimal,  baseada na identificação de proteínas reguladas do processo da EMT,

iniciamos a busca por alvos sem este viés, ou seja, contando apenas com a expressão

obtida de todas as proteínas identificadas. Para tal utilizamos os dois conjuntos de dados

mencionados anteriormente, sendo o primeiro com informação de subtipos moleculares, e

o segundo apenas com informação de estágio.

A primeira abordagem utilizada foi a projeção em PCA com agrupamento por k-

means, realizada nos dois conjuntos de dados (JHU e PNNL). A projeção é realizada com

a contribuição de todas as proteínas identificadas na amostra, sem seleção. A formação

de grupos pelo algoritmo k-means cria grupos baseados na proximidade destes pontos,

resultante da similaridade de sua expressão.
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Figura 17: Projeção de PCA das amostras dos diferentes subtipos moleculares
do câncer de ovário de alto grau. a)JHU. b)PNNL. Cada esfera representa um
caso  avaliado,  coloridos  por  subtipo  molecular  e  posicionados  de  acordo  com
diferentes níveis de proteínas. Em destaque(triângulo) agrupamento por algoritmo k-
means coincidente com subtipo mesenquimal.



A  distribuição  das  amostras,  em  pontos  na  projeção  em  PCA  tridimensional

apresentou  regiões  em  sua  maioria  indistintas  em  relação  aos  subtipos,  com  maior

concentração em pólos opostos dos subtipos mesenquimal e proliferativo, ainda assim

sem clara definição. O agrupamento dimensionado para cinco grupos, devido aos cinco

subtipos, mostrou um dos grupos, destacado com triângulos, altamente coincidente com o

subtipo mesenquimal, fato observável nos dois conjuntos de dados

Em seguida, outra abordagem utilizada para obtenção de assinaturas relevantes ao

subtipo mesenquimal foi o treinamento e aplicação de classificadores. Nesta abordagem,

um  primeiro  conjunto  de  dados,  com  classificação  em  subtipos  foi  usado  para  o

treinamento do classificador, então este classificador (compreendendo 547 variáveis, no

caso as proteínas identificadas) foi  aplicado em um segundo conjunto de dados, sem

classificação em subtipos.

A  projeção  resultante  mostrou  a  probabilidade,  segundo  o  algoritmo  de

classificação Random trees, de cada amostra pertencer ao subtipo mesenquimal. Pode

ser notada uma concentração das maiores probabilidades em uma região, com destaque

em triângulos para as amostras de maior estágio coincidindo parcialmente.
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Figura  18: Projeção  em  PCA  de  amostras  do  CPTAC  classificadas  por
algoritmo Random trees. Com maior  probabilidade do subtipo mesenquimal em
verde e menor em vermelho, destacando (triângulo) subgrupo de amostras de mais
alto estágio do câncer de ovário. Modelo e teste apenas com dados JHU. 
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Tabela  6: Variáveis(proteínas)  utilizadas pelo algoritmo Random trees na composição do
modelo probabilístico. Continua ►
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5 -Discussão

5.1 - Identificação de proteínas no secretoma de células Caov-3

O câncer de ovário, como em outras neoplasias malignas, tem a metástase como

característica marcante de sua agressividade, assim a compreensão do desenvolvimento

da  metástase,  desde  o  início,  juntamente  de  suas  implicações  é  relevante  para

compreensão e proposição de meios para sua detecção em estágios iniciais, prevenção e

terapias. Portanto o processo da transição epitélio-mesenquimal que marca o início da

diferenciação  celular  e  posterior  aquisição  de  características  que  favorecem  sua

mobilidade,  capacidade  de  invasão,  diferenciação  e  proliferação,  é  de  interesse

fundamental.

O modelo de EMT desenvolvido anteriormente e abordado neste trabalho se dá

pela manutenção de células de uma linhagem de adenocarcinoma de ovário Caov-3, já

comprometida em algumas de suas capacidades para manutenção da homeostase, como

exemplo, amplificação de receptores (NOTCH) e deficiência na supressão tumoral pela

expressão defectiva de mRNA (TP53, STK11), características observadas regularmente

em tumores de pacientes 43. Ainda estimuladas com fator de crescimento EGF (10 ng/mL),

uma concentração superior a fisiológica 44, com o objetivo de exacerbar o estímulo.

