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Atualmente, o estudo dos conjuntos de moléculas de RNA e proteinas em uma célula é definido como transcriptdmica
e protedbmica. Ambos os conjuntos sdo originarios de um processo dinadmico nas ceélulas, derivado de programacdes
de respostas ao ambiente, ou de processos de diferenciacao celular. Neste capitulo, sera abordada a importancia do
estudo de alteragdes celulares do ponto de vista da dinamica de mudancas de transcriptomas e proteomas. Sao
comentados métodos para identificar essas alteragbes do transcriptoma, desde analises de hibridagdo de acidos
nucleicos (p. ex., Northern blot e microarranjos) até técnicas modernas de sequenciamento de genes. Também séao
abordados métodos para determinagdo do conjunto de proteinas expressas em células e separagdo em gel 2D,
incluindo analises em espectrdmetros de massa para identificagdo de proteinas especificas e de interagédo proteica,
através de duplos hibridos.

O que sao o transcriptoma e o proteoma?

As células dos seres vivos apresentam diversos conjuntos de biomoléculas com diferentes fungdes. As principais
classes dessas biomoléculas sdo carboidratos, lipideos, proteinas e acidos nucleicos. As proteinas compdem um
conjunto muito importante de biomoléculas, pois tém grande importancia na efetivagdo de uma série de processos
celulares. Acidos nucleicos sdo as moléculas responsaveis pela transmissio da informagdo genética na forma de
DNA e intermediario para produgo de proteinas por esse repositorio, na forma de RNA.

Com a finalidade de sistematizar o estudo dessas biomoléculas, passou-se a designar esses conjuntos com
diferentes nomes. Por exemplo, o conjunto das moléculas de DNA que compde o repositorio genético de um
individuo ¢ designado genoma. Por sua vez, o conjunto de moléculas de RNA de uma célula ¢ o seu transcriptoma, e
o conjunto de proteinas dessa mesma célula é designado proteoma. Nao ¢é surpreendente que esses trés conjuntos
(genoma, transcriptoma e proteoma) estejam intimamente relacionados, pois, de acordo com o dogma central da
biologia molecular, as moléculas de DNA servem como molde para a transcri¢do de moléculas de RNA que, por sua
vez, serdo traduzidas em proteinas (Figura 13.1).

Resumidamente, sem considerar as modificagdes pos-traducionais de proteinas, por exemplo, toda a informagdo
do transcriptoma estaria contida no genoma, € o proteoma, por sua vez, poderia ser deduzido a partir do
transcriptoma. No entanto, tal afirmagdo ndo leva em conta o carater dindmico do transcriptoma e¢ do proteoma de
um organismo. Desse modo, o estudo desses dois conjuntos de moléculas ndo é uma mera extensdo do estudo de
genomas, constituindo campos proprios, que irdo prover diferentes tipos de informacdo e com diversos desafios na
obtencao e interpretacao dos dados.

O transcriptoma ¢ composto de diferentes tipos de moléculas de RNA, mas o seu componente mais estudado ¢ o
RNA mensageiro (mRNA); e isso acontece a tal ponto que, muitas vezes, o termo transcriptoma ¢é utilizado apenas
para designar o conjunto de mRNA de uma célula, ignorando os outros tipos de RNA. Tal preferéncia ¢
compreensivel, visto que apenas 0 mRNA tem fungdo de codificagdo de proteinas e a maioria dos outros tipos de
RNA (rRNA, tRNA, snRNA) tem funcdo estrutural. Esses outros tipos de RNA contém um numero limitado de
moléculas distintas, existindo maior importincia no seu estudo individual e entendimento da sua fungdo em alguns

eventos celulares, mas ndo na sua caracterizagdo enquanto grupo de moléculas, como geralmente realizado em



estudos transcriptdomicos. Uma excegdo é o grupo de RNA ndo codificantes (ncRNA) — um conjunto de RNA
regulatorios (cujas propriedades serdo melhor exploradas no Capitulo 16), que também sdo comumente alvos de
estudos transcriptdmicos.

O proteoma, por sua vez, ¢ formado pelo conjunto de proteinas de um organismo. Proteinas sdo moléculas
complexas e que apresentam comportamentos bem distintos entre si. Dependendo dos aminoécidos que constituem
uma proteina, ela pode ser soluvel ou estar inserida em uma membrana, por exemplo. Além disso, diversos
processos realizados por proteinas dentro da célula eucaridtica ocorrem em compartimentos especificos. Desse
modo, ndo ¢ de se estranhar que a distribuicdo de uma dada proteina dentro de uma célula seja heterogénea. Por
exemplo, existem proteinas responsaveis pela transcricdo do DNA que sdo encontradas somente dentro do nucleo,
ou transportadores que sdo encontrados somente na membrana plasmatica da célula (Figura 13.2). Em adi¢@o a sua
cadeia proteica, muitas proteinas sofrem modificagdes pods-traducionais, nas quais moléculas (como carboidratos ou
fosfatos) sdo adicionadas as cadeias laterais de alguns aminoacidos que compdem a proteina madura.
Consequentemente, o proteoma de uma célula ndo ¢ resultado da mera traducao dos transcritos que se encontram no
seu citoplasma, mas o resultado de uma série de processos que irdo gerar proteinas maduras e distribuidas de modo
desigual dentro de uma célula.
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Figura 13.1 Célula eucaridtica e localizagédo de alguns dos conjuntos de biomoléculas.

