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RESUMO

A protedmica pode ser definida como a disciplina que estuda o conjunto de proteinas
expressas por uma cultura celular, tecido ou organismo, num determinado momento no
tempo. Este estudo pode visar a identificagdo proteica, a sua expressdo, conformacao,
atividade, interacdo ou modificagdo num determinado estado patolégico. A maior parte
dos medicamentos tem eficacia terapéutica através da interacdo com proteinas. Além
disso, estas podem constituir excelentes marcadores patoldgicos, sinalizando ou
mediando este processo. Existe entdo uma oportunidade bastante favoravel para o design
de farmacos que se adaptem a esta conformacdo proteica, dai resultando efeito
terapéutico. Para que tal possa ser executado, importa compreender 0s mecanismos
essenciais de ferramentas protedmicas como a eletroforese, a cromatografia ou a

espetrometria de massa.

Palavras-chave:

Protedmica | Descoberta de farmacos | Eletroforese | Espetrometria de massa






ABSTRACT

Proteomics can be defined as a discipline that studies the set of proteins expressed by a
cell culture , tissue or organism at a given moment in time . This study aims the protein
identification, its expression , conformation, activity, interaction or modification in a
particular pathological state. Most of drugs has therapeutic efficacy by protein interacting.
Furthermore, proteins can be remarkable pathological markers, signaling or mediating
this process. There is then a very advantageous opportunity to drug design, so that it can
fit that protein conformation, resulting in therapeutic effect. For that to happen, it is
important to understand mechanisms of proteomic tools such as electrophoresis,

chromatography or mass spectrometry.

Keywords:

Proteomics | Drug discovery | Electrophoresis | Mass Spectrometry
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Introducao

INTRODUCAO

Desde o inicio da historia civilizacional que o ser humano procura assegurar as
condigBes necessarias para a sua sobrevivéncia e melhoria da qualidade de vida. Séo
indmeras as defini¢bes para este Ultimo conceito mas alguns fatores reinem um consenso
alargado. A WHO (1998) enumera entdo seis dominios que considera basilares na
definicdo de qualidade de vida: o dominio da saude fisica, o dominio psicoldgico, o grau
de independéncia, as relagdes sociais, 0 meio envolvente e ainda as crengas pessoais e
espirituais. O farmacéutico do século XXI devera estar consciente de todas estas areas no
exercicio das suas funcdes. Porém, é acima de tudo um profissional de sade e, como tal,
deve dar especial enfoque a area da saude fisica e psicologica. Aprofundando esta nocéo,
a mesma instituicdo define ainda o conceito saude como sendo “o completo bem-estar
fisico, mental e social e ndo a mera auséncia de doenga ou enfermidade” (WHO, 1946).

Recuando a historia civilizacional, o ser humano procurou sempre assegurar a
manutencdo do seu estado de salde. Assim, desde muito cedo, e com documentos que
nos remetem para sociedades de ha cinco mil anos atrds, o Homem iniciou um percurso
de descobertas de substancias que Ihe permitiam uma melhoria no seu estado patoldgico
(J. W.-H. Li & Vederas, 2009). Assim, comeca por recolher na natureza produtos, como
plantas, com atividade terapéutica, associando a sua administracdo a um beneficio. A
ciéncia moderna, porém, permitiu reconhecer que nem toda a planta era essencial nesse
efeito e impulsionou o isolamento de substancias ativas, com posterior estudo das doses
e sua relacdo com o efeito terapéutico pretendido (J. J. Li & Corey, 2013). Atualmente,
vive-se uma viragem de dimensdo semelhante no que se refere a metodologia de
descoberta de novos farmacos. Nas ultimas décadas o mundo da ciéncia viu nascer a era
das “omicas”, onde a sequenciacdo de alto débito de ADN permitiu o surgimento de
disciplinas como a gendmica, a proteGmica e a interatomica (Kandpal, Saviola, & Felton,
2009). Dada a origem essencialmente proteica dos alvos terapéuticos, a proteémica e as
ferramentas que lhe estdo associadas apresentam-se entdo como um caminho essencial na
descoberta de novas moléculas com efeito terapéutico (Imming, Sinning, & Meyer,
2006).

Julgando atestada a relevancia inerente a esta area, apresenta-se entdo o tema

“Ferramentas protedmicas e a descoberta de novos farmacos — uma revisao critica”.
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Descoberta de novos farmacos

DESCOBERTA DE NOVOS FARMACOS

Farmacognosia — dos produtos naturais aos principios ativos

A procura de produtos com acao benéfica sobre o organismo tem sido, desde
sempre, promovida pela ocorréncia da prépria enfermidade. Ao tomar consciéncia das
debilidades do seu organismo e do seu estado de salde, o ser humano comegou por
procurar alguma agao terapéutica nos produtos que a natureza oferecia.

Com a aplicacdo destes produtos naturais, essencialmente plantas, percebeu que
nelas estavam contidos compostos benéficos. Todavia, apercebeu-se também que, além
destes, estariam também presentes compostos que provocavam efeitos nocivos. Foram
entdo feitos diversos esforcos no sentido de minimizar as consequéncias para 0
organismo, aquando da administracdo de substancias provindas de plantas. Com um
sucesso que na altura ndo se previu, a segunda década do século XIX assistiu ao
isolamento do primeiro composto puro com atividade terapéutica: Serturner isolava a
morfina a partir da espécie Papaver somniferum (J. W.-H. Li & Vederas, 2009). Este
marco deu inicio ao desenvolvimento de técnicas que visavam separar o benéfico do
nocivo, o efeito terapéutico do efeito adverso. Nao obstante a descoberta dum composto
que tem uso regular na prética clinica passados dois séculos, a administracdo destas
substancias continuava a comportar riscos. De um ponto de vista evolutivo, as plantas
sofrem transformaces, ndo com o intuito de criar farmacos para humanos, mas no sentido
de sintetizar substancias que a protejam e assegurem a sua sobrevivéncia. Dessa forma, €
facil perceber que alguns farmacos vegetais tém um efeito curativo mas possuem também
um elevado grau de toxicidade, passivel de induzir efeitos nefastos (Sneader, 2006).

De novo, a comunidade cientifica via-se forcada a trabalhar para minimizar estes
riscos. Surgia entdo, a partir da segunda metade do século XIX, a sintese quimica. O

paradigma natural dava lugar ao paradigma laboratorial.
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Farmacologia tradicional — o impulso da sintese quimica

A sintese quimica veio revolucionar a producdo de medicamentos. Um exemplo
que ilustra este facto € o medicamento mais comercializado em todo mundo, o acido
acetilsalicilico (Warner & Mitchell, 2002). Teve inicio na fase natural ja referida, em que
Hipdcrates descreve o efeito analgésico e antipirético da casca de salgueiro-branco (Salix
alba) triturada (Mahdi, Mahdi, & Bowen, 2006). Ainda de acordo com estes autores, estes
efeitos terapéuticos devem-se ao acido salicilico, molécula igualmente responsavel pela
sua moderada toxicidade. No século XIX, a sintese quimica viria a contornar problemas
desta natureza. Em 1897, a Bayer anuncia a sintese laboratorial da forma purificada de
acido acetilsalicilico. Hoffman, sob a supervisdo de Eichengriin, conjuga o &cido
salicilico com o radical acetato, dando origem ao primeiro medicamento produzido na
industria farmacéutica (Sneader, 2000).