A sinalização do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) regula vários

eventos de desenvolvimento no ovário. A ligação do EGF ao EGFR inicia várias vias de

sinalização, incluindo vias de fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K)/AKT e proteína quinase

ativada por mitógeno (MAPK)/ERK. A desregulação da sinalização de EGFR promove a

progressão  do  câncer  de  ovário  e  está  associada  a  um  fenótipo  agressivo  e  mau

prognóstico dos tumores ovarianos 45. 
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A  estratégia  quantitativa  usada  para  comparação  dos  efeitos  obtidos  pelo

tratamento na cultura celular com a marcação metabólica por assimilação de (C-Lys13C6)

identificou proteínas superexpressas. Porém como são necessárias algumas passagens o

tratamento direto destas células(marcadas) com fator de crescimento EGF comprometeu

sua  viabilidade  e  eventualmente  suas  características  morfológicas  e  fenotípicas,

interessantes ao estudo. Então este controle quantitativo foi feito de forma paralela e não

sequencial,  ou  seja,  as  células  tratadas com fator  de  crescimento  não passaram por

marcação isotópica,  apenas tiveram sua identificação de proteínas comparada,  assim

como a cultura controle (sem tratamento por EGF), também apenas com sua identificação

de proteínas comparada.

Outra característica da identificação de proteínas superexpressas neste trabalho foi

a determinação do valor de corte para consideração da superexpressão, relativamente

baixo, justificado por dois fatores, primeiro, principalmente, a diluição do sobrenadante de

cultura a cada substituição do meio, onde este foi somado a cada troca e não separado

para  análises  individuais,  o  que  demandaria  muito  mais  cultivos  simultâneos  para

obtenção de material suficiente. Também pela metodologia adotada para identificação de

proteínas e sua quantificação, com a digestão tríptica temos, idealmente, uma população

de peptídeos enriquecida com aminoácidos lisina e arginina em C-terminal, contudo dado

o caráter quantitativo, citado anteriormente, apenas peptídeos com lisina contaram para a

quantificação.

As adaptações na estratégia de identificação proteômica citadas enriqueceram a

confiança  nos  dados  pela  realização  das  mesmas  identificações  em  diferentes

experimentos,  também  pela  adoção  de  critérios  qualitativos  e  quantitativos,  como  as

características dos peptídeos identificados e cobertura das proteínas. Esta identificação

rendeu a determinação de 99 proteínas superexpressas no secretoma das células Caov-3
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durante o processo de EMT. O processo da EMT em si foi confirmado morfologicamente

pela  observação  e  fenotipicamente  de  forma  parcial  pela  expressão  de  marcadores

clássicos da EMT, de forma significativa apenas SNAI1 e N-Caderina 16, porém isto indica,

de fato a ocorrência do caráter de uma transição, onde há coexistência de marcadores

dos dois fenótipos, ainda afetada pelas diferentes populações celulares que podem estar

em etapas diversas do processo.

As  proteínas  superexpressas  identificadas  no  secretoma  possuem  baixa

coincidência  de  proteínas  superexpressas  em  subfrações  celulares,  indicando  a

conservação do secretoma durante sua obtenção, questão recorrente em análises do tipo,

por vezes identificadas com produto de lise e contaminação por soro, sendo esta última

desconsiderada pela marcação isotópica metabólica.

As proteínas secretadas demonstram grande relevância no papel da comunicação

célula-célula e sinalização, que resultam no comportamento destas e portanto em suas

condições em diferentes estágios das doenças. Logo, modelos desses ensaios são um

recurso rico na pesquisa para identificar potenciais biomarcadores no sangue, uma fonte

preferencial de testes. Embora os fluidos biológicos estejam disponíveis, eles apresentam

obstáculos  à  análise  devido  à  grande  variedade  de  espécies  e  concentrações  de

proteínas,  e  os  potenciais  biomarcadores  geralmente  estão  presentes  em  baixas

concentrações46,47.

