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APRESENTACAO

A colecédo “Alicerces e Adversidades das Ciéncias da Saude no Brasil 2” é
uma obra composta de quatro volumes que tem como foco as bases e as interfaces
multidisciplinares dos trabalhos desenvolvidos em diversos locais do pais que
compde os diversos capitulos de cada volume. De forma categorizada os trabalhos,
pesquisas, relatos de casos e revisdes tentardo demonstrar ao leitor os principios de
cada area da saude assim como suas peculiaridades.

O terceiro volume da obra conta com estudos que transitam entre os cursos
de enfermagem, fonoaudiologia, biologia, medicina e biomedicina desenvolvidos em
varias instituicbes de ensino e pesquisa do pais. O leitor podera encontrar temas
multidisciplinares que véo desde Doenca de Parkinson, Suicidio, Atencao Basica,
Saude das Minorias, Sifilis Congénita, Integralidade em saude, Cuidados Paliativos,
Saude Materno-Infantil, Gestdo em Saude, Doenca de Chagas, Envelhecimento,
Promocgao em saude, até os temas especificos como Cancer de Mama, Aleitamento
materno, Terapias Complementares, Autismo Infantil, Enfermagem em saude
comunitaria, Tuberculose, Servicos Médicos de Emergéncia, Sofrimento Mental,
Artralgia debilitante e Chikungunya.

A fundamentacéo, e o estabelecimento de conceitos e padrbes basicos é muito
importante na ciéncias da saude uma vez que novos estudos e pesquisas tanto de
revisdo quanto experimentais sempre se baseiam em técnicas e fontes ja publicadas.
Assim, destacamos a relevancia deste material com informacdes recentes sobre
diversas tematicas da saude.

Portanto a obra “Alicerces e Adversidades das Ciéncias da Saude no Brasil 2”
oferece ao leitor teoria bem fundamentada aliada a resultados praticos obtidos pelos
diversos grupos de pesquisa em saude do pais, que arduamente desenvolveram seus
trabalhos aqui apresentados de maneira concisa e didatica. A divulgacéo cientifica
de qualidade, em tempos de fontes ndo confidveis de informacéao, &€ extremamente
importante. Por isso evidenciamos também a estrutura da Atena Editora capaz
de oferecer uma plataforma consolidada e confiavel para estes pesquisadores
apresentarem e divulguem seus resultados.

Desejamos a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 9
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RESUMO: Os gliomas séo os tumores primarios
mais frequentes do sistema nervoso central,
representando mais de 60% de todos os tumores
cerebrais. O glioblastoma (GBM) é o glioma mais
agressivo e, apesar dos esforgos continuos, a
média de sobrevida ainda permanece cerca de
15 meses apoés o diagndstico. O objetivo deste
trabalho foi realizar uma resenha critica sobre
a pesquisa de Gimenez et al. (Quantitative
proteomic  analysis shows differentially
expressed HSPB1 in glioblastoma as a
discriminating short from long survival factor and
NOVAT1 as a differentiation factor between low-
grade astrocytoma and oligodendroglioma) que
investigou por meio de métodos protedmicos
alguns possiveis marcadores biolégicos para
identificar diferentes tipos de tumores originarios
da mesma linhagem celular e para diferenciar
tumores no tocante as sobrevidas curta e longa
do paciente. Os resultados mostraram que a
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triade molecular, NPM1, GRP78 e RKIP atua junto com NCL e HSP27 / HSPB1 em
uma rede relacionada a progressao tumoral. Além disso, dois novos alvos importantes
foram descobertos: NOVA1, util para o refinamento diagnéstico, diferenciando
astrocitoma do oligodendroglioma e HSPB1 / HSP27, como fator preditivo de mau
prognostico para GBM.

PALAVRAS-CHAVE: Glioma; cancer; proteémica do cancer; biomarcadores.

DIFFERENCES IN EXPRESSION OF HSPB1 IN GLIOBLASTOMA AND NOVA1 IN
LOW-GRADE ASTROCYTOMA AND OLIGODENDROGLIOMA

ABSTRACT: Gliomas are the most common primary tumors of the central nervous
system, accounting for more than 60% of all brain tumors. Glioblastoma (GBM) is
the most aggressive glioma, and despite continued efforts, the average survival still
remains about 15 months after diagnosis. The objective of this work was to perform
a critical review on the research designerd by Gimenez et al. (Quantitative proteomic
analysis shows differentially expressed HSPB1 in glioblastoma as a discriminating
short from long survival factor and NOVA1 as a differentiation factor between low-
grade astrocytoma and oligodendroglioma) that investigated by proteomic methods
some possible biomarkers to identify different types of originating tumors of the same
cell line and to differentiate tumors regarding the short and long survival of the patient.
The results showed that the molecular triad, NPM1, GRP78 and RKIP workss together
with NCL and HSP27 / HSPB1 in a network related to tumor progression. In addition,
two new important targets were discovered: NOVA1, useful for diagnostic refinement,
differentiating astrocytoma from oligodendroglioma and HSPB1 / HSP27 as a predictive
factor of poor prognosis for GBM.