Dinamicidade do transcriptoma e complexidade das respostas celulares

A principio, toda a informagdo necessaria para o desenvolvimento e funcionamento de uma célula encontra-se em
seu genoma. No entanto, ao comparar diferentes células de um mesmo organismo, observa-se que elas apresentam
caracteristicas bem distintas. Por exemplo, comparando um neurénio e uma célula muscular (Figura 13.3), é
possivel notar que elas t€ém morfologias bem diversas, que s3o reflexo de sua fun¢@o; no caso, a condugdo de
impulsos nervosos para os neurdnios e a realizagdo de movimentos, respectivamente. Apesar de as informagdes
contidas no genoma dessas duas células serem praticamente as mesmas, a utilizacdo de tal informagao ocorre de
modo diferente. E possivel notar, portanto, que cada célula do nosso corpo dispde de uma programacio genética
distinta que ira determinar o seu fendtipo.

O que ¢, na pratica, tal programagdo genética e como ela consegue produzir diferengas nas células?
Primeiramente, ¢ necessario lembrar-se de que o material genético da célula (o0 DNA) é relativamente inerte e que
grande parte das fung¢des celulares ¢ promovida por proteinas. No entanto, um determinado tipo de proteina somente
sera produzido se 0o mRNA correspondente estiver disponivel para tradug@o no citoplasma da célula; quanto maior a
quantidade de um determinado tipo de mRNA, maior serd a producdo da proteina correspondente.
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Figura 13.2 Algumas das diferentes rotas que a proteina pode percorrer em uma célula eucarittica.

Existem alguns mRNA que codificam para proteinas que realizam fungdes basicas nas células (chamadas, em
inglés, de housekeeping genes), para os quais geralmente ndo se verificam muitas mudangas em sua concentragao no
citoplasma entre os diferentes tipos celulares. No entanto, ha uma série de outros mRNA que codificam para
proteinas com fungdes mais especializadas, cuja quantidade pode variar significativamente entre dois tipos celulares
diferentes. Como resultado, cada célula podera apresentar um diferente repertério de moléculas de mRNA (Figura
13.4). Assim, dois tipos celulares distintos de um individuo devem apresentar um genoma praticamente idéntico,
mas um transcriptoma bem diferente.

Figura 13.3 Morfologia de células musculares (A) e nervosas (B).



Figura 13.4 Representacédo dos conjuntos de transcritos distintos existentes em diferentes tipos celulares. As barras
de diferentes cores representam mRNA originarios de diferentes genes.

Ao analisar o transcriptoma de um dado tipo celular, estamos inferindo a programagao dessa célula por meio dos
niveis de mensagens de mRNA codificando para as diferentes proteinas. Por exemplo, ao analisar o transcriptoma
de uma célula nervosa, certamente serdo encontrados maiores niveis de mRNA codificando para proteinas de canais
i6nicos, responsaveis pela condugdo de impulsos nervosos, do que em células de epitélio, que ndo apresentam essa
fun¢@o. Embora haja alguns casos em que ¢ 6bvia a associagdo de fungdo com a abundancia de transcritos em uma
célula, existem muitos nos quais a fungdo da proteina é desconhecida ou o contexto celular no qual uma proteina
atua ndo ¢ bem entendido. Nesse caso, a verificagdo de maior abundancia de um determinado transcrito em um
determinado tipo celular pode servir como ponto de partida para tentar correlacionar a fungdo da proteina codificada
pelo transcrito com as peculiaridades do tipo celular.

Do mesmo modo, se os transcriptomas de tipos celulares idénticos de organismos diferentes forem comparados,
eventuais diferengas entre eles podem refletir adaptagdes de cada espécie. Esse tipo de analise faz mais sentido
quando comparamos duas espécies relativamente proximas evolutivamente, onde o conjunto de transcritos ¢
praticamente o mesmo e, portanto, é relativamente facil associar todos os transcritos de um organismo ao seu
equivalente no outro organismo. Ao comparar os genomas dos seres humanos com os dos chimpanzés, encontra-se
apenas 1,23% de diferenca no conjunto de bases dos dois genomas. Apesar do reconhecimento que mutagdes que
causem alteragdes na sequéncia proteica tém importancia nas mudangas fenotipicas entre as duas espécies, € cada
vez mais reconhecido que a alteracdo do padrdo de transcri¢do das células representa um fator significativo no
processo de diferenciacdo das duas espécies.

Tudo isso implica a necessidade de um sistema complexo de regula¢do das quantidades de todos os mRNA que
uma célula produz. De fato, ha diversas vias de sinalizagdo cujo alvo final € uma classe de proteinas com a fungéo
de regular a produgdo diferencial de RNA, os chamados fatores de transcricdo. Estes agem sobre a maquinaria de
transcrigdo da célula, estimulando a transcri¢do a partir de certos loci especificos do genoma. Em razdo desse
complexo sistema de controle, é possivel afirmar que a diversidade de transcriptomas observada entre diferentes
tipos celulares ou de organismos nao ¢ fruto do acaso.



Em adicdo a diversidade intrinseca que o transcriptoma apresenta entre os diversos tipos celulares, o
transcriptoma de uma célula também pode sofrer mudangas em decorréncia de estimulos aos quais a célula ¢
exposta. Por exemplo, a exposi¢do de uma célula a moléculas sinalizadoras, como hormoénios, pode levar a uma
mudanga no seu programa genético, o que pode se refletir na produgdo de diferentes transcritos, codificando para
proteinas que exercam fungdes criticas para os eventos sinalizados (Figura 13.5). Como esses sistemas de
sinaliza¢do agem em cascata, ¢ possivel que a ligagdo de poucas moléculas de hormdnios na superficie celular leve a
estimulacdo de centenas de moléculas de fatores de transcricdo que irdo atuar em diferentes regides do genoma,
estimulando a produgao de diversos transcritos distintos. Assim, é possivel que pequenos estimulos levem a grandes
mudangas no transcriptoma de uma célula. Por exemplo, determinado hormoénio pode sinalizar para maior
abundancia de glicose, o que fara com que as células do figado produzam maior quantidade de transcritos
codificando proteinas responsaveis pela importagdo e armazenamento desse agucar na forma de glicogénio.