A cultura de células simula apenas parcialmente as condições encontradas in vivo,

os  testes  de  descoberta  em estágio  inicial  são  aplicáveis  porque têm o  potencial  de

indicar a composição das secreções para se ter noção de vias e processos biológicos

alterados. De fato, as células cancerosas interagem com seu ambiente para adquirir um

fenótipo maligno caracterizado por crescimento descontrolado, agressividade, evasão de

resposta imune e similares. Nesses casos, seu sucesso depende de uma série de ações
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desencadeadas  por  proteínas  secretadas,  tornando-as  alvos  valiosos  como

biomarcadores  e  ação  de  drogas.  Portanto,  estudos  com  meios  condicionados  se

mostraram um método simples e direto para a obtenção desses proteomas 48.

A importância do papel do microambiente tumoral foi verificada por Pearce et al.

2018, através de análises derivadas de genômica e proteômica, utilizando amostras de

pacientes HGSC com grande abrangência de estados patológicos, variando de lesões

localizadas a grande comprometimento metastático, para determinação de um perfil de

progressão da doença centrado em moléculas comuns a este meio, como citocinas e

componentes da matriz extracelular49.

Notavelmente a maioria das proteínas identificadas são comumente encontradas e

relatadas como transportadas por vesículas extracelulares. As vesículas extracelulares

são alvos emergentes em análises proteômicas e apresentam grande relevância como

carreadoras de proteínas, mRNAs, entre outras biomoléculas ligadas a sinalização e/ou

regulação,  potencialmente  capazes  de  modular  o  microambiente  tumoral  e  induzir

processos intracelulares como a própria  EMT, sendo que a função de cada molécula

depende ainda de sua localização celular, justificando um aprofundamento particular no

estudo destas vesículas.

O ponto de conexão de toda a rede de interação das proteínas (nó) é a proteína

ribossomal RPS27A (ribosomal protein S27a ubiquitin-40S), expressa com uma extensão

do  polipeptídeo  Ubiquitina  em C-terminal.  Há  referências  desta  proteína  em diversas

funções  reguladoras  importantes,  como  maturação  do  ribossomo,  reparo  do  DNA,

regulação celular, ativação de quinases e sinalização celular. RPS27A também regula o

receptor EGFR 50,51.

Dentre  as  proteínas identificadas,  um conjunto  relevante  vinculado à  diferentes

processos  se  destaca  pela  complementação  de  achados  na  análise  de  subfrações
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celulares, onde foi identificado o bloqueio do ciclo celular na fase G1 após indução da

EMT,  identificado  por  Grassi  et  al.  2016,  justamente  observamos  entre  as  proteínas

superexpressas no secretoma PSMB1, PSMB5, PSMD2, PSMD5, PSME1 e RPS27A,

componentes do proteassoma responsáveis, entre outras, pelas funções identificadas na

figura abaixo.

Estas  funções  associadas  à  degradação  de  CDC25A,  CCND1,  COP1,  estão

diretamente ligadas aos processos essenciais do ciclo celular e reparação de danos no

DNA,  respectivamente:  i)  CDC25A  controla  ciclinas  promotoras  do  processo  mitótico

(CDK1, CDK2, CCNE1); ii) CCND1 em complexo com CDK4 para controle da mitose e

regulação de RB1 para controle da transição G1/S; COP1 mediador da ubiquitinação e

degradação  de  TP53,  ponto  de  controle  da  transição  G1/S,  que,  como  mencionado

anteriormente, é defectivo nesta linhagem. A seguir uma representação das interações foi
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Figura  19:   Associação  de  proteínas  selecionadas  identificadas  no  secretoma  com
funções do reactoma. Obtida pelo software Funrich, mostrando a relevância de cada função
no conjunto total das proteínas identificadas.



montada com proteínas identificadas e seus respectivos alvos  para ilustrar a disposição

do controle celular mencionada.
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Figura  20: Rede  de  interações  montada  com  proteínas  selecionadas  identificadas  no
secretoma. Apenas proteínas selecionadas foram introduzidas na aplicação STRING-DB, com
introdução de 5 conexões para cada grau e sem restrições de referência.