KEYWORDS: Glioma; cancer; proteomics of cancer; biomarkers.

11 INTRODUCAO

Os gliomas sédo os tumores primarios mais frequentes do sistema nervoso
central, representando mais de 60% de todos os tumores cerebrais, e podem ser
classificadosemastrocitomas, oligodendrogliomas, oligoastrocitomas e ependinomas.
O glioblastoma (GBM) é o glioma mais agressivo e, apesar dos esforcos continuos,
a média de sobrevida ainda permanece cerca de 15 meses apdés o diagnéstico.
O tratamento padrao é realizado com radioterapia e quimioterapia (temozolamida).
Duas proteinas, nucleofosmina (NPM1) e RKIP, envolvidas nas vias RAS / RAF /
MAPK e PI3K / AKT / mTOR, estdao envolvidas no que que diz respeito a alvos
terapéuticos especificos em vias de sinalizagdo com impacto no crescimento tumoral
e no tempo de sobrevida. A NPM1 sensibiliza as linhas de células GBM para a morte
celular com o tratamento com temozolamida. A expressédo de GRP78 em GBM se
relaciona com a migracgao celular.
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O estudo de Gimenez et al. (2016), cujos autores fazem parte do Departamento
de Biologia Celular e Molecular e do Centro de Quimica Proteica vinculados a
Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto, envolve um tema que abrange aspectos
importantes na pratica clinica em relacéo ao diagnéstico diferencial e na possibilidade
de determinar o progndéstico para pacientes com tumor maligno primario de sistema
nervoso central. Utilizando métodos protedmicos, os autores identificaram proteinas
como possiveis marcadores biolégicos para identificar diferentes tipos de tumores
originarios da mesma linhagem celular e para diferenciar tumores no tocante as
sobrevidas curta e longa do paciente. As conclusdes deste estudo foram confirmadas
em larga escala por outros métodos e se mostraram de grande valia para os propésitos
acima relatados (GIMENEZ et al., 2015).

No presente estudo compararam-se os perfis de expressao protéica de GBM
nos casos com tempo de sobrevida curto e longo, nos casos de astrocitoma e
oligodendroglioma de diferentes graus de malignidade para compreender melhor
0s mecanismos de agressividade tumoral. Outra estratégia para entender as regras
que regem o comportamento agressivo dos gliomas foi comparar o astrocitoma com
oligodendroglioma, onde este ultimo tipo de glioma apresenta uma evolugao clinica
menos agressiva.

Fizeram-se as quantificagbes dos marcadores isobaricos relativa e absoluta
(ITRAQ-8plex) para investigar o proteoma relacionado a progressado tumoral e
a agressividade comparando um conjunto de astrocitoma grau Il com um outro
grupo com oligodendroglioma grau Il, e entre um grupo de casos de GBM com curta
sobrevida e outro com longa sobrevida.

Encontraram-se perfis proteicos diferenciais entre esses grupos comparados,
destacando-se dois alvos, HSPB1 / HSP27 e NOVA1, relacionados a progressao e
diferenciacdo tumoral. Ambos os alvos selecionados foram ainda validados por PCR
quantitativa para avaliar os niveis de expressao de mRNA, e expressao de proteina
e localizacao intracelular por imuno-histoquimica numa casuistica independente de
amostras de glioma humano.

2| METODOLOGIA

2.1 Processamento de tecido

As amostras de tecido de tumores foram recolhidas durante a cirurgia e
armazenadas a -80 ° C.