J& no @mbito dos farmacos etiotropicos, surge outro exemplo da utilidade da
sintese quimica no inicio do século XX. Alexander Fleming, bacteriologista escocés,
descobre em 1929 um farmaco que viria a revolucionar o mundo: a penicilina. Juntamente
com a sua equipa, foi capaz de reconhecer a capacidade bactericida sobre Staphylococcus
desta substancia, isolada a partir de colonias do género Penicillium (Demain & Elander,
1999). A sua eficacia antimicrobiana estava entdo perfeitamente estabelecida mas
continuava em cima da mesa o problema da producdo. A quantidade produzida em
laboratério ndo cobria as necessidades minimas, principalmente tendo em conta que
deflagrava nessa década a segunda guerra mundial. A sintese quimica era entdo forcada
a entrar neste cenario, procurando identificar a estrutura da molécula, definir uma forma
estavel e criar um método de producdo em massa. Em 1945, Dorothy Crowfoot Hodgkins
viria entdo a determinar, através da cristalografia por raio-X, a estrutura molecular da
penicilina (Kademani, Kalyane, & Jange, 1999). Este passo revelou-se imprescindivel
para que esta molécula pudesse ser recriada industrialmente. Assim, entre a Merck e 0
Massachusetts Institute of Technology, John Sheehan sintetizava a Penicilina V, assim
como um seu intermedidrio, o acido 6-aminopenicilanico (Sheehan & Logan, 1959). A
primeira das duas moléculas viria a representar um dos maiores avan¢os médicos do
século passado, sendo um antibidtico de largo espetro e pondo cobro a infe¢des por muitos
agentes infeciosos, resistentes até a altura. A segunda molécula funcionaria, anos mais
tarde, como ponto de partida para outras variantes de antibidticos beta-lactamicos. Os

laboratérios foram contornando diversas resisténcias bacterianas, como as
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betalactamases, adicionando radicais a estes nucleos. Deram assim origem, como ilustra
a figura 1, a novas classes de antibioticos e salvaram milhdes de vidas (Hamilton-Miller,
2008).

Antibioticos B-lactdmicos Antibioticos B-lactdmicos ndo convencionais
H o H COOH
N 2
S \ H
0 —N
N ] —
o
/=0 O CH20H
HO H
Penicilina G (Penicilinas) Acido clavulinico (Clavamos)
0
HooH
HO Ny .8
NH 0 ];N = O
2 o \”/
0” "OH ©
Cefalosporina C (Cefalosporinas) Tienamicina (Carbapenemos)

Figura 1 — “Estruturas de antibioticos B-lactdmicos classicos (a esquerda) e novos lactamos, ndo
convencionais (a direita). Estdo indicados os respetivos nomes e classes de antibidticos a que pertencem”

(adaptado e traduzido de Liras & Martin, 2006).

Estes avancos laboratoriais permitiam criar catdlogos de numerosas moléculas
com potencial acdo terapéutica. Este facto criara um novo paradigma na descoberta de
farmacos a as atencbes voltavam-se para a Farmacologia classica. Nesta, o farmaco
hipotetico é testado em células como um todo, ndo sendo necessario o conhecimento
prévio do local de interagdo ou dum completo mecanismo fisiopatologico (Lazo, 2008).
De acordo com 0 mesmo autor, a medicao do efeito pretendido, executada ao nivel celular
como um todo, dita entdo se o farmaco tem potencial para vir a transformar-se num

medicamento.
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A sintese quimica, difundida pelas emergentes empresas da inddstria
farmacéutica, veio abrir portas a novos produtos para classes terapéuticas carentes na

primeira metade do século XX, como a antibioterapia e analgesia (J. J. Li, 2013).

Farmacologia reversa — do alvo para o medicamento

A Farmacologia reversa, por oposi¢cdo a Farmacologia tradicional ou fenotipica,
percorre o caminho inverso, desde o alvo terapéutico até ao farmaco candidato. A figura

2, elaborada por Takenaka em 2008, descreve ambos 0S percursos.

Aproximacdo Classica Farmacologia Reversa
T . . . A . - .
‘ Atividade funcional Bioinformatica / Genética molecular
-5 Purificagdo it + Clonagem
K= de ligandos ‘g
2 - N Recetor
‘ Ligando / Recetor g + -
] Captura do ligando
A i Estudos funcionais Ligando
Papel biologico / Fisiopatologia R + Recetor / Ligando
\ Primeiro screening de compostos
B ¢ Alvo patologico \ + Screening de alto débito
: ‘ Screening de compostos : ‘ Composto selecionado
1 I
i I ; 7
! i Quimica medicinal _',\__ * Estudos funcionais
" Atividade funcional
! ‘ Firmaco candidato g Papel hiolégico / Fisiopatologia
i .
Alvo patolégi
: i Alvo molecular % + O PAIOTOEIe
g ] Segundo screening de compostos
g Pesquisa gendmica do E Quimica medicinal
) mecanismo molecular [ v
O v | Fiarmaco candidato
N

Figura 2 — “Comparagdo entre a Farmacologia Classica e a Farmacologia Inversa na descoberta de
farmacos” (traduzido de Takenaka, 2008).

Como constata Takenaka em 2008, a Farmacologia inversa baseia-se no estudo prévio da
enzima ou recetor do farmaco. Refere que, para que tal aconteca, é necessario um

conhecimento a priori do mecanismo fisiopatologico da doenca, onde se identificam
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bioquimicamente as moléculas nele implicadas. O passo seguinte consiste na criacéo de
uma biblioteca de compostos por screening de alto débito, donde saem 0s compostos
lideres. Estes carecem no entanto de um estudo consequente, onde sdo avaliados
parametros como a sua atividade e papel desempenhado na patologia. O composto que
aqui reunir cumulativamente as melhores caracteristicas, é entdo o farmaco candidato. A
figura 3, apresentada por Hughes, Rees, Kalindjian, e Philpott em 2011, ilustra o processo

de descoberta de farmacos por Farmacologia inversa (ou baseada no alvo).

Validagio Screening de Ensaios Andlise
do alvo COmpostos secundarios n vivo

3 y Farmaco
= i s candidato
4
&
5
‘% Tlall.Ll
EnzimaFecstor
Modelos experimentais Screening de alto débito  Ensaios secundarios i1 Farmacologia do Seguranca e
genéticos, celulares e in & screening de bibliotecas  vifro e ex vivo composto; toxicidade
vive para identificagio  selecionadas; (mecanismos); Modelos de pré-clinica.
e validacio do alvo. Sintese reiterada de Ensaios de seletividade  eficacia patologica;
compostos para melhoria ¢ fiabilidade. Estudos prévios de
das propriedades do segurancga e
composto. toxicidade.
Figura 3 - “Visdo geral dos ensaios de screening na descoberta de farmacos™

(traduzido de Hughes et al., 2011).

Ap0s a descoberta do farmaco, este prossegue o seu percurso de desenvolvimento,
onde se efetuam estudos pré-clinicos e clinicos, e onde se prepara todo 0 processo de
avaliacdo. Todos estes passos sdo cruciais para a descoberta de medicamentos, aos quais
a industria farmacéutica presta especial atencdo devido a dimensao deste processo, uma
vez que dura em média quinze anos e ascende muitas vezes a um custo aproximado de
mil milhdes de ddlares americanos (Malik, 2008). Apesar do tema deste trabalho néo
abranger a parte do desenvolvimento correspondente aos estudos clinicos, pré-clinicos e
de lancamento no mercado, fica a nota da onerosidade e preponderancia deste fator na

industria farmacéutica.
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Descoberta de farmacos — Aproximacdes e metodologias

Como evidenciado pelo acima descrito, a descoberta de farmacos esteve sempre
assente na evolucdo tecnoldgica. A sua magnitude tem entdo correspondido diretamente
ao avango das técnicas, dos meios laboratoriais e industriais envolvidos. A tabela 2,
elaborada por Winquist, Mullane e Williams em 2013, resume esta evolugéo de

paradigmas e conceitos.

Tabela 1 — “A ascensdo e queda da Farmacologia” - Parte | (traduzido e adaptado de Winquist et al., 2013).

Era Cléssica Bioquimica

Janela temporal 1800s - 1940s 1948 - 1970

Atividade intrinseca;

Eficacia;
: . Recetores / alvos Recetores de reserva e
Conceitos, teorias de RS T
farmacologicos; recetores livres;
recetores e alvos ) N L
. Modelo chave-fechadura; Cineética quimica;
farmacoldgicos . N L
Lei da agdo de massas. Controlo alostérico;

Dessensibilizacéo,
taquifilaxia, tolerancia.

Isolamento de recetores;

. Recetores; Subtipos de recetores;
Conceitos . AR
Hipdtese nula. Canais i0nicos
ligando-dependente.
Enzimologia;
Bioquimica;
L Banhos de tecidos; Eletrof|5|olog|z_a;
Tecnicas L Modelos patologicos
Modelos animais. e
animais;
Linhas celulares
imortalizada;
Tecnologias Quimica medicinal; Rotulagem por afinidade;
associadas Estatistica. Radioimunoensaios.
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Tabela 2 —“A ascensdo e queda da Farmacologia” - Parte 11 (traduzido e adaptado de Winquist et al., 2013).

por computador.

do genoma completo;
Sequenciacdo de
préxima geracao;
Biomarcadores;
Bioinformatica.