Diversos pesquisadores se dedicam ao estudo do transcriptoma de células submetidas a diversas condigdes ou
estimulos. Sdo experimentos nos quais as células sdo expostas a diferentes tipos de estimulo e, depois, t€ém o seu
mRNA extraido para possibilitar a sua compara¢do com o mRNA de células controle que ndo foram submetidas a
este mesmo estimulo. Por meio de uma andlise global dos RNA utilizando diferentes métodos, € possivel comparar
os dois transcriptomas e detectar transcritos cuja abundéncia tenha sido alterada pelo tratamento. A partir da analise
desses dados, busca-se por padroes que possibilitem inferir uma programagdo genética especifica de respostas a
esses estimulos. Experimentos utilizando séries temporais, em que amostras de células submetidas a diferentes
tempos de tratamento sdo analisadas, permitem acompanhar os diferentes passos da resposta celular ao estimulo.
Esse tipo de estudo pode auxiliar no entendimento de mecanismos moleculares de adaptacdo das células as mais

diversas condigoes.
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Figura 13.5 Mudanga do conjunto de transcritos de uma célula, mediante estimulo de uma substancia quimica
(representada pelo quadrado).

Métodos para estudar o transcriptoma

Isolamento de RNA mensageiro e sintese de DNA complementar

Conforme descrito na se¢do anterior, hd grande interesse no estudo do transcriptoma, pois, por meio da descrigdo
dos transcritos e sua abundancia relativa nos diferentes tipos celulares ou organismos, € possivel inferir uma série de
mecanismos celulares subjacentes aos processos especificos de cada célula. Em geral, o primeiro passo para estudar
o transcriptoma de uma célula é pelo isolamento do seu mRNA. Ha diversos métodos utilizados para separar o
mRNA dos outros componentes da célula; o mais utilizado ¢ a passagem do material biolégico por uma coluna que
contém polimeros de desoxitimidina (poli-dT) imobilizados em uma resina. Como resultado, as moléculas de RNA
de organismos eucariotos que t€ém uma cauda de adeninas em sua por¢do 3’ serdo hibridadas com o poli-dT e
passardo a ficar imobilizadas nesta coluna, enquanto as outras moléculas bioldgicas continuardo livres, podendo ser
retiradas facilmente da coluna (Figura 13.6). E muito importante retirar proteinas ¢ DNA gendmico existentes no



homogenato celular das quais sdo extraidas as moléculas de RNA, visto que, dentre as proteinas presentes, podem
estar proteinas degradadoras do RNA, e o DNA gendmico pode ser um contaminante que ird interferir nas analises
em algumas das técnicas normalmente utilizadas para o estudo do mRNA.

Apbs o isolamento do mRNA, este costuma ser convertido em uma molécula de DNA por meio do uso de uma
enzima chamada transcriptase reversa. Ela tem origem viral e ¢ utilizada por esses virus para transformar seu
material genético na forma de RNA em moléculas de DNA que podem ser integradas no genoma da célula
infectada. Como o RNA serve de molde para a sintese da molécula de DNA, toda a informag¢do contida no RNA ¢
preservada na molécula de DNA. O motivo pelo qual convertemos a molécula de mRNA em uma molécula de DNA
deve-se ao fato de que moléculas de RNA sdo facilmente degradadas por enzimas chamadas RNAses, produzidas
em grandes quantidades por todos os organismos vivos e presentes no ambiente. Além disso, uma série de técnicas
de manipula¢do foi desenvolvida para moléculas de DNA e, ao transformar moléculas de RNA em DNA, ¢ possivel
fazer uso delas para o estudo de nossas moléculas. O DNA proveniente deste processo de transcri¢do reversa ¢é
denominado DNA complementar (cDNA).
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Figura 13.6 Purificagdo de mRNA com a utilizagdo de colunas com oligonucleotideos poli-dT imobilizados. Colunas
contendo oligonucleotideos poli-dT imobilizados (em vermelho) sdo carregadas com um homogenato celular contendo
moléculas de mRNA (barras azuis), DNA genémico (barras duplas roxas) e proteinas (enovelados laranjas). Somente
as moléculas de mRNA s&o retidas na coluna, devido a complementaridade do oligo-dT com as caudas poli-A
presentes na regido 3’ do mRNA. Apds lavagem da coluna para retirada de todo DNA e proteinas contaminantes, o
mRNA puro é recuperado com o aumento da temperatura, que desestabiliza a ligacao deste com o oligo-dT.

Sequenciamento de bibliotecas de DNA complementar

O modo mais simples de explorar cDNA ¢ realizar o seu sequenciamento. Técnicas de sequenciamento de DNA
foram desenvolvidas, inicialmente, na década de 1970 e possibilitam que a ordem de nucleotideos em uma molécula



de DNA seja deduzida. Com o intuito de permitir o sequenciamento sistematico de cDNA derivadas de um
transcriptoma, foram desenvolvidas técnicas de montagem das chamadas bibliotecas de cDNA, que consistem na
inser¢do das moléculas de cDNA geradas a partir da reacdo de transcri¢do reversa em um vetor de propagacdo (em
geral, um plasmideo), por meio de técnicas de clonagem. A clonagem ¢ realizada utilizando as moléculas de cDNA
geradas a partir de todas as moléculas de mRNA extraidas de um tecido ou célula. Em fung¢@o disso, as moléculas de
cDNA da biblioteca irdo representar o conjunto de moléculas de mRNA daquele tecido ou célula no momento em
que ocorreu a extragdo de seu mRNA. A insercdo em um vetor de propagagado torna possivel que essas moléculas de
cDNA possam ser utilizadas na transformagdo de células bacterianas, o que permitira que elas sejam facilmente
estocadas e amplificadas. O sequenciamento desses clones possibilita que se defina a ordenagdo dos nucleotideos do
polimero de acido nucleico, ¢ a técnica predominantemente utilizada € a técnica de Sanger.

