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REesumo

A abordagem protedmica tem permitido estudos em larga escala da expressdo protei-
ca em diferentes tecidos e fluidos corporais, em condi¢cdes e/ou momentos distintos.
O recente progresso de metodologias nessa area tem aberto novas oportunidades para
obtenc¢do de informagdes relevantes sobre processos normais e anormais que ocorrem
no organismo humano. No presente artigo, ¢ feita uma revisao das principais técnicas
protedmicas e de suas aplicagdes no estudo de doengas humanas.

Unitermos: Protedmica; neoplasias; eletroforese em gel de poliacrilamida; espectrome-
tria de massas; doenga.
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SUMMARY

Proteomics: methodologies and applications to the study of human
diseases

Proteomic approach has allowed large-scale studies of protein expression in different tis-
sues and body fluids in discrete conditions and/or time points. Recent advances of meth-
odologies in this field have opened new opportunities to obtain relevant information on
normal and abnormal processes occurring in the human body. In the current report, the
main proteomics techniques and their application to human disease study are reviewed.
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etry; diseases.
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PROTEOMICA: METODOLOGIAS E APLICAGOES NO ESTUDO DE DOENGAS HUMANAS

INTRODUGAO

Na busca de marcadores moleculares que auxiliem no
diagnostico precoce e no tratamento de varias doengas hu-
manas, incluindo cancer, muitos estudos tém focado em
alteragdes nos genes, seus transcritos e produtos proteicos
envolvidos em processos celulares importantes.

As abordagens metodologicas recentes que permitem
uma andlise ampla da expressdo génica incluem a técnica
de microarranjos de cDNA', a andlise seriada da expres-
sao génica/SAGE? e as técnicas de sequenciamento em
larga escala utilizando equipamentos de tltima geragao’.
O estudo da expressdo génica com tais técnicas permite
obter um perfil molecular e fornece oportunidades para
identificagdo de importantes alteragdes que ocorrem no
nivel de RNA. Entretanto, a analise dos transcritos é preju-
dicada pela sua susceptibilidade a degradagéo e pela falta
de concordancia entre sua concentragdo e a de proteina®.
Além disso, informagdes sobre processos que modulam
a funcido e a atividade proteica, como modificagdes pos-
traducionais, interagdes proteina-proteina, transporte e
degradagéo, sdo perdidas na andlise de RNA®. Por esse mo-
tivo, para entendimento dos mecanismos envolvidos em
doengas humanas com consequentes beneficios para os
pacientes, é importante que em paralelo aos dados deriva-
dos do genoma e aos dados clinicos sejam também obtidas
informagoes sobre as diferencas proteicas entre tecidos e/
ou fluidos corporais normais e alterados.

Para identificar e entender essas diferencas é funda-
mental conhecer o conjunto de proteinas codificadas pelo
genoma e definido como proteoma®. Na verdade, o proteo-
ma ndo ¢ apenas a soma dos produtos traduzidos a partir
das sequéncias gendmicas, mas inclui também proteinas
resultantes de processos pds-transcricionais e pds-tradu-
cionais, bem como complexos formados por essas biomo-
léculas’. Além de sua grande complexidade, o proteoma
¢ dinamico e seu perfil se altera de acordo com o status
fisioldgico e as fases da diferenciagdo celular. Algumas es-
timativas sugerem que mais de um milhdo de diferentes
tipos de proteinas estdo presentes nas células, nos tecidos e
nos fluidos corporais em condi¢des e/ou momentos distin-
tos®. O termo protedmica refere-se ao estudo do conjunto
dessas moléculas, que sdo responsaveis direta ou indireta-
mente pelo controle de todos ou quase todos os processos
biologicos. Como bem definido por Valledor e Jorrin®, a
protedmica estuda de forma descritiva e quantitativa des-
de o conjunto de proteinas de uma organela subcelular até
aquelas de um ecossistema, suas varia¢des na populacio,
mudancas em resposta a um ambiente ou decorrentes do
desenvolvimento normal ou alterado, e modificagdes e in-
teragdes com outras proteinas.

METODOLOGIA EM PROTEOMICA

Muitas das técnicas empregadas em protedmica tém como
foco a identificagdo de biomarcadores, mas sdo limitadas

nas aplicagdes médicas diretas. Outras tém potencial para
automatizagdo e utilizagio na rotina clinica com pro-
positos diagnosticos e permitem a analise de muitos ti-
pos de amostras e de alteracdes no padrao de expressdo
proteica associadas a uma doenga. De maneira geral, as
metodologias empregadas em protedmica (Figura 1) po-
dem ser classificadas nos tipos bottom-up ou top-down.
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Figura 1 — Diferentes metodologias podem ser combinadas
em estudos protedmicos. As metodologias mais comumen-
te utilizadas envolvem extragdo de proteinas da amostra,
separagao por eletroforese uni (1-DE) ou bidimensional
(2-DE) efou por cromatografia liquida, ionizagéo, fragmen-
tacdo, analise e detecgao de peptideos e anéalise de dados.

O primeiro, também denominado shotgun’, inclui separa-
¢do por cromatografia liquida dos peptideos obtidos apds
digestdo triptica de solugdes proteicas complexas, segui-
da de analise por espectrometria de massas (MS). O top-
down, ao contrario, é um processo no qual as proteinas in-
tactas (e ndo os peptideos) sdo submetidas a andlise por
MS. As abordagens bottom-up possuem muitas vantagens,
como sensibilidade e reprodutibilidade, mesmo para pro-
teomas complexos como os de soro e lisados celulares. En-
tretanto, as respostas obtidas sdo fragmentos de um todo e,
embora seja possivel a identificacdo de uma proteina com
base em alguns peptideos, as modificagdes pds-traducio-
nais ndo sdo reconhecidas. Além disso, um peptideo pode
ser perdido durante a cromatografia ou ndo gerar espec-
tros de massas adequados. Por esse motivo, a protedmica
top-down tem recebido recentemente grande atengdo da
comunidade cientifica'®.

A combinagio dessas abordagens com outros proces-
sos, como fracionamento subcelular ou imunoprecipita-
¢do de proteinas, pode ser bastante efetiva para enriqueci-
mento da amostra com compostos de baixa abundéncia ou
de organelas celulares de interesse''. As amostras frescas
compreendem a primeira escolha nesses estudos, mas em
func¢do das dificuldades na sua obtengao, particularmente
em doengas raras, alguns métodos tém sido desenvolvidos
para espécimes emblocados em parafina'®.
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