Era Molecular Gendmica Sistemas
Janela
1970 - 1986 1987 - Presente 2003 - Presente
temporal
Colecdes de
Conceitos, proteinas; o
: . Recetores com Eficacia
teorias de Mecanismos de L e T S
... | ativacdo constitutiva; pluridimensional;
recetores complexo ternario; A N
. .. . | Tempo de residéncia Sinalizagéo
e alvos Oligo / dimerizacéo; .
- . no alvo. enviesada.
farmacologicos Trafego de
recetores.
Protedmica,
Recetor acoplado NP
. . _ epigendmica,
a proteina G; L. ]
Moduladores metaboldmica etc.;
Recetores de .- o L
. ) alostericos Analise de vias;
. farmacos; o S
Conceitos X positivos Redefinicao
Ensaio de o . ]
sequUranca e negativos; de farmaco;
gurang . Recetores orfaos. Replicacdo de dados;
pré-clinico; . .
- Medicina de traducéo;
Reducionismo.
Redes moleculares.
Transferéncia
ressonante de
energia por Funcéo do recetor;
. S fluorescéncia / Recetores
Ensaios de ligagao . . .
L i bioluminescéncia; desenhados
o por radioligandos; . . .
Técnicas ; Cristalografia e ativados
Sistemas 2 .
. por raio-X; exclusivamente
recombinantes. . N ,
Imagiologia; por farmacos
Engenharia genética de design.
em modelos
patologicos.
Screening de
alto-débito;
Bibliotecas
de compostos
Computador obtidos por quimica -
P i por qu Modelos animais de
pessoal; combinatoria / . i
- . patologias humanas;
Genética - clonagem, paralela; .
« ~ Screening de
: expressdo, mutacao Mapa do e
Tecnologias . . alto-conteudo;
. de alvos; genoma humano; . P
associadas . . o Screening fenotipico;
Design de Enciclopédia de Questionario
farmacos elementos de ADN;
. . para bases
auxiliados Estudo de associagao

de dados publicas.
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Descoberta de farmacos — Atualidade

A descoberta de farmacos na atualidade baseia-se fundamentalmente em duas
aproximacdes distintas: fenotipica e baseada no alvo. A aproximacdo fenotipica,
empirica, mede a atividade de multiplos farmacos sobre o fenétipo (in vivo, ex vivo); ja a
aproximacédo baseada no alvo, uma abordagem a nivel molecular, mais racional, faz uso
de ferramentas genéticas e protedmicas, da quimica medicinal e de modelos
bioinformaticos para guiar o tipo de moléculas a pesquisar, doses e estudos de eficacia,
seguranca e toxicidade (Swinney, 2013).

A figura 4, da autoria de Eder, Sedrani, & Wiesmann, em 2014, retrata entéo as
principais metodologias utilizadas na atualidade.

Medicamentos
"first-in-class"

Baseados em
sistemas

Baseados no alvo Outros

Moleculas pequenas (NDA - new drug application) .
— . . . . — Centrados no quimico
Ex.: screening, centradas no quimico, design racional.

Biologicos . -
— : L .. — Screening fenotipico
(BLA - biologics license application)

Figura 4 — “Classificacdo de medicamentos first in class, de acordo com a metodologia de descoberta:

baseados no alvo e baseados em sistemas” (traduzido e adaptado de Eder et al., 2014).

Apresentados 0s métodos, impde-se averiguar se existe uma tendéncia
preponderante nos laboratérios farmacéuticos. Com efeito, Eder et al., neste mesmo
estudo publicado em julho de 2014, preconizam a intencdo de perceber que rumo esta
entdo a tomar esta inddstria que movimenta anualmente milhdes de délares. Analisaram
os farmacos first in class autorizados pela FDA entre 0s anos entre 1999 e 2013 —a FDA
torna-se uma excelente referéncia nesta area, uma vez que quase metade dos farmacos,
descobertos entre 1998 e 2007, provém dos Estados Unidos da América (Kneller, 2010).
Os graficos presentes na figura 5 mostram entdo as metodologias de onde estéo a provir

os farmacos inovadores dos Ultimos quinze anos.
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50— Fig. 5.1 16 Fig. 5.2

Nuamero

25
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Baseados no alvo Baseados em sistemas
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[] Moléculas pequenas - -+ Total

I Biologicos - Baseados no alvo

[] Centrados no quimico -o— Baseados em sistemas
[] Screening fenotipico

Figura 5 — “Descoberta de medicamentos first in class aprovados pela FDA entre 1999 ¢ 2013”
(traduzido de Eder et al., 2014).

Como se pode inferir dos dados ilustrados no grafico 5.1, as estratégias baseadas
no alvo apresentam um maior nimero medicamentos aprovados. Dentro destes, a maioria
reside nas pequenas moléculas obtidas por screening em funcdo do alvo terapéutico
identificado, enquanto a restante fracdo representa os medicamentos bioldgicos. Ja as
estratégias baseadas em sistemas apresentam resultados inferiores. Nesta abordagem, a
maioria dos medicamentos sdo centrados no quimico. Esta metodologia baseia-se na
identificacdo de compostos com atividade terapéutica provindos de plantas ou
microrganismos; na derivacdo quimica de compostos enddgenos com atividade
fisiol6gica no ser humano; ou ainda por sintese quimica, apostando em variacdes de
farmacos descobertos anteriormente por serendipidade.

O gréfico 5.2 revela que existem, em numero absoluto, mais farmacos inovadores
a ser lancados no mercado através de estratégias baseadas no alvo, do que através de
estratégias baseadas em sistemas. Porém, percebe-se também que ndo existe uma clara
tendéncia de crescimento ao longo do tempo para nenhuma das metodologias, sendo

ambas utilizadas com grande frequéncia na atualidade.
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Futuro na descoberta de farmacos — Reposi¢cdo de medicamentos e métodos futuros

Como tem sido divulgado no meio farmacéutico, a pipeline de medicamentos
atravessa neste momento alguma estagnacdo. Desta forma, urge criar ou recriar
medicamentos para indicacdes ainda por cobrir no prontuario terapéutico. A figura 6,

criada por Jin & Wong em 2013, retrata as metodologias utilizadas neste processo.

Reposicdo de farmacos

Y Y Y

Orientadas para o farmacos Orientadas para a patologia Orientadas para o tratamento
Utilizagio Efeitos clinicos Genética Protedmica Genética Protedmica
off-1abel adversos Genomica Metabdélica Genémica Metabdlica
Sereening Informacdo  Proteinas provenientes Informagdo por Proteinas provenientes Informac3o por
fenotipico quimica de ADN e ARN "émicas” da patologia de ADN e ARN . "dmicas” do farmaco
\ = / \ p patomgjcaM
Cego Baseado no alvo Baseado no conhecimento  Baseado na assinatwra  Baseado na viarede Baseado no mecanismo alvo
Executado screening e Informética quimica e bioinformatica Biologia em rede e sistemas biologicos

testes por serendipidade

Mecanismo de conhecimento

Figura 6 — “Categorizacdo dos métodos de reposicéo de medicamentos ja existentes”
(traduzido de Jin & Wong, 2013).

Desta forma, a reposicdo pode ser centrada no farmaco, onde este € sujeito a testes
adicionais e, por serendipidade, é descoberta eficacia para uma nova patologia; €
descoberta uma nova atividade terapéutica para o farmaco ou este inibe um alvo noutra
doenca (Jin & Wong, 2013). Ainda de acordo com estes autores, a reposicdo pode ser
orientada para a patologia, onde a via metabdlica envolvida pode ser um alvo importante
numa outra patologia; e ainda orientada para o tratamento dirigido a um alvo especifico,
onde a mesma proteina pode vir a revelar-se importante noutra patologia.