O sequenciamento em larga escala de clones de bibliotecas de cDNA utilizando a técnica de Sanger foi
popularizado na década de 1990, com o maior acesso de pesquisadores a sequenciadores automaticos. Esse tipo de
equipamento possibilita que a realizagdo de um grande nimero de sequenciamentos de moléculas distintas (cerca de
100 sequéncias em maquinas comerciais modernas) ocorra de maneira paralela em um tinico experimento. Em geral,
esse tipo de sequenciamento ¢ realizado por escolha randomica de clones e realizagdo de uma uUnica reagdo de
sequenciamento por clone. Isso faz com que cada clone geralmente no seja sequenciado em toda a sua extensdo,
pois uma reacdo de sequenciamento ¢ capaz de determinar de 600 a 800 bases de um polimero e, em geral, cada
molécula de cDNA formada a partir do mRNA contém milhares de bases.

Esse tipo de sequéncia parcial gerada a partir de sequéncias de cDNA foi denominado, em inglés, expressed
sequence tag (EST), que significa “etiqueta de sequéncia expressa”. A ideia associada a producdo desse tipo de
sequéncia deriva do fato de que € extremamente trabalhoso gerar sequéncias completas de todos os transcritos de
uma célula ou tecido, pois requer a obten¢do de clones de cDNA que representem o transcrito em toda sua extensao.
Isso nem sempre ¢ comum, devido a baixa processividade da transcriptase reversa. Além disso, mesmo quando
obtemos um clone completo, € necessario realizar multiplas reagdes de sequenciamento iniciadas em pontos
diferentes da molécula para obter uma cobertura total de sequenciamento.

A geragdo de sequéncias parciais de transcritos ¢ relativamente mais direta, pois exige apenas que a molécula de
cDNA seja clonada e a realizacdo de uma unica reagdo de sequenciamento iniciada em uma das pontas da molécula.
Muitos pesquisadores preferem fazer um sequenciamento parcial, que possibilite a geracdo de sequéncias
representando uma grande amostragem dos transcritos de uma célula, em vez de produzir sequéncias completas de
poucos transcritos.

Apesar de esse tipo de abordagem fornecer uma informagdo incompleta sobre o transcriptoma, ele ¢ bastante
util, pois, mesmo com o sequenciamento parcial de um transcrito, geralmente € possivel — por meio de andlises
bioinformaticas — sugerir a fungdo da proteina codificada por ele. Isso ¢é feito pelo alinhamento da sequéncia parcial
da proteina codificada pelo transcrito, com proteinas com fun¢@o conhecida presentes em bancos publicos de dados
sobre moléculas bioldgicas (esse alinhamento é realizado utilizando o programa BLAST). Caso haja um alto nivel
de similaridade detectado entre o fragmento da proteina codificada pelo transcrito e alguma proteina com fungao
conhecida, pode-se atribuir uma possivel fun¢do a proteina codificada por esse transcrito. Obviamente, a
confirmacdo da funcdo da proteina somente ¢ possivel a partir da obtenc¢do da sequéncia completa do transcrito e a
realizacdo de experimentos bioquimicos com a proteina derivada deste transcrito. A partir de uma sequéncia parcial,
pode-se recuperar o transcrito completo por meio do clone correspondente na biblioteca de cDNA, ou de técnicas de
amplificacdo de pontas de cDNA (Figura 13.7).

Com a produg@o de um grande nimero de sequéncias parciais de transcritos de bibliotecas de cDNA, surgiu a
necessidade de criar bancos de dados especificos para armazenar esse tipo de informagdo. Em alguns casos, o banco
de dados gerado ¢ um mero repositorio onde estdo disponiveis todas as sequéncias parciais geradas. No entanto, ha
casos em que analises computacionais irdo agregar todas as sequéncias parciais produzidas para cada transcrito em
uma unica sequéncia, esperando-se obter sequéncias mais completas e diminuir a redundancia desses bancos de
dados (Figura 13.8).

Além disso, a contagem da frequéncia de sequenciamento de clones de um mesmo transcrito pode ser utilizada
como uma medida indireta de sua abundancia relativa. Isso ocorre porque a amostragem de clones da biblioteca
tende a ser randdomica; logo, se supormos que uma célula tem 100.000 transcritos e, dentre estes, existe um
transcrito A de alta abundancia com 1.000 copias, a chance de este ser amostrado no sequenciamento de uma copia



¢ de 1/100. Considerando um transcrito B de baixa abundancia com apenas 10 copias, a chance de esse transcrito ser
amostrado ¢ de apenas 1/10.000. Em um sequenciamento randomico de um nimero razodvel de clones da biblioteca
de cDNA desse exemplo hipotético, a frequéncia com que o transcrito A sera amostrado sera 100 vezes maior que o
transcrito B. A partir desse principio, é possivel comparar a frequéncia de sequenciamento de clones em bibliotecas
de cDNA origindrias de diferentes amostras para inferir quais transcritos sdo mais abundantes em cada amostra,
possibilitando levantar-se hipoteses sobre o papel desses transcritos nos diferentes processos celulares.
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Figura 13.7 Técnica de amplificagdo de pontas de mRNA. A barra no topo da figura representa uma molécula de
mRNA, contendo uma regiao central, cuja sequéncia € conhecida (em verde), e pontas desconhecidas (em rosa). As
setas representam oligonucleotideos iniciadores sintéticos; e a regiao preta em pontilhado, uma fita de cDNA recém-
sintetizada. A barra azul representa um adaptador de DNA cuja sequéncia é conhecida e que é ligado a ponta 5’, ou
encontra-se adjacente a um oligonucleotideo poli-dT. Nota-se que, no passo final, a molécula é flanqueada por dois
oligonucleotideos iniciadores, o que ira possibilitar a sua amplificagéo pela reagao em cadeia da polimerase (PCR).