Os tumores foram classificados como de astrocitoma de grau Il (AST II),
glioblastomas (GBM), oligodendrogliomas de grau Il (OLI Il) e oligodendrogliomas
de grau Il (OLI IIl). Os GBMs foram divididos em dois subgrupos com base no tempo
de sobrevida global dos pacientes apés o diagnéstico, de sobrevida curta (GBM-SS,
6 + 4 meses, n = 4) e de sobrevida longa (GBMLS, 43 + 15 meses, n = 4).
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Os tecidos cerebrais ndo neoplasicos (NN, idade média de cirurgia, 29 +7 anos,
n = 4) foram obtidos de individuos submetidos a ressecc¢do do lobo temporal para
cirurgia de epilepsia e examinados por um patologista que confirmou a abundancia
de células astrociticas. As quatro amostras de cada grupo foram agrupadas e
analisadas pela abordagem protedmica (ASTII, idade média ao diagnéstico, 33 = 7
anos, GBM-SS 48 + 23 anos, GBM-LS 48 + 18 anos, OLI Il 42 + 16 anos e OLI |1l 48
+ 15 anos). A amostra do estudo foi composta por: por 22 (NN), 23 (AST 1), 26 (AST
1), 18 (AST Ill), 83 (AST IV ou GBM), 25 (OLI Il) e 26 (OLI Ill) e foi validada por qRT-
PCR para os alvos selecionados.

2.2 Extracao de proteina tumoral

As amostras de tecido foram homogeneizadas mecanicamente em tampé&o de
lise contendo Tris-HCI 30 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, Triton X-100 a 1%, glicerol a
10% e um conjunto de inibidor de protease. Os lisados celulares foram centrifugados
a 20.000 g durante 30 min, os sobrenadantes foram precipitados com acido
tricloroacético a 20% e lavados trés vezes com acetona fria. Adicionou-se tampao
de eletroforese (200 uL) contendo 10 mM de base Tris, pH 9,0, uréia 7 M, tiouréia
2 M, DTT 65 mM e CHAPS a 4% a cada pelete. As pastilhas de proteinas foram
entdo submetidas a trés ciclos de 5 min cada num banho de ultra-sons (UltraSonic
Clear 750, UNIQUE) centrifugado e o precipitado foi mantido para a determinacao
da concentragéo de proteina.

2.3 Preparacao de amostras e rotulagem iTRAQ

Cada extrato de proteina de tecido tumoral e ndo neoplasico foi quantificado
pelo método de Bradford. As amostras reunidas foram misturadas com 6 x volume
de acetona fria (-20 ° C) e incubadas durante 60 min a -20 ° C.

Resumidamente, as pastilhas de proteinas foram ressuspensas em 20 uL de
tamp&o de dissolucéo (0,5 M de Bicarbonato de trietilaménio), 1 pL de desnaturante
(2% de SDS) e 2 yL de reagente redutor (50 mM de tris- (2-carboxietil) fosfina). A
cisteina livre foi bloqueada pela adicao de 1 yuL de metanossulfonato de metil 200
mM em isopropropanol. Em cada frasco foram adicionados 10 uL de solucéo de
tripsina e incubados durante a noite (18 h) a 37 ° C. Reagentes de 8plex iTRAQ foram
misturados com a digestao de proteina correspondente e incubados a temperatura
ambiente durante 2 h. Depois de reconstituido com acido férmico a 0,1% (FA), o
produto foi dessalinizado e eluido com acetonitrilo a 60% (ACN) / FA a 0,1% e entéao
passou por processo de secagem.

2.4 Espectrometria de massa

As amostras foram reconstituidas com éacido férmico a 0,1%. Os peptideos
foram separados numa coluna analitica utilizando um gradiente linear de 40 minutos
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de 5-35% de ACN em FA a 0,1% a uma taxa de fluxo de 250 nL / Min. A analise de
massa foi realizada.

2.5 Pesquisa de banco de dados e analise de dados quantitativos

Espetros de 20 fraces foram pesquisados na base de dados Swiss Prot (Instituto
Suico de Bioinforméatica), taxonomia Homo sapiens (humano). O arquivo de dados
resultante foi carregado no Scaffold Q + (versédo Scaffold 4.3.0, Proteome Software
Inc., Portland, OR) para filtrar e quantificar peptideos e proteinas. As identificacoes
de proteinas foram aceitas a uma probabilidade de 95 % ou mais e continham pelo
menos 2 peptideos identificados com FDR inferiores a 1%.

2.6 Western blot

Os géis SDS-PAGE foram pontuados no dispositivo iBlot e as membranas foram
incubadas com os anticorpos primarios HSPB1 / HSP27 e HSP90B1 (GRP94) de
Tecnologia de Sinalizacao Celular; NPM e RKIP, NCL, B-actina, NOVA-1. As mesmas
fontes de anticorpos HSPB1 e NOVA1 foram utilizadas para imuno-histoquimica.