5.2 - Painéis de assinatura mesenquimal partindo de proteínas superexpressas no 
secretoma

A realização da indução da EMT objetiva a representação de uma etapa crítica

para a progressão tumoral, a aquisição de capacidades essenciais para metástase, neste

desenvolvimento as células adquiriram um fenótipo com características mais próximas de

células mesenquimais, então, neste trabalho, as proteínas identificadas no secretoma do

modelo  foram aplicadas  na  comparação  com dados  obtidos  por  consórcios,  TCGA e

CPTAC.  com  o  objetivo  comum  de  identificar  perfis  em  tumores  de  pacientes.  Este

paralelo entre proteínas identificadas no secretoma das células “proto-mesenquimais” e

identificações ômicas feitas por consórcios em tumores de pacientes se valeu do subtipo

mesenquimal  identificado em ambas expressões,  por,  entendermos,  representar  maior

propensão à metástase, e consequentemente, risco aos pacientes.

Além disso, o conhecimento de subtipos moleculares de tumores em câncer de

ovário pode ser relevante para o prognóstico, apesar do estudo original do TCGA não

notar significância estatística na sobrevida.  Outro estudo acompanhando pacientes da

Mayo Clinic, com aplicação das mesmas assinaturas moleculares notou significância em

um acompanhamento mais longo 52.
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Figura  21:   Curvas  de  sobrevivência  por  subtipo  molecular. a)
Curvas  obtidas  pelo  estudo  original  do  TCGA  com  489  pacientes,
mostrando baixa correlação entre sobrevivência e subtipos de tumores
HGSC. b) Curvas obtidas pelo estudo da Mayo Clinic aplicando mesma
classificação de subtipos determinada pelo TCGA no acompanhamento
de 174 pacientes, mostrando relevância e correlação na classificação de
subtipos de tumores HGSC (KONECKY, G. E. et al. 2014).



O primeiro painel emergente da combinação de dados próprios e externos (TCGA),

passou pelo processo de desenvolvimento de métodos para proteômica dirigida que conta

com  diversas  etapas  para  composição  de  um  método  suficientemente  sensível  para

avaliação  das  amostras,  tais  como,  seleção  de  peptídeos,  escolha  de  fragmentos  e

otimização de parâmetros  cromatográficos,  resultando em robustez  para  emprego em

grande número de amostras. O método contou com cobertura da maioria das proteínas

propostas e excetuando alguns casos foi capaz de monitorar com reprodutibilidade dois

peptídeos únicos de cada uma das 18 proteínas.

As  amostras  de  tumores  de  ovário  utilizadas  foram  de  diversas  histologias,

diferentes  tipos  e  estágios,  sendo  a  maior  parte  de  HGSC,  refletindo  a  realidade  da

distribuição de tumores diagnosticados, onde este tipo predomina. As amostras GO16 e

GO21  se  mostraram  pouco  responsivas  ao  monitoramento  de  todos  os  peptídeos

selecionados,.  Então  foram  submetidas  novamente  ao  processo  de  preparo  e

monitoramento, ainda assim, não houve alteração dos resultados, coincidente com sua

exclusividade histológica  entre  as  amostras,  o  que  indica  a  capacidade do  painel  de

segregar  tumores  de  histologias  distintas  da  HGSC.  Além  de  agrupar  os  mais  altos

estágios, como no caso das amostras GO06, GO12, de tumor mucinoso e de endométrio

respectivamente,  logo  não  HGSC,  porém  de  estágio  muito  avançado.  Apoiando  a

relevância das proteínas selecionadas.

Apesar  da  avaliação  limitada,  produzida  com  baixo  número  de  amostras,  ser

incapaz  de  validar  estas  proteínas  (Figura  16)  como  alvos  para  diagnóstico  ou

prognóstico, sua capacidade de segregar tumores conforme suas propriedades justifica a

aplicação em grupos maiores de amostras com variedade de tipos tumorais.
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A divulgação dos dados do consórcio  CPTAC,  primeiro em 2017 com análises

proteômicas conduzidas nas mesmas amostras já classificadas pelo TCGA com subtipos

tumorais com base em perfis moleculares, e mais tarde em 2021 com a disponibilização

de dados de um segundo conjunto de amostras, desta vez, sem subtipos tumorais, porém

ambas com abordagem quantitativa, possibilitou novas estratégias de desenvolvimento de

assinaturas e seu teste.