Dada a pressdo econdémica ubiqua em todo o setor farmacéutico, a industria vé-se
obrigada a desenvolver novas estratégias para que o fluxo de farmacos e as necessidades
da populacdo sejam cobertas. Tendo-se iniciado numa era puramente empirica,
atravessando uma fase essencialmente cientifica, regressa agora a necessidade de olhar
para o farmaco ndo como uma simples molécula mas como parte integrante na resolucao
de uma disfungdo num organismo vivo. Aqui entra a protedmica e as ferramentas que lhe

estdo associadas, numa era biotecnoldgica em constante progressao.
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FERRAMENTAS PROTEOMICAS

Introducéo a protedmica

“A protedmica ¢ o estudo em larga escala da estrutura e funcdo de proteinas
presentes numa amostra bioldgica complexa” (Chandramouli & Qian, 2009) e foi um
termo cunhado por Marc Wilkins em 1994, no desenvolvimento da sua tese de
doutoramento nesta area (Wilkins, 2009).

Para a génese desta disciplina, como em tantas outras na area da ciéncia, foram
necessarias algumas tecnologias que a sustentassem. Décadas de evolugdo em técnicas
como separacdo de proteinas, espetrometria de massa, sequenciacdo e anotacdo do
genoma de diversos organismos, incluindo o humano, microarranjos e algoritmos de
pesquisa de proteinas criaram as condicdes necessarias (Samaj & Thelen, 2007).

Hoje, vinte anos apds o seu surgimento, algumas barreiras da proteémica ja foram
ultrapassadas mas continuam a existir algumas limitacdes nas metodologias e processos,
como abordado mais a frente. Ndo obstante, continua a ser uma ciéncia em crescimento,
como o0 comprova 0 numero de artigos publicados anualmente, apresentado em gréfico
por Gu & Yu, em 2014,

7000 -
6000 -
5000 -
4000
3000 4
2000 4

Nimero de publicagdes

1000 4

96 97 98 99 00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
Ano

Figura 7 — “Artigos de pesquisa publicados anualmente (excluindo
revisdes, abstracts, editoriais ou comentarios), contendo as palavras-chave
“protedmica” ou “proteoma”, baseado numa pesquisa no Thompson
Reuters Web of Knowledge Science Citation Index” (traduzido de Gu &
Yu, 2014).
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Proteoma — O passo seguinte ao genoma

Como ja referido, o proteoma foi um termo introduzido por Wilkins, na primeira
conferéncia de Siena, em 1994 (Wilkins & Appel, 2007). Uma das definigdes propostas
para o conceito de proteoma corresponde as “proteinas presentes numa amostra (tecido,
organismo, cultura celular) num determinado momento” (Neha & Harikumar, 2013).

Em 1941, Beadle e Tatum realizam uma experiéncia com o bolor Neurospora
crassa, onde estirpes mutadas através de raio-X nao apresentam enzimas esséncias na sua
via metabdlica. Através de meios diferenciais, supuseram que 0s genes atuavam mediante
a producdo de enzimas, e cada gene levava a sintese de uma Unica enzima (Beadle &
Tatum, 1941). Esta hip6tese, apelidada por Horowitz de “Um gene, uma enzima”, é hoje
tida como uma simplificacdo demasiado redutora e que ndo corresponde a realidade
(Bussard, 2005).

Outra teoria impulsionadora na area da genética foi apelidada pelo seu autor como
“O dogma central da biologia molecular”. Foi apresentada por Francis Crick e estabelece
a relacdo entre os acidos nucleicos e a expressao de proteinas (Crick, 1970). Numa

imagem mais atual, a figura 8 ilustra este paradigma.

Transcricédo Traducio
ADN EEmssem) ARN  EEESSmSm)  Proteina
€nmm— - <—“—

reversa

Figura 8 —"O dogma central da biologia molecular” (traduzido de Koonin, 2012).

Esta expressdo de proteinas no organismo € controlada a cada instante por diversos
fatores, intrinsecos e extrinsecos, como “salde vs. doenga”, a natureza de cada tecido, o
estado de desenvolvimento celular ou tratamentos farmacoldgicos” (Neha & Harikumar,
2013).

O conceito de proteoma realca particularmente a sua natureza mutavel pois, ao
invés da relativa estabilidade do genoma, o proteoma sofre constantes alteraces
induzidas pela sinalizagdo intra- e extracelular. Um exemplo cléssico, ilustrativo deste
conceito, é o das espécies que sofrem metamorfose. O seu genoma mantém-se inalterado
desde o estado larvar até ao imago. O seu proteoma, porém, atravessa fases muito

dispares, de acordo com a necessidade do organismo (Warren, 2011). Este facto foi
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percecionado laboratorialmente, uma vez que a identificacdo e quantificacdo das
proteinas ndo tinha correlacdo direta com o transcriptoma (cole¢cdo do ARN mensageiro,
ribossdmico, transportador, linc e microARN presente na célula) e nem todas as proteinas
eram expressas em todos os locais do organismo e ao mesmo tempo (Rogers et al., 2008).
Assim, faz sentido pensar no proteoma como a colecdo de proteinas expressas num
determinado conjunto celular, num determinado tempo e em determinadas condigdes.
Somados a este facto, mecanismos como o splicing alternativo ou as
modificacdes pds-traducionais (MPT) conferem uma natureza ainda mais variavel as

proteinas expressas (Samaj & Thelen, 2007).

I—b Exdo 1 Exdo 2 Exdo 3 Exdo 4 Exdo 5
Exdo 1 Exédo 2 Exdo 3 Exdo 4 Exdo 5
ARN T e TR TR e T R TR e PP TS T T T T
l Splicing alternativo l

Proteina 2 ./ Proteina 3

Figura 9 — Mecanismo de splicing alternativo (traduzido do sitio do National Human Genome Research
Institute - (INHGR, 2014)).

O splicing alternativo, presente na figura 9, € um mecanismo através do qual os
exdes se combinam de forma alternativa ao splicing geral. Desta forma, um sé gene
codifica diferentes ARNm, que originardo diferentes proteinas (Mackereth et al., 2011).

As MPT sdo alteracGes induzidas no polipéptido apés a sua traducdo. Nela estdo
incluidas reacGes como as de acetilagdo, fosforilacdo, ubiquitinacdo, metilacdo ou a
formagéo de pontes dissulfeto. Estas modificacbes podem ter um papel ativador,
inativador, regulatorio, entre outros, conferindo variabilidade na forma e funcdo da

proteina expressada (Xu et al., 2014).
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Tais mecanismos vieram destituir o dogma central da biologia “um gene, uma
proteina”, dado que que hoje se sabe que um gene codifica, na maioria das vezes, mais
do que uma proteina (Wilhelm et al., 2014).

Por exemplo, a ultima atualizacdo no estudo do proteoma humano, existem cerca
de 20 687 genes codificantes. Destes, 17 294 foram analisados, tendo em conta as
proteinas que codificavam. Foram entéo apresentados os proteomas de 30 amostras de
humanos, sendo 17 de adulto, 7 fetais e 6 de hemocitoblastos purificados, concluindo que
dariam origem a cerca de 293 000 péptidos ndo redundantes (Kim et al., 2014). A titulo
exemplificativo, a figura 10 ilustra o proteoma do plasma humano, tal como descrito no

mesmo estudo.

o-2-macroglobulina o .. . . Antitrombina ITT
Fibrinogénio / M o-2-antitripsina Plasmi Cininogénio Cc6
. IgA . N N ~ 30 outras proteinas de
Transferrinas, T/ Haptoglobina ITIH1 abundincia moderada
o-1-glicoproteina acida Fator H __
4Apoﬁpoprota’na A-1 ITIH2
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~—Ap lipopr Cs -

H‘_‘Complanmto C3 Proteinas de
Apolipoproteina B ITIHA baixa
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moderada a Fator B massa total
baixa abundancia de proteinas)

Hemopexina

Ceruloplasmina

Figura 10 — “Abundancia relativa das proteinas de abundancia elevada, moderada e baixa no plasma

humano” (traduzido e adaptado de Shi et al., 2012).