2.7 Extracao de RNA e sintese de cDNA

O RNA total foi extraido de cada tecido. A quantificacéo e purificacdo de RNA
foi determinada medindo a absorvéncia a 260 e 280 nm. As razdes A260 / A280
no intervalo de 1,8-2,0 foram consideradas satistarérias em pureza. Utilizou-se
eletroforese em gel de agarose desnaturada para avaliar a qualidade das amostras.
A sintese de cDNA foi realizada por transcricao reversa de 1 pg de RNA total
previamente tratado com uma unidade de DNAase | utilizando iniciadores aleatérios
e oligo (dT), inibidor de RNAase e SuperScript IlI.

2.8 PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR)

Para a gRT-PCR, os dados quantitativos foram normalizados em relacéao
aos genes de controle de manutencédo interna hipoxantina fosforibosiltransferase
1 (HPRT), beta-glucuronidase (GUSB) e TATA-box binding protein (TBP). As
sequéncias iniciadoras foram as seguintes (5- 3 * ): HSPB1 F, HSPB1R, NOVA1R,
HPRTF, GUSBF, TBP FE TBP R. Para a analise da expressao relativa de casos com
GBM, a média das amostras do grupo controle (NN) foi utilizada como referéncia
para calibracéo.

2.9 Imuno-histoquimica

Para a deteccdo imuno-histoquimica de HSPB1 e NOVA1, os fragmentos de
tecido foram processados e submetidos a recuperacéao antigénica. Os espécimes
foram entédo bloqueados e incubados adicionalmente com um anticorpo monoclonal
contra HSPB1 e NOVA1 humanos.
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31 RESULTADOS

3.1 Identificacao de proteinas diferencialmente expressas em gliomas utilizando

marcadores isobaricos para quantificacao relativa e absoluta (iTRAQ).

A analise protedmica utilizando marcadores isobaricos iTRAQ foi realizada com
pool de amostras de astrocitoma de grau Il (AST II), glioblastoma (GBM) subgrupos
com sobrevida curta e longa ap6s o diagnostico (GBM-SS, 6 + 4 meses, n =4 E
GBM-LS43 = 15 meses, n = 4, respectivamente), oligodendroglioma de grau Il (OLI
II) e oligodendroglioma de grau Il (OLI Ill). As proteinas foram diferencialmente
expressas quando comparadas com o tecido ndo neoplasico (NN). A analise
ontologica do gene revelou que as proteinas diferencialmente expressas estavam
envolvidas principalmente com processos metabdlicos, regulacdo de processos
biolégicos e ligagdo a proteinas, RNA e nucleotideos.

Nos grupos OLI Il e Ill observaram-se diminuicao de expressdo para RKIP/
PEBP1 e HSPB1, e aumento para NCL, NPM1, GRP 78, HSP90B1 e NOVA 1. No
grupo GBM-SS (sobrevida curta) a HSPB1 estava aumentada enquanto no GBM-LS
(sobrevida longa) estava normal. A proteina NOVA1 estava normal no grupo com
astrocitoma garu Il e elevada nos demais grupos. A RKIP estava mais baixa em OLI
[l que em OLI Il e em GBM-LS que em GBM-SS.

3.2 Selecao e validacao de proteinas envolvidas na progressao maligna do tumor

As expressbes de NPM1, RKIP / PEBP1 e GRP78 foram significativamente
distintas em GBM e oligodendrogliomas em comparacdo com AST Il e NN. A
expressao de NPM1 apresentou correlagdo positiva com a progressao maligna
do tumor a medida que expressdes mais baixas foram observadas no tecido nao
neoplasico, AST Il e OLI Il, comparando com sua expressdo no GBM e OLI Il
A proteina de ligacdo fosfatidiletanolamina 1 (PEBP1), também conhecida como
inibidora da proteina cinase Raf (RKIP), estava diminuida em gliomas de alto grau
em relacdo ao tecido ndo neoplasico e gliomas de grau inferior.