ATCCCGGGGGGCTATGCC AGTCGTATCGAGTAATGTA
ATCCCGGGGGGCTATGCC AGTCGTATCGAGTAATGTA
NEAREN NEREN
ATCCCGGGGGGCTATGCC AGTCOTATCGAGTAATGTA

Figura 13.8 Procedimentos utilizados para agregar sequéncias parciais de um transcrito para a dedugéo de uma
sequéncia mais completa. Textos em verde, roxo e vermelho escuro representam diferentes sequéncias parciais
obtidas de um transcrito. A partir da determinagcéo de regides de sobreposi¢cao entre as pontas dessas sequéncias
(representada por barras horizontais), é possivel deduzir uma sequéncia final que agregue as informagdes de todas
juntas.

Nos ultimos anos, os métodos de sequenciamento de DNA evoluiram muito com o surgimento de aparelhos de
sequenciamento de segunda geragdo (next gemeration sequencing, em inglés). O sequenciamento tradicional
utilizando a metodologia de Sanger exige que cada molécula de cDNA seja isolada por técnicas de clonagem e,
depois disso, uma reacdo de sequenciamento separada ¢ realizada para cada clone diferente. Esse tipo de



procedimento ¢ extremamente trabalhoso quando se pretende sequenciar milhares de clones derivados de uma
mesma biblioteca. Na tecnologia de segunda geragdo, ha um processo de paralelizagdo das reacdes de
sequenciamento fazendo com que ocorram simultaneamente, dentro de um tnico ambiente, milhares de reagdes. A
Figura 13.9 representa uma reagdo em cadeia da polimerase em emulsdo, que exemplifica uma das técnicas que sao
utilizadas para possibilitar essa paralelizacdo de processos. Isso faz com que haja um grande aumento do niimero de
sequéncias de cDNA que podem ser geradas a um custo relativamente baixo. Esse tipo de técnica esta se tornando
cada vez mais popular para a caracterizagdo de transcriptomas, ja que possibilita uma grande cobertura dos
transcritos de uma célula ao custo de alguns poucos milhares de dolares.

Andlise do transcriptoma com técnicas de hibridacao

Além das técnicas de sequenciamento, existem outros tipos de técnicas que possibilitam inferir a abundancia dos
mRNA em uma amostra. Varias técnicas de detec¢do de mRNA se baseiam na hibridagdo entre fitas de DNA e
mRNA ou entre fitas de DNA e cDNA. E possivel utilizar esse tipo de técnica para detectar uma molécula
especifica de DNA, pois acidos nucleicos tendem a formar duplas-fitas somente quando héd duas fitas
complementares. Portanto, se houver um conjunto de moléculas de acido nucleico na forma de fita simples, é
possivel utilizar uma molécula fita simples especifica como sonda e verificar a quantidade de moléculas no conjunto
inicial de acidos nucleicos que sdo capazes de se hibridar com essa sonda. Com base nesse principio, foram
desenvolvidas técnicas como o Northern blot e de microarranjos de DNA, que possibilitam a deteccdo do nivel de
transcri¢do de um ou mais transcritos e diversas amostras. Ao contrario do sequenciamento, esse tipo de técnica
exige conhecimento prévio da sequéncia das moléculas de RNA para as quais se quer medir os niveis de transcrigao,
pois as sondas serdo sintetizadas a partir das sequéncias dos transcritos que se deseja monitorar. Assim, esse tipo de
técnica ndo serve para a primeira explora¢ao de um transcriptoma.
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Figura 13.9 Reacéo de amplificagdo de DNA em emuls&o. Devido a emulsificagao da solugdo, cada goticula formada
funcionara como um reator em separado. As fitas de DNA amplificados se ligam a particulas especiais colocadas na
solucdo, de modo que, apdés a quebra da emulsdo, seja possivel separar as moléculas provenientes de cada
microrreator.

A técnica de Northern blot foi desenvolvida na década de 1970, e utiliza uma Unica sonda para realizar a
detecgdo dos niveis de um tnico RNA em diversas amostras. Isso ocorre porque 0 mRNA ¢é imobilizado em um
suporte sélido que ¢ incubado com uma solu¢do contendo a sonda correspondente ao transcrito especifico de
interesse. Em geral, a sonda € marcada com isotopos radioativos ou moléculas fluorescentes, o que possibilita sua
detecgdo. Por meio da medida da quantidade de sonda que se hibrida aos RNA imobilizados, € possivel inferir a
abundancia de moléculas do transcrito especifico na amostra. Esse tipo de experimento ¢ muito Util quando se
deseja estudar um RNA especifico que esteja envolvido em um fendmeno biolédgico.

