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O melanoma é um cancer de pele com menor incidéncia, quando comparado
aos subtipos ndo melanoma. Apesar disso, € associado a uma elevada taxa
de mortalidade, tendo sido registradas 1791 mortes por melanoma em 2018 no
Brasil. Dentre os fatores de risco descritos, destacam-se a exposicdo a
radiacao ultravioleta e o histérico familiar (INCA, 2018). Do ponto de vista
farmacolégico, um grande avanco foi alcancado no desenvolvimento de
terapias alvo-direcionadas, voltadas a inibicdo de enzimas comumente
mutadas no melanoma. Entretanto, a heterogeneidade desta doenca dificulta o
desenvolvimento de terapias mais efetivas, bem como, a busca por
biomarcadores associados aos estagios iniciais da doenca, metastase,
recorréncia ou resisténcia farmacoldgica (SZASZ, A. M.; MALM, J.; REZELI, M,
2019). Nesse contexto, o objetivo do trabalho €& aplicar técnicas
glicoprotebmicas em plasmas de pacientes com diferentes estagios de
melanoma (metastatico e ndo metastatico), a fim de identificar proteinas
glicosiladas que atuem como potenciais biomarcadores e/ou que auxiliem no



entendimento fisiopatologico do melanoma. As andlises de glicoprotedmica
serdo realizadas em plasma total e depletado das suas 14 proteinas mais
abundantes. O estudo sera dividido em trés principais etapas: preparacdo das
amostras, enriquecimento de glicopeptideos e desglicosilacdo, onde diferentes
estratégias metodoldgicas serdo aplicadas para determinar aquela que
apresenta maior eficiéncia e reprodutibilidade. Em linhas gerais, na etapa de
digestdo as proteinas serdo desnaturadas, reduzidas, alquiladas e digeridas.
Nesse sentido, duas diferentes metodologias aplicadas a analise de plasma
foram realizadas até entdo, sendo uma baseada em um sistema SDS-Strap e
outra em desnaturagédo por ureia e digestdo em solugdo. Em ambos, colunas
do tipo stage tips empacotadas com resina HILIC foram adotadas para o
enriqguecimento dos glicopeptideos. Posteriormente, os glicopeptideos serdo
divididos em dois grupos, onde um deles serd levado a etapa de
desglicosilagdo, a qual ocorrerA na presenca de A&gua enriquecida
isotopicamente (H2180) seguida da adicdo da enzima PNGaseF
(PALMISANO, G et al.,, 2012). Os glicopeptideos intactos e desglicosilados
serdo analisados no sistema nLC-MS/MS e as andlises dos dados obtidos
serdo realizadas com auxilio do software Preoteome Discoverer 2.4. Assim
sendo, este trabalho tem como perspectivas desenvolver um método robusto e
reprodutivel para andlise de glicoprotebmica de plasma que sera aplicado em
amostras de pacientes com melanoma metastatico e ndo-metastastico. Os
resultados obtidos alicercardo uma melhor compreensédo das alteragcdes no
perfil proteico durante os estagios da doenca e na resisténcia aos tratamentos,
auxiliando a identificacdo de potenciais biomarcadores progndsticos e de
acompanhamento terapéutico.
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