Tendo em conta a superioridade numérica em varias ordens de grandeza das
proteinas, face ao nimero de genes que as codificam, é entdo intuitivo perceber que um
gene tera de codificar bem mais do que uma proteina (Burkard et al., 2011). O splicing
alternativo, as MPT, as interacOes proteicas e variabilidade na expresséo de acordo com
a sinalizacéo intra- e extra celular constituem entéo fatores de dificuldade acrescida no
estudo do proteoma. E, comparativamente com o estudo do genoma, um desafio de maior
complexidade, que carece de meios tecnoldgicos e laboratoriais mais avangados,

apresentados seguidamente como ferramentas proteémicas.
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Ferramentas protedmicas

Como foi demonstrado, 0 estudo do proteoma envolve um elevado grau de
complexidade, passivel de ser restringido a diversas sub-areas, como ilustra a figura 11.
Para o estudo das diversas areas e respetivos objetivos e processos, houve a necessidade

de se desenvolver diversas técnicas.
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Figura 11 — Tipos de protedmica e sua aplicagdo na biologia molecular
(traduzido e adaptado de Graves & Haystead, 2002).

A figura 12 representa um fluxo de trabalho no qual estdo presentes as técnicas
mais utilizadas atualmente na caracterizacdo de proteinas. Apesar de coligir as
ferramentas protedmicas de maior relevancia, existem muitas outras técnicas ao dispor do
estudo protedmico. A escolha da metodologia dependera sempre de fatores como o tipo
de amostra a analisar, dos equipamentos e reagentes disponiveis, do tipo de estudo
pretendido ou do custo total da operacéo (Villanueva, Carrascal, & Abian, 2014).

Posto isto, apresentar-se-ao 0s aspetos relevantes sobre as técnicas mais utilizadas
em protedmica: a eletroforese 2D, a espetrometria de massa e 0s sistemas
bioinformaticos.  Estes  métodos  visam,

respetivamente, a  separacéo,

identificacdo/caracterizagdo e comparagao das amostras proteicas.
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Figura 12 —Visdo esquematica sobre identificacdo, perfil de expressdo e interagdo proteica, utilizando

ferramentas protedmicas (traduzido e adaptado de Butterfield, Gu, Di Domenico, & Robinson, 2014).
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Eletroforese

A eletroforese 2D é um dos métodos cléssicos para separacao de proteinas, sendo
mesmo anterior ao aparecimento da protedmica. Foi muito gracas a ela que a protedmica
conseguiu surgir como disciplina, uma vez que possibilitava a detecdo, separacdo e
quantificacdo de misturas proteicas complexas, expressas em sistemas celulares ou
amostras bioldgicas (Rabilloud, 2002).

Esta técnica baseia-se na disposicdo de componentes proteicos de uma amostra
num gel, de acordo com a sua mobilidade eletroforética. Esta mobilidade esta diretamente
dependente de propriedades fisico-quimicas da molécula proteica, que aqui representam
coordenadas no gel, como a carga elétrica (eixo das abcissas) ou a massa molecular (eixo
das ordenadas) (Banach, Adaszek, Wytupek, Winiarczyk, & Winiarczyk, 2013). A figura

13 retrata os resultados obtidos com esta mesma técnica.
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Figura 13 — Dois geis de poliacrilamida para eletroforese 2D com coloragées
(traduzido de Magdeldin et al., 2014).

Na sua génese, a eletroforese baseava-se apenas numa dimensdo, isto €, as
proteinas eram separadas apenas com base num parametro fisico-quimico. Este método
era claramente insuficiente pois, se eram separadas, por exemplo, de acordo com a sua
carga elétrica, poderiam continuar agrupadas proteinas de pesos moleculares muito
dispares. (Banach et al., 2013). O’Farrel apresentou um método inovador que permitia a
separacdo de proteinas em duas dimensdes, 0 ponto isoelétrico (pl) e a massa molecular
(Mr). Assim, a separacdo de acordo com a primeira dimensdo era obtida por focagem

isoelétrica — IEF (isoelectric focusing) — e a segunda dimenséo por eletroforese em gel de
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poliacrilamida, em condicGes desnaturantes — SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis) (O’Farrell, 1975).

Uma vez que a técnica ainda € amplamente utilizada, seré feita uma descrigdo dos
materiais e métodos envolvidos atualmente na IEF e na SDS-PAGE, da sua utilizacdo em
protedmica, assim como as suas principais vantagens e desvantagens. O fluxo de trabalho
proposto na figura 14 é o habitual na utilizacdo de técnicas eletroforéticas para separacdo
de proteinas (Garfin & Ahuja, 2005).

Preparacdo da SN
amostra

Espetrometria de massa

— a '_ .' 5 -.,;:) -~ —
Excisdo das > i,

zonas de “a £ SDS-PAGE (2D)
interesse 3 >

Blotting - R T Coloracdo do gel

i
& \ | — —-L :

Digitalizacdo e analise
Figura 14 — “Fluxo de trabalho para separagdo de proteinas por técnicas eletroforéticas”

(Garfin & Ahuja, 2005), ilustrado com figuras cedidas pelos laboratérios Bio Rad (Bio
Rad, 2014).

IEF — Focagem isoelétrica

A focagem isoelétrica é uma técnica eletroforética, através da qual, compostos
anfotéricos sdo fracionados de acordo com o seu ponto isoelétrico (pl), ao longo de um

gradiente de pH (Righetti, 2004). A propriedade das proteinas que permite usar esta
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técnica € o facto de a carga elétrica total ser determinada pelo pH do meio e, dessa forma,
as proteinas admitem carga positiva, negativa ou neutra, em funcdo do pH envolvente
(Davey & Lord, 2003).

Esta carga total é determinada pela soma das cargas positivas e negativas da
proteina a um dado pH, conferidas pela cadeias laterais ionizaveis, acidica ou basicas,
constituintes dos aminoécidos proteicos e do grupo prostético. Desta forma, quando o
namero de grupos acidicos excede o de grupos basicos, o pl da proteina situar-se-a a um
pH inferior a 7 e esta diz-se acidica. O inverso é igualmente verdade (Davey & Lord,
2003).

As proteinas podem apresentar pl muito dispares. Situam-se habitualmente entre
um pH de 3 e 12 mas a grande maioria estd entre 4 e 7 (Wilkins & Appel, 2007). Os
mesmos autores referem ainda que, devido ao facto de as proteinas serem estruturas
anfotéricas, podem comportar-se como acidos ou bases, havendo variacBes na sua carga
global. Assim, quando presentes num gradiente de pH imobilizado — IPG (immobilized
pH gradient) — abaixo do seu valor de pl adquirem carga positiva e migrardo para o
catodo, enquanto se estiverem numa solugdo com pH acima do seu valor pl, migrardo
para 0 anodo (Righetti, 2004). Durante este deslocamento, as proteinas poderdo ganhar
ou perder protdes, de acordo com o pKa das cadeias laterais dos residuos de aminoacidos
e atingirdo um ponto onde as cargas elétricas negativas compensarao as cargas positivas
(carga global nula). Terdo entdo alcancado o seu ponto isoelétrico e a sua migracao
cessara. Se a proteina continuar a sua migracdo, protonara ou desprotonara novamente e
tende a regressar a zona de equilibrio elétrico (Righetti, 2004). Deste modo, cada proteina
atingira, a velocidades diferentes, um foco no gel, correspondente a neutralidade de
cargas. Tal facto confere a designacdo atribuida a esta técnica, focagem isoelétrica. Por
tal acontecer, a amostra pode ser colocada em qualquer parte do gel pois, no fim do
processo, cada proteina migraréa e ficara retida na sua zona isoelétrica, independentemente
do seu tamanho ou massa molecular, como ilustra a figura 15 (Rabilloud & Lelong, 2011).
Para resolucdo de proteinas com um pl entre 7 e 11, é utilizada a técnica de IPG em néo-
equilibrio (NEPHGE — non-equilibrium pH gel electrophoresis), com funcionamento
semelhante a IEF em IPG mas com a polaridade invertida (Bjarnadottir & Flengsrud,
2014).
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Figura 15 — “Resoluggo por IEF de uma mistura proteica num IPG com pH entre 3 e 10, de acordo com o

pl de cada proteina, independentemente do seu tamanho” (traduzido e adaptado do sitio da Bio Rad, 2014).