Uma grande vantagem dos microarranjos de DNA em relagdo ao Northern blot é que eles possibilitam monitorar
ao mesmo tempo os niveis de milhares de moléculas de DNA a um custo relativamente baixo ¢ com muito menos
trabalho que a realizagdo de multiplos experimentos de Northern blot. Isso torna tal técnica popular para abordagem
de problemas em que se busca propor um novo mecanismo especifico subjacente a fendmenos celulares. Em um
unico microarranjo, € possivel imobilizar dezenas de milhares de sondas, ndo existindo a necessidade de eleger um



numero limitado de transcritos para estudo. Isso ocorre porque, com as tecnologias atuais, ¢ possivel imobilizar em
uma unica ldmina o nimero equivalente de sondas ou superior ao nimero de transcritos distintos de um organismo,
sendo possivel representar praticamente todo o transcriptoma. Uma vez sintetizadas as sondas, é possivel construir
centenas de ldminas que podem ser utilizados em diversos experimentos, possibilitando comparagdes entre
diferentes amostras de modo rapido e pratico. Um exemplo de comparacdo interessante que poderia ser realizada
com esse tipo de plataforma € a comparagdo entre amostras de diversos pacientes em um estudo clinico, ou em um
estudo temporal de efeito de uma substincia em um conjunto de células. Em func¢do da dindmica dos transcriptomas,
¢ esperado que cada amostra apresente um perfil diferente das outras, o que pode indicar efeitos de uma substancia
sobre a expressdo de um determinado gene, ou at¢ mesmo diferengas de respostas entre individuos (Figura 13.10).
Uma dificuldade causada pela grande quantidade de dados gerados pelos experimentos de microarranjos € que o
processamento e a interpretagdo dos dados ndo sdo triviais, exigindo testes estatisticos para verificar quais
transcritos apresentam, de fato, expressdo diferencial. Esse tipo de necessidade evidencia o papel cada vez mais
importante que a bioinformatica tem para a analise de conjunto de dados biologicos em larga escala.

Deteccao e quantificacdo de RNA mensageiro com a utilizacdo da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR)

Outro tipo de técnica utilizada para o estudo do transcriptoma ¢ o chamado PCR em tempo real. Ela se baseia na
amplificacdo de cDNA pela reacdo em cadeia da polimerase, sendo a amplificagdo de cada transcrito monitorada
por meio de moléculas fluorescentes que passam a emitir maior quantidade de luz a medida que uma maior
quantidade de cDNA ¢ amplificada. Como nos estagios iniciais da reacdo de PCR a amplifica¢do é exponencial, é
possivel inferir a quantidade de cDNA original a partir do numero de ciclos de PCR necessarios para a amostra
apresentar uma concentragdo preestabelecida de DNA. Quanto menos ciclos forem necessarios para a amostra
chegar a essa concentragdo, maior a concentragao inicial de cDNA. Esse tipo de técnica tem a vantagem de exigir
uma baixa quantidade de cDNA, pois se baseia em uma técnica de amplificagdo. Além disso, por utilizar
oligonucleotideos especificos como iniciadores da reacdo de PCR, a amplificagdo de cDNA ¢ bastante especifica,
sendo geralmente amplificado somente o DNA correspondente ao transcrito de interesse. No entanto, pelo fato de
podermos realizar somente a analise de um transcrito em cada tubo, apenas um pequeno conjunto de genes pode ser
monitorado por experimento.
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Figura 13.10 Exemplo de visualizagdo de uma analise de dados de microarranjos. No grafico, cada linha representa
os resultados do experimento de um paciente diferente, enquanto cada coluna corresponde ao resultado da medida
do nivel de expressédo de uma sonda especifica que corresponde a um transcrito. A coloragao indica uma expressao
aumentada (vermelho) ou diminuida (verde) para aquele gene com relagéo a média dos pacientes.

Proteoma | Conjunto de moléculas efetoras da maioria dos processos celulares

As proteinas representam um grupo extremamente versatil de biomoléculas. Um dos motivos é que os 21
aminoacidos que podem compor uma proteina apresentam cadeias laterais com propriedades fisico-quimicas
bastante distintas. Portanto, diferentes combina¢des de aminodcidos irdo gerar proteinas com as mais diferentes
conformagoes e propriedades. Essa caracteristica das proteinas se traduz no fato de que elas s@o os biopolimeros
mais versateis dos organismos vivos, podendo atuar em diversos contextos celulares, como moléculas estruturais,
enzimas, moléculas sinalizadoras, entre outras fungdes. Além disso, sdo encontradas nos diferentes ambientes
celulares, podendo estar no citoplasma, associadas a membranas, no nucleo, associadas ao DNA, entre outros.

As proteinas s3o os grandes efetores dos diversos processos celulares e, por isso, o seu estudo ¢ de grande
interesse para os pesquisadores. Elas sdo essenciais para a criacdo e a manuten¢do das outras macromoléculas,
sendo responsaveis pela replicagdo do DNA, a transcri¢do do RNA e a sintese de carboidratos ¢ lipideos. Assim, a
descri¢do da sintese ¢ degradagdo dessas diversas biomoléculas passa por uma verificagdo da abundancia e
regulagdo das proteinas que compdem essas rotas metabolicas.

Além disso, sdo sintetizadas a partir da informagao contida na molécula de mRNA, que ¢ traduzido pelo
ribossomo das células para a sintese de uma proteina especifica. Cada mRNA que se encontra no citoplasma ¢
traduzido por multiplos ribossomos que migram em uma dire¢do especifica da molécula, transformando a
informagdo do RNA em polimeros de aminoacidos. Continuamente, hé a ligacdo de novos ribossomos a molécula
de RNA, fazendo com que cada molécula esteja ligada a multiplos ribossomos em diferentes estigios da tradugéo.
Considerando esse cenario, quanto maior o niumero de moléculas de um mRNA codificado para uma proteina
especifica, maior € o nimero de ribossomos recrutados para a sintese dessa proteina e, portanto, resultara em sua



maior concentragdo final (Figura 13.11). Assim, pode-se estimar a abundancia de proteinas utilizando a quantidade
de mRNA como medida indireta.