O primeiro conjunto de dados do CPTAC, com as mesmas amostras do TCGA,

confirmou a presença de subtipos moleculares no padrão de expressão de proteínas,

desta  vez cinco,  adicionando  o  perfil  “Estromal”.  As  assinaturas  de  cada  perfil  foram

avaliadas usando as proteínas identificadas superexpressas na análise do secretoma,

revelando  algumas  proteínas  interessantes  (tabela  7)  para  a  composição  da  nova

assinatura mesenquimal.

O segundo painel emergente da combinação de dados próprios e externos, desta

vez,  o  primeiro  conjunto  de  dados  do  CPTAC,  classificados  por  subtipo  de  tumor

utilizando as proteínas superexpressas no secretoma foi construído com a seleção das

proteínas mais expressas no subtipo mesenquimal, contando com algumas proteínas já

observadas no painel anterior, reforçando a expressão dos alvos anteriores também no

nível  proteico.  Este  painel  foi  aplicado  no  segundo  conjunto  de  dados  do  CPTAC,

contendo amostras saudáveis e apenas a informação de estágio dos tumores.

Os  resultados  desta  nova  assinatura  neste  conjunto  de  amostras  são

interessantes,  pois  possibilitam  a  avaliação  em  um  grande  conjunto  de  amostras

dificilmente acessível  por iniciativas individuais.  Integra amostras de tecido saudável e

conta com vários estágios de tumores, porém agrega apenas amostras de tipo único de

tumor, HGSC, não refletindo a real distribuição de tumores diagnosticados, o que pode
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comprometer o desempenho dos marcadores selecionados. Ainda assim, observamos a

estratificação  de  amostras  saudáveis  do  grupo  mais  numeroso  de  amostras  de  mais

elevado estágio.

Na tabela seguinte constam as principais proteínas usadas em cada painel e seu

papel em diversos tipos de tumor.

Tabela 7: Principais proteínas utilizadas superexpressas no secretoma que compuseram
as assinaturas. Obtidas em uma busca por referências recentes, priorizando artigos  abertos,
recentes e com análise de amostras de pacientes.  Não foram encontradas referências para as
proteínas NACA e NPEPPS com estes parâmetros.
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Até  o  momento  muitos  estudos  tentaram  obter  biomarcadores  diagnósticos  e

prognósticos do câncer de ovário, apesar disso esta estratégia ainda não está definida e,

considerando o tratamento precoce, há interesse em encontrar a combinação mais eficaz

na triagem e detecção precoce dos tipos mais agressivos 113. Ademais, a necessidade de

obter testes diagnósticos abrangentes para um painel de biomarcadores precisa, além de

atender  os  critérios,  estar  disponível  de  forma  barata,  rápida  e  confiável  enquanto

ferramentas 114.

As abordagens proteômicas, hoje,  superam a básica identificação de proteínas,

com  a  capacidade  desenvolvida  é  possível,  principalmente  pela  proteômica  dirigida,

executar análises de vias,  síntese e degradação,  modificações pós-traducionais,  entre

outras, de forma quantitativa e integrar esta capacidade de geração de dados com outras

abordagens, como transcriptômica e metabolômica, na composição de perfis significativos

na pesquisa biomédica, clínica e biotecnológica 115.

5.3 - Análise por agrupamento e classificadores das assinaturas moleculares

As  assinaturas  abordadas  anteriormente  tiveram  como  ponto  de  partida  a

identificação  de  proteínas  superexpressas  no  secretoma  de  células  Caov-3,  em  um

modelo de progressão tumoral, que por sua vez não representa toda a complexidade dos

tumores de ovário, com seus diversos tipos de células, microambiente e interações com o

organismo,  mas  mantém  algumas  das  características  das  células  originárias.  Esta

redução  permite  a  compreensão  de  fenômenos  biológicos  que  contribuem  para  o

processo de metástase, de forma mais isolada.
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Os dados de amostras de 169 pacientes obtidos pelo CPTAC com a identificação

de mais de 9 mil proteínas, com abordagem quantitativa, representam uma oportunidade

para criação de modelos fundada na realidade dos tumores HGSC.