Uma vez abordado o conceito tedrico no qual assenta a IEF, apresenta-se agora a
parte laboratorial do procedimento. Para a sua execucdo, sdo utilizadas fitas com um

gradiente de pH. A figura 16 ilustra uma montagem IPG-IEF.
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Figura 16 — Eletroforegrama de proteinas padréo focadas em IPG-IEF, com diferentes tempos de corrida e

respetiva representacdo esquematica (traduzido e adaptado de Guo et al., 2013).
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O primeiro passo € a extragao de proteina da amostra, que carece desta preparacédo
antes de ser sujeita ao a IEF. A adigdo de SDS, um detergente anidnico, é habitualmente
utilizado com a dupla funcéo de solubilizar as proteinas e inibir enzimas proteoliticas.
Porém, uma vez que interfere com a carga proteica, ndo é adequado para IEF. Assim,
utilizam-se detergentes, sendo o Triton X-100 e 0 CHAPS os de elei¢édo para este efeito.
O primeiro € um detergente ndo idnico com elevada capacidade de dissolucdo da
membrana; o segundo é um detergente zwitterionico, derivado de sais de bilis, tendo
ampla utilizacdo na solubilizacdo das proteinas membranares mas mantendo a relativa
integridade da membrana, devido a posicao quase paralela com que estabelece a ligacéo
(Rodi, Bocco Gianello, Corregido, & Gennaro, 2014). A figura 17 representa a estrutura
de ambos os detergentes.

O‘{\/\O}H Triton X-100
n

HO™

Figura 17 — Estrutura quimica do detergente ndo i6nico Triton X-100 e do detergente
zwitteriénico CHAPS (adaptado de Rodi et al., 2014).

Para lisar as células € utilizado um tampdo de lise com agentes caotrdpicos,
com a possivel constituicdo: 7M de ureia, 2M de tioureia, 4% (m/v) de CHAPS,
anfélitos a 2% (v/v, pH 3 a 10) e um agente redutor como o mercaptoeptanol (2-
ME) ou o ditiotreitol (DTT) a 1% (m/v) .

Numa fase posterior a lise da célula, é ainda necessaria a remogéo de

material desnecessario e passivel de contaminar a IEF. Assim, sdo adicionados
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solventes para remover os lipidos, nucleases para remocao de &cidos nucleicos, ou
tratamento com didlise para remo¢do de moléculas ionicas.

Extraidas as proteinas, estas sdo reidratadas durante a noite com um
tampdo, solubilizando e desnaturando as proteinas, preparando-as para a

eletroforese.

Concluido o procedimento de IEF, as proteinas ficam entdo separadas de acordo
com o seu pl. Uma das vantagens da 2-DE é que a resolucdo adquirida pela IEF ndo se
perde com o segundo processo eletroforético, uma vez que o gel obtido na IEF é
transposto para a posterior SDS-PAGE (Magdeldin et al., 2014). As desvantagens da IEF
assentavam na grande variabilidade entre focagens e a tendéncia para o desvio catddico
(perda progressiva de proteinas basicas durante focalizacOes elétricas demoradas)
(Rabilloud & Lelong, 2011). O problema foi ultrapassado quando se percebeu que 0
problema estaria no meio de acrilamida, passando entdo a ser utilizado o immobilized pH
gradient (IPG), onde os anfolitos constituintes do gradiente de pH se encontram
imobilizados covalentemente. Este fator incrementou enormemente a reprodutibilidade
deste método.

Uma vez que esta técnica é o ponto de partida para a grande maioria das atividades
na area da protedmica, continuos investimentos continuam a ser feitos no sentido de obter
melhor fiabilidade, reprodutibilidade, resolucdo e custos. Assim, a tendéncia tem sido
aumentar os sistemas eletroforéticos, uma vez que, com gradientes de pH de maiores
dimensdes, consegue aumentar-se drasticamente a resolucéo deste método (lori, Rattazzi,
& Millioni, 2014).

SDS-PAGE

Como ja foi referido, a SDS-PAGE é o segundo passo da eletroforese de duas
dimens@es. Enquanto o primeiro passo separa as proteinas de acordo com o seu ponto
isoelétrico, a SDS-PAGE visa separa-las de acordo com a sua massa molecular. Como
técnica eletroforeética, possui bastantes semelhangas com o passo anterior, nomeadamente
a existéncia de um campo elétrico que arrasta as proteinas mas, aqui, a velocidade de
migracdo das proteinas vai estar direta e unilateralmente relacionada com a sua massa

molecular.
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O contacto da amostra com o dodecil sulfato de sodio (SDS) € o primeiro passo
da segunda dimensdo, visando envolver as proteinas com as cargas negativas do SDS e
promover o equilibrio elétrico da fita (Rabilloud & Lelong, 2011).

O gel de poliacrilamida, por vezes também utilizado na primeira dimensédo deste
processo de separacgdo, é outra parte fundamental deste sistema. Trata-se de uma mistura
de acrilamida e bisacrilamida, cuja polimerizacdo tem inicio com os radicais persulfato e
deve ser catalisada com tetrametiletilenodiamina a 0,1 e 0,2% v/v (TEMED) (Rabilloud,
2002). A polimerizacgéo ocorrida entre a acrilamida e a bisacrilamida varia de acordo com
a percentagem presente de cada composto e resulta num gel de elevada resolucéo,
resistente e quimicamente inerte. O nimero de ligacGes cruzadas vai ditar a porosidade
do gel e o tipo de moléculas a separar — para proteinas, um racio de 40:1 entre

acrilamida:bisacrilamida.
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Figura 18 — “Reacao de polimerizacéo na formagdo do gel de poliacrilamida” (traduzido de Rabilloud, 2002).
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Finalizada a corrida eletroforética, segue-se outro passo crucial na técnica de
PAGE, a coloragdo do gel. Sera esta que permitira revelar a localizacdo e abundancia de
cada proteina e, consequentemente, do seu pl e M, (Garfin & Ahuja, 2005).

Apresenta-se entdo a tabela 3, onde figuram os principais corantes utilizados na

coloracgéo de proteinas.

Tabela 3 — “Corantes habitualmente utilizados para proteinas apds separacdo eletroforética em gel de

poliacrilamida. 2 Os limites de detecdo sdo valores médios, uma vez que cada proteina pode corar

individualmente com maior ou menor intensidade. ” (traduzido de (Magdeldin, 2012).

Corante Limite de detecéo @ (ng)
Negro de amido 400
Azul de Coomassie 200
Vermelho Nilo (reversivel) 20
Nitrato de Prata 1
Rubi SYPRO 0,5

A escolha do corante esta subjacente a alguns fatores. O Nitrato de Prata, por
exemplo, apresenta uma sensibilidade muito aceitavel mas nem sempre é compativel com
a espetrometria de massa, passo subsequente a eletroforese.

Para resolver problemas desta natureza, algumas marcas comerciais induziram
alteragBes em marcadores conhecidos, compatibilizando-os com a MS, ou criaram até
corantes fluorescentes. Um exemplo destes novos corantes é o Rubi SYPRO, umas das
referéncias atuais, dada a sua compatibilidade e limite de detecdo (Magdeldin, 2012).

Outro dos corantes mais utilizados atualmente é o Azul de Coomasssie. Este
corante anionico tem uma hidrossolubilidade aceitavel mas, ainda assim, consegue
estabelecer ligagdes com proteinas membranares, devido as suas propriedades
hidrofébicas. Este corante apresenta algumas semelhancas a um detergente anionico, uma
vez que tem a capacidade de dissociar ligacOes labeis perante um detergente mas, por
outro lado, mantém as unidades respiratorias intactas. Esta propriedade torna-se
particularmente Gtil no estudo de proteinas membranares da mitocdndria (Wittig, Braun,
& Schagger, 2006).

Ap0s coloracdo das proteinas, obtém-se uma imagem semelhante a da figura 19.
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Figura 19 — “Comparagéo de métodos de coloragdo de proteinas do plasma humano”

(traduzido e adaptado de Desrosiers, Beaulieu, Buchanan, & Béliveau, 2007)

Para a anélise do gel obtido no final da eletroforese existem hoje em dia diversos
softwares de imagem especializados, como o Flicker, o PDQuest ou o Delta 2D
(Bjarnaddéttir & Flengsrud, 2014). Estes softwares tém a capacidade de, apds digitalizacao
do gel, fazer alinhamento de diversos géis, analisar manchas, o seu centro, o raio de
difuséo e efetuar tratamento estatistico (ANOVA). Em suma, determinando o pl e M, da
molécula por comparacdo com os padrdes, o software € um excelente auxilio na
identificacdo da molécula em questdo. Outra ponto de enorme relevancia neste tipo de
softwares é a possibilidade de comparar niveis de expressdo em diferentes condices,
como em amostras onde se procurem biomarcadores patoldgicos, por exemplo.