3.3 HSPB1 (HSP27) como fator preditivo entre casos GBM com curto e longo

tempo de sobrevida global

A mais interessante proteina expressa diferencialmente foi a heat shock protein
beta-1 (HSPB1) que foi altamente expressa em GBM-sobrevida curta (GBM-SS),
especialmente quando comparado com GBM-sobrevida longa (GBM-SL). O nivel de
expressdo do mRNA para HSPB1 foi significativamente diferente entre os pacientes
GBM que apresentaram menos de 12 meses de sobrevida em comparacdo com
0s que apresentaram mais de 16 meses de sobrevida. Observou-se um aumento
gradual da expressdo do mRNA de HSPB1 em paralelo com o aumento da
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malignidade principalmente nos astrocitomas difusamente infiltrativos do grau Il
ao IV sugerindo fortemente o nivel de expressdo de HSPB1 como um indicador
da progressao tumoral. Os niveis de expressao da proteina HSPB1 dos casos de
GBM com sobrevida curta e longa foram validados individualmente por analise de
Western blot, que mostraram imunocoloragcdo mais intensa da proteina em casos de
GBM-SS, confirmando a possivel utilidade da HSPB1 como fator preditivo para pior
prognostico. A abundéncia de HSPB1 foi detectada no astrocitoma de grau IV.

3.4 NOVA1 como um fator de diferenciacao entre astrocitoma de baixo grau e

oligodendroglioma

A proteina nova 1 de ligacdo ao RNA (NOVA1) apresentou um perfil de
expressao interessante quando foram comparados astrocitomas (AST Il) de baixo
grau e oligodendrogliomas de grau Il (OLI Il). QRT-PCR para NOVA1 mostrou uma
diferenca significativa entre OLI Il e AST Il. A NOVA1 foi validada por Western blot
através da analise de pacientes com AST Il e OLI Il, individualmente. A imuno-
histoquimica para NOVA1 foi altamente concordante com NOVA1 no nivel de
RNAm e perfil protedbmico, mostrando uma concentracdo maior desta proteina no
compartimento de nucleos.

3.5 Analise de rede da triade molecular NPM1, RKIP e GRP78 usando metacore

A anélise em rede de trés moléculas NPM1, RKIP e GRP78 pelo programa
MetaCore permitiu a adicdo de duas proteinas no contexto da biologia de sistemas,
HSPB1 (HSP27) e nucleolina (NCL), interligadas a pelo menos trés fatores de
transcricao, ESR1, STAT3 e SP1 , e da via receptora de EGFR, classicamente
conhecida como modificada em GBM.

41 CONSIDERACOES

Trata-se de umestudoinovador, pois traz dados obtidos por métodos protedmicos
relacionados a progressao e a agressividade tumoral de tumores primarios do sistema
nervoso central (astrocitoma, oligodendroglioma e glioblastoma).

4.1 Consideracoes sobre o método

4.1.1 Extracéo das proteinas

Para a extracéo das proteinas utilizou-se a solucdao tampao de Tris-HCI para
estabilizar o pH e assim preservar as proteinas a serem analisadas. O NaCl serve
para evitar a difusdo da agua de regides de baixa concentracao de soluto para as
de alta concentracdo. O Triton X-100 é um detergente que realiza a quebra das
membranas e permite que o conteudo celular fique livre. Os inibidores de proteases
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tém a funcao de evitar a quebra das proteinas pelas proteases presentes no conteudo
intracelular. O acido tricloroacético € um agente precipitante e sua utilizacdo na
centrifugacédo tem como finalidade permitir a eliminacéo, total ou parcial, de proteinas
e peptideos de elevado peso molecular presentes nos hidrolisados. A uréia € um
agente desnaturante que ajuda a separar melhor as moléculas de proteina. Ja a
tiouréia serve para quebrar as ligagdes hidrofébicas. O DTT tem a funcéo de evitar
a oxidacéao do radical tiol das proteinas. O CHAPS é um detergente ndo-ibnico que
contribui para a solubilizacdo de um numero maior de proteinas. ApOs os ciclos de
centrifugacdo da amostra, € removido o sobrenadante que sera utilizado para dar
seguimento as préximas etapas.

4.1.2 Preparacao de amostras e rotulagem iTRAQ

A quantificacdo das proteinas foi feita pelo método de Bradford que utiliza
o corante Coomassie brilliant blue (BG-250) que interage com macromoléculas
compostas por cadeias laterais basicas ou aromaticas o que desloca o equilibrio do
corante. As pastilhas de proteinas foram ressuspensas em tampéao de dissolucédo e
em SDS onde cada proteina se liga a esse detergente que é carregado negativamente
e faz com que a proteina migre em direcéo ao polo positivo. As proteinas do mesmo
tamanho migram pelo gel com velocidades semenlhantes. O uso do metanossulfonato
de metil para a quebra das cadeias de DNA. A seguir os reagentes de 8plex iTRAQ
foram adicionados e incubados a temperatura ambiente durante 2 h para rotulagem.