O primeiro modelo desenvolvido utilizou do conjunto de dados do CPTAC com

informações  sobre  os  subtipos,  atribuindo  as  proteínas  como  variáveis  individuais  e

independentes para classificação de amostras .

A primeira abordagem utilizada foi a projeção dos dados em PCA das amostras, o

resultado  dessa  projeção  é  uma  redução  da  complexidade  dos  níveis  de  todas  as

proteínas identificadas, para o posicionamento das amostras em um plano tridimensional.

Nesta primeira abordagem já é possível visualizar o agrupamento de alguns dos subtipos

moleculares em regiões de maior concentração, principalmente o subtipo mesenquimal,

porém ainda sem definição. A segunda abordagem utilizada foi a criação de grupos por

proximidade dos pontos utilizando o algoritmo k-means, esta proximidade é resultante da

equivalência da expressão de cada amostra, resultando na criação de grupos altamente

semelhantes.  A  análise,  com  adição  desta  camada,  mostrou  predominância  quase

unânime de amostras do subtipo mesenquimal em um dos grupos criados.

O segundo modelo desenvolvido recorreu aos dois conjuntos de dados do CPTAC,

o  primeiro  como  conjunto  para  treinamento,  proporcionando  informações  sobre  os

subtipos,  o  segundo  como conjunto  para  teste  do  classificador  criado.  Neste  modelo

apenas os dados referentes às amostras analisadas pelo grupo JHU foram consideradas.

Após a projeção em PCA, como descrito anteriormente, em seguida foi aplicado o

classificador baseado no algoritmo Random trees. Com o classificador criado, utilizando

apenas algumas das variáveis (547 proteínas), deu-se o teste deste no segundo conjunto

de dados, proporcionando como resultado a probabilidade das amostras pertencerem ao
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subtipo molecular mesenquimal. Os índices mais altos de probabilidade se restringiram a

uma única região da projeção. Adicionalmente destacamos as amostras de estágio IV

(mais alto) para verificar esta sobreposição, o que ocorreu parcialmente.

As análises bioinformáticas são essenciais na manipulação da informação gerada

pelas tecnologias ômicas,  estas permitem, através de métodos estatísticos e machine

learning  que  os  pesquisadores  partindo  de  grandes  conjuntos  quantitativos  de  dados

cheguem a alguns alvos relevantes para biomarcadores, desafio que exige também a

comparação  constante  dos  dados,  curadoria  e  padronização  de  métodos  116.

Complementarmente,  a visualização de dados é útil  em vários aspectos da pesquisa,

pois,  se  tratando  de  grandes  conjuntos  de  dados,  complexos  para  a  capacidade  de

síntese humana, estas ferramentas auxiliam o processo, como a PCA, que salienta os

aspectos mais relevantes. Mesmo no nível individual, saber onde se enquadra cada caso

em um grupo é importante para a tomada de decisão 117.

5.4 – Considerações finais

A simplificação de problemas biológicos de extrema complexidade para modelos

mais simples, acessíveis e reprodutíveis é uma das frentes para o estudo de doenças,

como o câncer. Importante para aplicação de terapias de precisão, o conhecimento de

minúcias dos processos, ainda que não integradas, proporciona informações relevantes

que somadas têm o potencial  desejado.  Neste trabalho procuramos complementar  as

análises  de  subfrações  celulares  conduzidas  anteriormente  pelo  grupo,  utilizando  o

secretoma  de  células  Caov-3  em  processo  de  EMT  para  obtenção  de  assinaturas

relevantes e análises funcionais.