O dltimo passo visa remover a proteina isolada no gel para posterior identificag&o.
Desta forma, os spots de interesse identificados no gel sdo excisados manualmente ou

através de um robd spot-picker, inseridos num microtubo, onde ocorre digestdo das
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proteinas em tripsina, uma protease especificas (Rabilloud & Lelong, 2011). Apos a
digestdo, executa-se a elui¢do dos péptidos e sua aplicacdo numa placa de MALDI, tendo
estes dimensdo propria para serem analisados por espetrometria de massa.

Apesar de este ser um método bem estabelecido e capaz de separar
simultaneamente mais de mil proteinas, de ser util na identificacdo de proteinas com MPT
ou ainda na comparacdo de proteinas ausentes em genes knocked out, continua a
apresentar algumas desvantagens (Bunai & Yamane, 2005). Limitacdes como baixa
capacidade de amostra, separacdo insuficiente de proteinas hidrofdbicas e acidicas ou a
incapacidade de separar proteinas com mais de quatro dominios transmembranares, sao
alguns dos problemas ainda por contornar.

N&o obstante, este processo de separacdo prévio a analise por MS é essencial, dado
o elevado nimero de diferentes moléculas presentes numa amostra bioldgica. Este facto
torna-se bastante evidente numa amostra de plasma, por exemplo. Se se quiser detetar
biomarcadores (toxicologicos, patoldgicos, entre outros), muitas vezes presentes em
concentra¢fes na ordem do ng/ml ou pg/ml, é essencial que se retirem primeiro as
proteinas mais abundantes, muitas vezes presentes na ordem do mg/ml, para que seja

possivel a detecdo das proteinas de menor abundancia (Shi et al., 2012).7

DIGE — Difference gel electrophoresis

Especialmente na area da protedbmica comparativa, surge a necessidade de
comparar varios geis, contendo amostras de varios individuos ou populacdes. Na 2-DE a
comparacao entre géis ndo esta imune ao viés da variabilidade deste método. Desta forma,
poderiam obter-se resultados com menor fiabilidade. A DIGE surge entdo no sentido de
facilitar esta comparacdo entre proteinas de amostras diferentes, uma vez que permite a
migracdo de diferentes amostras num s6 gel (Pasquali, Serchi, Renaut, Hoffmann, &
Bohn, 2013).

Este facto € possivel devido a marcacdo de cada uma das amostras com um
conjunto de corantes fluorescentes, sendo estes 0s compostos chave deste método. Assim,
é necesséria a validagdo de alguns pressupostos. Cada conjunto de corantes tera de reagir

com o mesmo residuo de aminoacido; devem preservar a carga do aminoacido alvo; os
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corantes devem ter uma M, semelhante; devem ter caracteristicas fluorescentes distintas,
permitindo corar diferencialmente cada amostra (Minden, Dowd, Meyer, & Stuhler,
2009).

Este processo decorre, a par dos processos ja referidos, num gel de poliacrilamida.
As dimensbes do gel sdo variaveis, dependendo delas o poder de resolucdo. Apds a
migracdo das proteinas e a ligacdo com o corante para o qual possuem afinidade, o
resultado é um gel com pontuag6es de diversas cores, referentes as diferentes amostras.
Mantém as duas dimensoes, pl e M. A figura 20 ilustra um exemplo do resultado obtido
num gel de DIGE.

150

My
(kDa)

14

4 pI 10

Figura 20 — Proteinas extraidas de diferentes estirpes de Toxoplasma gondii. Foram separadas na primeira
dimensdo com pH entre 4 e 9 e na segunda dimensao através de SDS-PAGE num gel a 12%. Ambas as
estirpes apresentam expressdo de proteinas, corando diferencialmente de verde e vermelho. Através do
software utilizado, é possivel identificar quais as proteinas mais abundantes e em que estirpe estdo

presentes.
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MS — Espetrometria de massa

Uma das metas da proteémica passa pela identificacdo e caracterizacdo massiva
dos mais variados proteomas, comecando pelo humano, passando por espécies
bacterianas de interesse laboratorial ou até de vegetais com interesse industrial. Este
estudo inclui as proteinas expressas, as isoformas por splicing, as proteinas com MPT, a
estrutura dos seus dominios e atividade funcional (Han, Aslanian, & Yates, 2008).

A MS é um método de identificacdo e quantificacdo utilizado em protedmica e
avalia essencialmente o racio massa/carga (m/z) de ides em fase gasosa através dum
aparelho denominado espetrometro, que apresenta os seguintes constituintes (Wilhelm et
al., 2014):

Fonte de ides que converte as moléculas da amostra em iGes em fase
gasosa;
Analisador que separa a amostra ionizada de acordo com o seu m/z;

Detetor que capta o nimero de ides a cada m/z.

Diversas técnicas foram entdo criadas para melhorar cada um destes passos ou 0s
componentes neles envolvidos. Assim, surgiram duas técnicas revolucionarias de
ionizacdo, por serem capazes de ionizar péptidos e proteinas: ionizacdo por eletrospray
(ESI — electrospray ionization) e dessorcdo/ionizacdo com laser assistido por matriz
(MALDI — matrix-assisted laser dessorption/ionization) (Han et al., 2008). Existem
essencialmente quatro tipos de espetrémetros: quadrupolo (Q — quadrupole); captura de
ibes quadropolo e linear (QIT — quadrupole ion trap e LIT — linear ion trap); tempo de
voo (TOF —time of flight) e analisador por ressonancia ionica ciclotrénica com transforma
de Fourier (FTICR — Fourier-transform ion cyclotron resonance), podendo ainda haver
analisadores mistos, que combinam algumas destas tecnologias (Hager, 2004). A figura
21 ilustra os espetrometros de massa mais comuns.

Em 1999 é criado um espetrometro que ainda hoje consegue conciliar maltiplas
vantagens num sé aparelho — o Orbitrap. Nele, os iGes sdo capturados orbitam em torno
de um elétrodo fusiforme central que oscila harmonicamente ao longo do seu eixo com
uma frequéncia caracteristica dos seus valores de m/z, induzindo uma imagem nos
elétrodos externos que, apés a transformada de Fourier, gera um espetro (Hu et al., 2005).

Possui uma resolucdo de 40 000 e medig¢Oes de massas na ordem dos 2 ppm.
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Protedmica diferencial e aplicacdes farmacéuticas

A protedmica diferencial divide-se duas grandes classificacbes que acabam por
englobar as técnicas ja mencionadas: bottom-up e top-down, ambas ilustradas no esquema
presente na figura 21. Ambas 0s percursos visam o estudo da estrutura, expressao e
interacdo das proteinas. N&o é um processo de uso exclusivo na area do medicamento mas
esta informac&o tem especial relevo no design de fa&rmacos. Viabiliza entdo a descoberta

de moléculas que que se adaptem farmacocinética e farmacodinamicamente as proteinas

Proteinas
|
| Bottom-up | Top-down
Proteina tnica ou \ . ¥
complexo proteico | Mistura peptidos Proteina tinica ou

complexo proteico

Medigio da massa Medigio damassa do
:1(:. péptido precursor do péptido

|MS offline estitico |LC-MS Online \

r Y
- \ |Medin;ﬁn da massa do do precursor pmteicn|
| MS/MS infodependente |
‘l r r
[Idenﬁﬁcaqﬁo do péptido ] MO IMS.-'}!S infodependente I

Y I LL P

Identificacio da| | [dentificacio da proteina a partir dentificagdo da proteinas e caractenizacd

proteina por MS da MS/DVS dos péptidos partir da MS da proteina intacta

Figura 21 — “Estratégias para identificacdo e caracterizagdo de proteinas com base em MS”

(traduzido de (Han et al., 2008).

alvo de interagdo em vias patoldgicas.
Tendo este esguema em conta, serdo apresentadas algumas metodologias

comummente utilizadas na area farmacéutica:
MS tandem

(MS/MS, espetrometria massa/massa ou MS?) (Schirle, Bantscheff, & Kuster,

2012): Nesta metodologia, sdo efetuadas diversas espetrometrias em cadeia onde, a cada
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passo, vai ocorrendo uma fragmentacdo da amostra, no sentido de refinar as moléculas
obtidas ao longo do processo.
Protedmica shotgun

Esta metodologia surge no sentido de dar resposta a proteinas que até a altura ndo
eram passiveis de ser resolvidas, tais como proteinas em baixas concentragdes, aberrantes
e proteinas membranares com mdultiplos dominios (Gilmore & Washburn, 2010). Esta
técnica baseia-se na extracdo de proteinas e na sua imediata digestdo com proteases
especificas. Os péptidos assim gerados séo separados por HPLC, segregando-se a amostra
de acordo com o seu m/z e prosseguindo para um MS tandem. Esta técnica aumenta a
eficiéncia e sensibilidade e tem sido utilizada para fingerprint de péptidos e proteinas.