No entanto, isso ndo leva em consideracdo o fato de que existem mecanismos que podem estimular a sintese
proteica a partir de um mRNA, bem como mecanismos especificos de degradagdo de proteinas, que, certamente,
podem alterar a correlacdo entre abundancia de proteinas e correspondentes mRNA. Consequentemente, a medida
direta dos niveis das diferentes proteinas em uma célula ou tecido é muito importante para avaliagdo completa dos
sistemas moleculares atuantes.

Ademais, em muitos casos, a atividade de uma proteina pode ser alterada por modificagdes pds-traducionais.
Tais modificagdes consistem na ligacdo de grupos quimicos a cadeia de proteina apds sua sintese, como a
glicosilacdo e a fosforilagdo de proteinas. A glicosilagdo € um evento que geralmente ocorre em proteinas secretadas
que sdo direcionadas ao reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi. A proteina sio adicionados diversos residuos
de agucar que podem alterar significativamente seu peso molecular. A fosforilagdo, por outro lado, ¢ uma
modificagdo bem mais simples, que consiste na adi¢do de um grupo fosfato em uma proteina. Apesar de ser um
grupo pequeno e que, a principio, ndo deveria alterar muito a estrutura da proteina, fosforilagdes sao utilizadas como
sinais para ativar/desativar uma série de proteinas envolvidas em catélise ou sinalizacao.

As andlises do proteoma de uma célula ou tecido devem considerar todas as peculiaridades das proteinas. Logo,
ndo se trata de um mero esforgo de detecté-las, mas inclui também identificar compartimentos celulares nos quais se
encontram essas proteinas e detectar eventuais alteragdes pos-traducionais em seus subconjuntos.
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Figura 13.11 Esquema que indica a variagdo de quantidade de mRNA (barras horizontais) em duas situagdes
diferentes. Em razao desse aumento, ocorre um crescimento proporcional no nimero de proteinas produzidas a partir
da traducado dessas mensagens.

Métodos para estudar o proteoma

Limitagées no estudo de proteomas

O estudo do transcriptoma avangou muito nas ultimas décadas, em funcdo do avango nas técnicas de
sequenciamento e hibridacdo. No entanto, ¢ necessario lembrar que a principal fungdo do mRNA ¢ codificar
proteinas que serdo produzidas com o auxilio do ribossomo. Assim, a presen¢a de determinados niveis de mRNA no
citoplasma ndo acarretaria diretamente em nenhum processo celular especifico, e somente a partir do momento em
que uma proteina é produzida com base neste mRNA ¢ que, de fato, ocorrerdo mudangas no ambiente celular.
Pode-se perguntar, portanto, por que existem tantos estudos buscando quantificar as moléculas de mRNA, para
utiliza-las como uma medida indireta de seus niveis, em vez de realizar a medida direta de seus niveis. Isso ocorre
porque as moléculas de mRNA sdo facilmente convertidas em cDNA e podem ser, entdo, facilmente amplificadas e
manipuladas por meio de técnicas de biologia molecular. Isso possibilita que mesmo porg¢des diminutas de mRNA
possam ser amplificadas e depois analisadas. O sequenciamento de DNA ¢ uma técnica consistente e facilmente



utilizavel em larga escala, viabilizando a analise simultdnea de milhares de moléculas de mRNA e a detecgdo até
mesmo das moléculas mais raras.

Em contraste, técnicas de manipulacdo de proteinas sdo relativamente limitadas, ndo existindo, por exemplo,
técnicas que possibilitem sua amplificagdo. Isso ocasiona uma grande dependéncia da quantidade e qualidade do
material bioldgico a partir dos quais serdo extraidas as proteinas. Como consequéncia, o detalhamento com a qual se
consegue estudar proteomas é geralmente menor, muitas vezes restringindo-se as proteinas mais abundantes do
sistema estudado, ou a um subconjunto de proteinas selecionadas com base em alguma caracteristica desejada.

Além disso, devido a grande heterogeneidade do comportamento das proteinas, muitas vezes ¢ dificil estabelecer
protocolos universais para extracdo ¢ processamento de proteomas. Isso faz com que seja necessario desenvolver
protocolos bastante especificos para o estudo de proteomas de determinados organismos, ou para estudo de certos
subconjuntos do proteoma. Tal fato é bastante contrastante com o estudo de transcriptomas, cujo maior desafio ¢ a
obtencdo de RNA puro e integro, sendo os protocolos posteriores praticamente universais. Assim, o estudo de
proteomas passa a exigir um preparo muito mais sofisticado dos experimentos, além de dificultar o estabelecimento
de rotinas de preparo de amostras que possibilitem iniciativas em larga escala de exploracdo de proteomas de
diversos organismos.

Fracionamento de amostras bioldgicas

r

Em razdo das limitagdes da técnica prote6mica, em muitas ocasides € necessario um processo inicial de
fracionamento de amostras que possibilite um direcionamento a proteinas de interesse. Uma técnica bastante
utilizada é o fracionamento celular por meio de ultracentrifugagdo. Essa separag¢do se baseia no principio de que,
uma vez que a célula seja rompida e homogeneizada em procedimentos controlados, ela ira liberar suas organelas,
que podem entdo, ser fracionadas. Tal fracionamento é realizado por centrifugagio a altas velocidades (que geram
forgas da ordem de centenas de milhares de vezes a forca da gravidade), aproveitando-se das diferentes taxas de
sedimentacdo entre as organelas. Organelas com maior tamanho e densidade tendem a se sedimentar com maior
facilidade em comparagdo aquelas de baixo tamanho e densidade. Assim, particulas maiores, como o nucleo,
tendem a se sedimentar rapidamente quando submetidas a centrifugagdes a velocidades que geram forcas de cerca
de 1.000 vezes a gravidade, enquanto as outras organelas sedimentardo muito lentamente a essa velocidade e, na
pratica, continuardo em solucdo. Por meio de sucessivas centrifugagdes a diferentes velocidades, ¢ possivel separar
diversos componentes celulares, viabilizando, assim, o estudo individualizado das proteinas de cada uma dessas
fragdes.

