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Detection of potential serum molecular markers for Hodgkin’s disease
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T resumo

Linfoma Motivacdo: Neste trabalho foi analisado o perfil de proteinas séricas de pacientes com doenga de Hodgkin
Doenca de Hodgkin (DH) localizada e avangada em busca de novos e potenciais biomarcadores para o diagnéstico médico.
Materiais e métodos: O perfil de proteinas presentes no soro de 14 individuos saudaveis, 14 pacientes
com DH avancada e 15 pacientes com DH localizada, assim como pools de soro dos respectivos grupos,
Proteinas de soro foi analisado em gel desnaturante de poliacrilamida a 12% corado pela prata. A densitometria e a in-
tensidade média das bandas de interesse foram estudadas utilizando-se o Kodak 1D Scientific Imaging
System. Resultados e conclusdes: O perfil protéico apresentou acentuada variacéo entre os pacientes
examinados; entretanto foi observada a inducéo predominante de determinadas proteinas (aproxima-
damente 26kDa e 18kDa), cuja expressao foi substancialmente diferente quando em comparagdo com
os controles (p < 0,01). Estas proteinas podem potencialmente constituir-se em marcadores moleculares
de acompanhamento da evolugdo e do tratamento da doenca.
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abstract IS ™S

Aim: In this work the serum protein profile of patients with localized and advanced Hodgkin’s disease (HD) was | Lymphome
analyzed to search for new potential biomarkers of medical interest. Materials and Methods: The serum protein
profile of 14 healthy donors, 14 patients with advanced disease, 15 patients with localized disease and serum
pools of the respective groups, were analyzed using silver stained 12% denaturating polyacrylamide gel. The | Cancer
densitometry and mean band intensity from the bands of interest were analyzed using the Kodak 1D Scientific | Serum proteins
Imaging System. Results and Conclusion: The patients’ protein profiles presented heterogenous variations;
however over-expressed proteins of approximately 26kDa and 18kDa were proven to be statistically different
when compared to healthy donors. Such proteins could potentially constitute in molecular markers for diagnosis
and patient treatment follow-up.
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Introducgéo

A procura por marcadores moleculares para o diag-
nostico de tumores € uma érea de intensa atividade na
pesquisa médica atual. A busca por marcadores séricos
fundamenta-se no conceito de que algumas substéncias
especificas sdo liberadas pelas células tumorais ou pelo
organismo hospedeiro em resposta a presenca do tumor®.
Um marcador tumoral pode ser definido como qualquer
substancia da célula tumoral que esteja correlacionada
com apresentacao clinica do tumor, seu crescimento ou
mudanca de tamanho apds o tratamento. Um marcador
ideal deve ser especifico do tumor, capaz de distinguir as
células tumorais em estagio precoce e ter seu nivel de ex-
pressao correlacionado com a massa tumoral, e seu método
de deteccdo deve ser sensivel, de facil realizacdo e baixo
custo. Um Gnico marcador com todas essas caracteristicas
€ muito dificil de ser encontrado. Assim, a investigacéo de
um amplo painel de possiveis marcadores podera permitir
uma maior certeza no diagndstico e a sua efetiva utilizagéo
na prética clinica®.

O objetivo deste trabalho foi analisar o padrao de pro-
teinas séricas de pacientes com doenca de Hodgkin®-%),
um linfoma caracterizado pela presenca da célula de Reed-
Sternberg (RS), em estégio localizado ou avancado, em
busca de novos potenciais marcadores.

Material e métodos

Pacientes e amostras de sangue

Amostras de 5ml de sangue foram coletadas em tubos
sem anticoagulante de 14 voluntarios saudéveis (controles),
15 pacientes com DH localizada e 14 com DH avangada. O
soro foi extraido através de centrifugacdo a 1.400xg por 15
minutos e armazenado a -80°C até o seu processamento.

Os dados demograficos e histopatoldgicos (sexo, ida-
de, tipo histolégico do tumor, estadiamento) dos pacien-
tes foram registrados. O soro dos pacientes foi coletado
antes do inicio do tratamento. O estudo foi aprovado
pelo comité de ética da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFR)).

Eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE)

Foram feitos trés pools de soro: um contendo oito
amostras dos controles, outro com oito amostras de DH
localizada e o terceiro com oito de DH avancada; 100ug

de proteina de cada amostra foram diluidos em 20pl de
tampdo de amostra (glicerol a 10%, SDS a 2%, DTT a
100mM, azul de bromofenol a 0,02%), aquecidos a 100°C
durante 5 minutos e fracionados por eletroforese em gel
de poliacrilamida a 12% segundo a técnica descrita por
Laemmli em 1970,

Coloracao do gel de proteinas pela prata

Ap6s a corrida eletroforética, o gel foi submetido a im-
pregnacao pela prata. Para isso foi fixado por 30 minutos
em solucdo contendo 50% de metanol e 10% de acido
acético. Apos a fixacdo, procedeu-se a incubagéo por 30
minutos em solucdo descorante (4cido acético a 7% e
metanol a 5%) seguida de 5 minutos em glutaraldeido a
10%. Apbs esta etapa, o gel foi lavado abundantemente
em agua deionizada por 2 horas, incubado por 30 minu-
tos em solucdo de DTT (5ug/ml) e, em sequida, incubado
com solucdo de nitrato de prata a 0,1% por 30 minutos.
Para a revelacdo, o gel foi lavado rapidamente em agua
deionizada e colocado em solucdo contendo formaldeido
a0,0185% e carbonato de s6dio a 3%, até o aparecimento
das proteinas. A reacéo foi inativada pela adicéo de 115mM
de citrato de sodio®.