Afigura 22 (A - D) ilustra a técnica e suas variantes atuais. O esquema de trabalho
22 A é 0 método utilizado mais frequentemente e inclui os seguintes passos (Meissner &
Mann, 2014):

1 — Extracdo de proteinas de tecidos, fluidos corporais, células ou
compartimentos subcelulares;

2 — Digestdo proteolitica;

3 — Os péptidos sdo separados por ultra-HPLC;

4 — Os péptidos sdo ionizados por ESI, fazendo com que as suas massas e

fragmentos de massa atinjam o espetrometro de massa;

Células ou tecidos Proteinas Péptidos UHPLC Espetrometro de massa

A
Passo 1 Passo 2+ \ Passo 3+ | 4 / Passo 4 O
— (_/'“’j ) —_— ————— — s —>
Extraqao @ I

Digestio | O —
\_} \_} \} Cromatograma

’/l\\ e "\

\/Ia, ] g \p Ligando

MS 2
Figura 22 — Esquema de trabalho em protedmica shotgun (traduzido de Meissner & Mann 2014) @] esquema 22

A ¢ o utilizado atualmente, com uma linha proteémica baseada em LC-MS. As seguintes variantes incluem passos
de enriquecimento para amostras cujo alvo contenha:

22 B: proteinas em compartimentos subcelulares;

22 C: interagdo proteica;

22 D: péptidos com MPT.
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Quanto as aplicacOes especificas da MS na area farmacéutica, Schirle apresenta
em 2012 um esquema que ilustra as principais aplicagdes desta tecnologia, aqui presente

na figura 24.
A | Perfil proteico global B | Perfil de afinidade farmacolégica
+ farmaco + farmaco
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Figura 23 — “Representagdo esquematica de exemplos de fluxos de trabalho protedmico relacionados com

a descoberta de farmacos” (traduzido de Schirle et al., 2012).
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Nos quatro casos presentes na figura 24, a quantificacdo proteica é obtida, em
todos eles, por SM quantitativa, sendo passivel de realizar marca¢do com isétopos.

No método A sdo tracados os perfis da proteina global e da proteina com MPT
apos exposicao ao farmaco. Os resultados sdo comparados com um tecido ou animal
controlo, sem administracdo de farmaco. No final da exposicao ao farmaco, as proteinas
sdo extraidas, digeridas em péptidos e analisadas por CL associada a MS em tandem.

No método B, é tracado um perfil de afinidade farmacoldgica, utilizando
protedmica quimica dirigida ao centro do farmaco, baseado numa biomolécula ativa. A
especificidade da ligacao proteica a matriz farmacologica é testada face a competicédo
com farmaco livre.

No método C, é tracado um perfil de seletividade. As sondas sdo desenhadas de
forma a permitir a ligacdo e subsequente purificacdo em relacdo a toda uma classe de
proteinas extraidas, como as quinases. Num segundo passo, as sondas e os alvos ligados
sdo purificados através de uma cromatografia de afinidade antes da digestdo com tripsina
e analise por CL e MS tandem.

Por fim, no método D é tracado um perfil de interacdo proteina-proteina, neste
caso conseguido através de uma estratégia baseada em anticorpos. Os extratos celulares
sdo incubados com um anticorpo imobilizado diretamente na proteina alvo (vermelha).
Apenas a proteina alvo e as moléculas endégenas que com ela interagem funcionalmente

(azul) sdo seletivamente enriquecidos com 0s anticorpos.
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CONCLUSAO

Apo0s a elaboracdo desta monografia existem algumas conclusdes que surgem
facilmente. A primeira é que a protedmica € uma disciplina molecular bastante atual e em
presente desenvolvimento, como o comprova o crescente nimero de publicagdes ao longo
da ultima década. Também notdrio é o seu grau de complexidade, pelos conhecimentos
na area da quimica farmacéutica, biologia molecular, métodos instrumentais de analise e
bioinformética que estdo envolvidos.

Apos as consideracdes gerais, passo a conclusdo mais objetivas. O proteoma,
apesar de ter 0 seu nome inspirado no genoma, traz consigo algumas caracteristicas que
acrescenta alguma dificuldade no seu estudo. Fatores como a inconstancia da sua
expressdo ao longo do tempo, as modificacBes pds-traducionais ou o seu perfil de
atividade por interacdo com outras proteinas, trazem alguma dificuldade em conseguir
identificar e analisar todo o proteoma, tal como foi executado com o genoma.

Ao nivel das metodologias empregues, compreende-se que se trata de uma area
extremamente abrangente pelas inimeras técnicas utilizadas atualmente. Algumas
provém ja da altura em que foi criada a protedmica, ha 20 anos atras. Assim, técnicas de
separacdo como a eletroforese mantém-se em uso ainda hoje. Este facto também foi
possivel, claro esta, gracas a uma melhoria continua nos equipamentos, no sentido de
aumentar a sua resolugéo, poder de separacdo e maior cobertura em relacdo ao tipo de
moléculas. Como também foi referido, a espetrometria de massa continua, com todas as
suas variantes e equipamentos, a ser o método fundamental no estudo do proteoma.
Atualmente atingiu-se a poderosa capacidade de detecdo, ja na ordem do femtomol,
abrindo portas a detecdo de, por exemplo, proteinas sanguineas de concentragdo muito
baixa.

Este facto remete para parte do ambito deste trabalho, a descoberta de farmacos.
Havendo a possibilidade de detecdo de moléculas em infimas concentragfes, torna-se
também possivel a descoberta de proteinas que atuem como marcadores fisiopatoldgicos
ou que sejam, elas proprias, intervenientes nessa via. Conseguindo identificar e estudar
estruturalmente as proteinas assinaladas, estas tornam-se potenciais alvos de acéo
farmacoldgica e terapéutica. Nesta fase, € necessaria a participacdo da quimica
farmacéutica, no campo do design de farmacos. Sendo revelada, ao nivel atomico, a

estrutura de uma proteina envolvido num processo patolégico, recorrem-se a sistemas de

57



Ferramentas protedmicas e a descoberta de novos fArmacos — Uma reviséo critica

sintese combinatoria, no sentido de encontrar uma molécula que consiga estabelecer
ligacdo a proteina. Chegando a esta molécula, prossegue-se com melhorias no seu
desempenho farmacodinamico e farmacocinético. Mantendo o farmacdforo funcional,
exploram-se alternativas para as suas cadeias laterais, no sentido de melhorar a sua
eficacia e seguranca.

Como perspetivas futuras, distingo aqui duas realidades distintas, a da descoberta
de farmacos e a da protedmica. A inddstria farmacéutica atravessa neste momento uma
“crise de pipeline”, no sentido que os meios disponiveis nem sempre estdo a fornecer a
industria e a populacédo a quantidade de moléculas inovadoras desejavel. De uma era onde
a descoberta de farmacos foi reduzida a técnica pura, quase totalmente informatica, parece
importante redescobrir o doente como um todo, onde a liga¢do entre um principio ativos
e um recetor pode ndo ser o suficiente para solucionar a patologia. Surge assim a segunda
realidade apontada, a protedmica. A analise de mecanismos regulatérios e de expressao
dé alguns passos no sentido de entender o mecanismo fisiopatol6gico como uma realidade
dindmica. Esta disciplina consegue entdo fornecer uma visdo mais holistica e abre novas

possibilidades a descoberta de farmacos realmente inovadores.
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