4.1.3 Espectrometria de massa

Os peptideos foram separados para analise por espectrometria (MS) de massa,
mas os autores nao descrevem por qual método da MS. Os resultados da MS foram
confrontados, com auxilio da bioinformatica, com bancos de dados internacionais.
O método possibilitou a identificacdo das proteinas com uma probabilidade maior ou
igual a 95%. A identificacdo das proteinas através da MS se baseia na massa e na
carga que passara a ser conferida nos bancos de dados que dispéem de dados de
proteinas ja catalogadas.

4.1.4 Western blot

As proteinas isoladas no gel foram entdo colocadas sobre uma membrana,
normalmente nitrocelulose, com anticoprpos primarios ja identificados para as
proteinas HSPB1 / HSP27, HSP90B1 (GRP94), NPM, RKIP, NCL, B-actina, NOVA-1.
Com essa técnica foi possivel determinar a quantidade de proteina em cada amostra
€ comparar 0S grupos.
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4.2 Consideracoes sobre os resultados

4.2.1 Identificacdo de proteinas diferencialmente expressas em gliomas

utilizando marcadores isobaricos para quantificagdo relativa e absoluta (iTRAQ).

Os autores formaram grupos com amostras de astrocitoma de grau Il (AST II),
glioblastoma com sobrevida curta GBM-SS e longa (GBM-LS), oligodendroglioma de
grau Il (OLI I1) e oligodendroglioma de grau Il (OLI IlI).

Através de técnicas de proteGmica foi possivel mostrar as diferencas que
existem em niveis de expressédo de diversas proteinas entre amostras de tomores
e tecidos normais. Os métodos possibilitaram elevar o grau de comprrensdo em
relacédo dos papéis de tais proteinas na biologia dos tipos tumorais estudados. Foi
possivel entender, por exemplo, que a proteina de choque quente HSPB1 tem sua
importancia na identificacdo de casos de GB-SS por ter seu nivel de expressao
aumentado quando comaprado com o grupo GB-LS. A proteina NOVA 1 mostrou-se
ser um suposto marcador para o astrocitoma de grau Il por estar normal, enquanto
nos demais tumores seu nivel de expressao se eleva. A RKIP, que € uma proteina
inibidora de cinase Raf, mostrou associacdo com a progressao dos tumores.

4.2.2 Selecio e validagéo de proteinas envolvidas na progressdo maligna do

tumor

Uma vez identificando os nives das proteinas NPM1, RKIP / PEBP1 e GRP78
e NPM1, foi possivel comparar as diferencas entre os grupos e, assim, entender,
por exemplo, que os niveis de NPM1 tém correlacéo positiva com a progressao
maligna do tumor. Tais informa¢des sdo importantes para elaborar terapias mais
personalizadas para os pacientes de acordo com o painel de proteinas mensuradas.
Vale ressaltar que tais proteinas foram validadas por western blot.

4.2.3 HSPB1 (HSP27) como fator preditivo entre casos GBM com tempo de

Sobrevida curto e longo

Foi possivel mostrar que a proteina de choque térmico HSPB1 se mostrou
um possivel marcador de progressao tumoral, pois havia um aumento gradual da
expressédo do mRNA para HSPB1A em paralelo com o0 aumento da malignidade. Tal
resultado foi confirmado por Western blot.

4.2.4 NOVA1 como um fator de diferenciagcdo entre astrocitoma de baixo
grau e oligodendroglioma
A proteina nova 1 (NOVA1) mostrou-se util na diferenciacéo dos astrocitomas

(AST Il) de baixo grau e oligodendrogliomas de grau Il (OLI Il), estando seus niveis
elevados neste ultimo tipo de tumor e normais no AST Il. Esta € mais uma informacéao

Alicerces e Adversidades das Ciéncias da Saude no Brasil 5 Capitulo 9




que coloca NOVA1 como um possivel marcador para diferenciar tais tumores entre
si. Vale reforcar que em todos os casos em que houve a identificacdo de marcadores,
a confirmacao sempre foi realizada por outros métodos.

Assim, as técnicas protebmicas foram extremamente uUteis para registrar um
perfil de niveis de expressao de um painel de proteinas que se mostram alteradas de
acordo com o tipo e o grau de malignidade dos tumores. Tais evidénciais acrescentam
dados que ajudam na elaboragcédo de novas condutas clinicas e servem de substrato
para pesquisas futuras.
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