Quantificacdo das bandas de interesse e analise
estatistica

Apds a inspecdo visual dos géis, foram observadas
duas bandas superexpressas em pacientes com DH de
peso molecular aproximado de 26kDa e 18kDa. Os géis
foram escaneados e a densitometria e a quantificacdo da
intensidade média das bandas de interesse foram analisa-
das utilizando-se o Kodak 1D Scientific Imaging System
v.3.5.3. O teste t de Student ndo-pareado foi aplicado para
verificar se os grupos DH localizada e DH avancada eram
estatisticamente diferentes com base na intensidade média
das bandas de interesse.

Resultados

A analise visual do gel evidenciou que a regido com a
maior diversidade entre os pacientes e os individuos sau-
daveis foi a de baixo peso molecular. A Figura 1 mostra
a regido de interesse do gel (15-30kDa) proveniente dos
individuos saudaveis, dos pacientes com DH localizada, DH
avancada e dos respectivos pools.

Embora o perfil protéico apresente variagdes entre os
pacientes com DH avancada ou localizada, os resultados
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mostram, em ambos os casos, uma clara inducdo das
proteinas de 26 e 18kDa. Para melhor discriminar entre a
intensidade das bandas dos grupos, foi feito um boxplot
(Figura 2) usando-se o programa Minitab v14 (Minitab
Inc.©1972-2003).

Por convengdo, um marcador foi considerado expresso
quando a intensidade média de sua banda superava pelo
menos duas vezes a intensidade média do background do
gel (2 x 25). Nos pacientes com HD localizada, ambas as
proteinas, de 26 e 18kDa, mostraram-se induzidas em 13/15
pacientes (87%) (26kDa nos pacientes: 4, 6, 7, 11,17, 19,
24,30, 32, 38, 45, 50, 53 e 18kDa nos pacientes 4, 6, 7, 11,
17,19, 24, 30, 32, 38, 45, 50, 53). Nos pacientes com DH
avancada, a proteina de 26kDa estava induzida em 12/14
pacientes (86%) (pacientes 3, 13, 14, 18, 21, 22, 23, 28,
5,12, 15, 16), e a de 18kDa, em 10/14 pacientes (71%)
(pacientes 3, 8,10, 18, 21, 28, 5, 12, 132, 16). As proteinas
de 26 e 18kDa também foram induzidas nos controles 300
e 302 (2/14, 14%).

O teste t de Student nao-pareado mostrou que os
grupos DH localizada e avancada sdo diferentes quando
comparados ao grupo controle com base na intensidade
média das bandas de 26 e 18kDa, respectivamente (p <
0,01). Quando comparada a intensidade média da banda
de 26kDa entre os grupos de DH localizada e avancada,
foi obtido um valor de p de 0,23. Apesar de ndo ser con-
siderado estatisticamente diferente, este valor sugere uma
tendéncia de maior expressdo desta banda protéica na fase
inicial da doenca.

Conclusoes

O grande interesse no estudo do proteoma do soro
reside no fato de que o mesmo pode ser obtido facilmente,
e espelha uma amostra do estado geral do organismo em
determinado momento®.

Estudos recentes vém mostrando que, independente
da identidade das proteinas, o padrao protedmico do soro
pode ser um fator discriminatério entre os estados normal
e patoldgico. No presente trabalho, foi analisado esse novo
paradigma de avaliacdo molecular de uma doenca neoplé-
sica. Foram evidenciadas alteracdes no padréo protéico do
soro de pacientes com doenca de Hodgkin que podem ser
detectadas por uma metodologia simples e de baixo custo,
aplicada em material biolégico de facil obtencdo. Embora
o0 padrdo de proteinas séricas dos pacientes examinados
apresente varia¢des individuais, observam-se variagdes re-
levantes quando os pacientes sdo comparados aos controles
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Figura 1 - Eletroforese de proteinas do soro em gel de poliacrilamida a 12% corado
pela prata. A figura mostra a regico compreendida entre 15 e 30kDa. 1A: individuos
teoricamente sauddveis; 1B: pacientes com DH localizada; 1C: pacientes com DH
avangada. PC: pool controle; PL: pool DH localizada; PA: pool DH avangada. Os
ntimeros acima dos canais identificam os individuos e sdo seguidos de L (localizada)
ou A (avangada)

Comparacéo da Intensidade Média das Bandas de 18 kDa e 26 kDa
de Pacientes com DH Localizada e Avancada com o Controle
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Figura 2 - Boxplot da intensidade média da banda versus controle 18kDa (C
18kDa), DH localizada 18kDa (DH L 18kDay), DH avangada (18kDay), controle
26kDa (C 26kDay), DH localizada 26kDa (DH L 26kDa) e DH avangada (DH A
26kDa). A intensidade do background do gel de valor 25 foi subtraida dos valores

sauddveis. Estas proteinas poderdo, potencialmente, ser
utilizadas como marcadores moleculares de acompanha-
mento da evolucdo e tratamento da doenca.
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