As  abordagens  proteômicas  se  beneficiam  da  evolução  dos  equipamentos,

metodologias e recursos da espectrometria de massas para a compreensão de várias
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questões biológicas, em diferentes escalas. Assim como em outras abordagens ômicas,

na proteômica a  capacidade de aquisição de dados trouxe a  esperança da medicina

translacional de aplicação dos conhecimento obtido em sistemas biológicos complexos,

porém há desafios, como a reprodutibilidade, complexidade das amostras, diversidade

biológica, entre outros. Iniciativas compostas por várias entidades, como TCGA e CPTAC

têm unido recursos na criação de metodogias robustas para tecnologias cada vez mais

sensíveis a fim de  contrapor os desafios e gerar dados representativos da realidade das

enfermidades.

O desenvolvimento de métodos de proteômica dirigida guiado pela identificação de

proteínas  em  abordagem  shotgun é  uma  estratégia  que  se  beneficia  de  medidas

confiáveis  de  alvos  selecionados  em  grandes  coortes  de  amostras  sem  o  problema

intrínseco  da  perda  de  espécies  associada  a  aquisição  estocástica  da  proteômica

shotgun.  Atualmente a proteômica dirigida com benefício  das recentes  tecnologias da

espectrometria de massas (mobilidade iônica, ion trap) e suas metodologias é capaz de

quantificar painéis centenas de alvos em um único ensaio 118.

Com a disponibilidade de dados gerada pelo acesso das abordagens ômicas, a

necessidade de integração dos dados é emergente, pois possibilita a montagem de uma

imagem  representativa  do  todo,  esforço  empreendido  pela  bioinformática,  no

desenvolvimento do racional, plataformas e  softwares para aplicação, cujo acesso livre

acelera  o  desenvolvimento  científico.  Neste  trabalho  as  abordagens  bioinformáticas

utilizadas  representam  exercícios  iniciais  de  possibilidades  na  busca  por  alvos  de

interesse, podendo ser estendidas e complementadas.
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6 – Conclusões

• O desenvolvimento de um método de proteômica dirigida permitiu a observação

complementar de ocorrência da EMT pela quantificação relativa de marcadores

clássicos deste processo.

• A  abordagem  quantitativa  aplicada  na  marcação  de  proteínas  permitiu  a

identificação de proteínas diferencialmente expressas no tratamento por EGF com

alto grau de confiança.

• Foram identificados alvos relevantes na análise do secretoma, respaldados pela

literatura e análises de suas interações.

• O método  de  proteômica  dirigida  desenvolvido para  a  assinatura  mesenquimal

possibilitou a estratificação de amostras de diferentes tipos de tumores de câncer

de ovário, de forma condizente com suas características patológicas.

• A  integração  de  dados  aliada  à  técnicas  de  bioinformática  gerou  assinaturas

passíveis de investigação em conjuntos maiores e mais abrangentes de amostras,

pelos potencial de seus resultados. 
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7 – Figuras suplementares
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Figura S1: Avaliação molecular da indução da EMT. a) Western
blotting  mostrando  incremento  de  marcadores  da  EMT  (N-
Cadherin,  β-Catenin,  Vimentin  and  Snai1)  nas  células  Caov-3
tratadas com EGF. b) Gel SDS-PAGE demonstrativo, mostrando
perfil eletroforético dos sobrenadantes da cultura de células Caov-
3 e seu padrão de corte para análise por LC-MS/MS. Adaptado de
(LANFREDI et al. 2021).



Figura  S2:  Análises do conjunto  de proteínas superexpressas nas células  Caov-3 após
indução  da  EMT. a)  análise  de  Gene  Onthology  pelo  Panther  DB,  exibindo  categorias
majoritárias.  b)  Análise  STRING-DB para  proteínas  reguladas  gerou sub-redes   de proteínas
agrupadas  por  k-mean,  considerando  a  maior  confiança  (0,9)  para  interações.  As  diferentes
proteínas  coloridas  correspondem,  respectivamente,  às  seguintes  sub-redes  funcionalmente
relacionadas: (vermelho) deubiquitinação de proteínas, (azul) transporte mediado por vesículas,
(amarelo)  tradução  e  síntese  de  proteínas  e  (verde)  localização  e  transporte  de  proteínas.
(LANFREDI et al. 2021).
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