Isolamento de complexos proteicos

Existem outras técnicas que permitem restringir um subconjunto do proteoma para analises. Um exemplo ¢ a técnica
de coimunopurificagdo, que consiste em utilizar um anticorpo produzido contra uma proteina especifica e imobiliza-
lo em uma coluna ou resina. Anticorpos sdo proteinas produzidas pelo sistema imune que t€m a capacidade de
reconhecer de modo bastante especifico regides de proteinas. Uma vez que o anticorpo se liga a uma proteina,
forma-se uma interacdo bastante estavel. Quando o anticorpo ¢ incubado com o extrato proteico, ele ira se ligar a
proteina-alvo e, por consequéncia, ird imobilizd-lo também na resina. Juntamente com essa proteina, serdo
imobilizadas todas as outras que estejam interagindo diretamente ou facam parte do mesmo complexo proteico
(Figura 13.12). Uma vez que o complexo ¢ imobilizado na resina, ¢ facil retira-lo da solucdo, separando-o, assim,
das outras proteinas do organismo.
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Figura 13.12 Representacdo esquematica de imunopurificagdo. Anticorpos reagentes com a proteina representada
em vermelho sdo imobilizados em uma coluna. Apds a passagem de uma solugdo contendo diversas proteinas
(representadas por circulos), somente a proteina representada em vermelho se ligara ao anticorpo e sera retida na
coluna. Outras proteinas interagindo com essa proteina também serao retidas. Posteriormente, uma solugdo com pH
muito baixo ou alto é adicionada para desestabilizar a ligagao proteina-anticorpo e possibilitar a recuperagédo das
proteinas do complexo.

Uma técnica alternativa a utilizacdo de anticorpos para estudo de complexos proteicos ¢ a de purificagdo por
afinidade em tandem (TAP), que purifica o complexo proteico a partir de duas sucessivas purificagdes com base na
afinidade de peptideos que sdo adicionados a cadeia de uma das proteinas do complexo. Nesse tipo de técnica, é
selecionada uma proteina “isca”, com a qual se supde que outras proteinas interajam. Uma copia do gene
codificando para essa isca € preparada contendo, em fusdo, duas regides codificando duas por¢des derivadas de
diferentes proteinas. Em geral, essas duas porgdes codificam um peptideo ligante de calmodulina e uma porgéo
ligante de IgG da proteina A de Staphylococcus aureus. A calmodulina ¢ uma proteina que se liga a outras em um
processo dependente de ions cdlcio. A proteina A tem a capacidade de se ligar a regido invaridvel de anticorpos do
tipo IgG. Em ambos os casos, a interagdo dessas proteinas com seus ligantes é bastante especifica e, por isso, elas
sdo utilizadas para a purificacdo a partir de afinidade. Entre as duas por¢des codificantes para esses peptideos existe
ainda um sitio de clivagem da TEV protease (Figura 13.13 A).

Assim, nesses estudos, o gene em analise ¢ adicionado ao organismo de interesse, o qual passard a expressar
uma cdpia adicional da proteina do complexo proteico. A proteina codificada por essa nova copia tera uma por¢ao
adicional contendo os peptideos em fusdo. Apds a expressdo desse gene, a proteina resultante passara a formar o
complexo com as outras proteinas, do mesmo modo que a proteina nativa. A purificacdo dos complexos proteicos é
realizada pela passagem do produto de lise celular em uma coluna contendo IgG imobilizado, na qual a por¢ao da
proteina A ird se ligar e, com isso, imobilizar o complexo proteico na coluna. Apds a lavagem para retirada das
proteinas que ndo interagem com a coluna, ¢ realizada uma digestdo com a TEV protease, que separara a por¢ao
contendo a porcao da proteina A do restante da proteina, e fazendo com que o complexo proteico se desligue da
coluna. Um segundo passo de purificagdo ¢ realizado utilizando uma coluna contendo calmodulina imobilizada. Na



presenga de célcio, ocorre a ligagdo entre a calmodulina imobilizada e o peptideo ligante de calmodulina existente
na proteina do complexo. Isso possibilita um segundo passo que garantird melhor purificagdo do complexo, o qual,
apos a lavagem, pode ser desligado da coluna com a retirada do calcio tampao (Figura 13.13 B). A realizacdo dessas
duas purificagdes permite que o produto final seja o complexo proteico com alto grau de pureza, o que viabiliza
analises posteriores para identificacdo de suas proteinas componentes. Existem casos em que os fragmentos de
proteina A e peptideo ligador de calmodulina sdo substituidos por outras proteinas que apresentam afinidade por
outros compostos, mas o principio de purificacdo continua o mesmo.

Técnicas de separacao de proteinas e peptideos

Diversas estratégias empregadas para separacdo de proteinas e peptideos em experimentos de protedmica utilizam
técnicas eletroforéticas ou cromatograficas. E necessario notar que, ao trabalhar com identificagdo de proteinas, em
algum ponto do processo deve ocorrer a sua digestdo com o auxilio de proteases para a formacao de peptideos. Isso
€ necessario porque a analise de peptideos por meio da técnica de espectrometria de massa € mais informativa que a
analise de proteinas inteiras. Portanto, dentro de uma estratégia para caracterizacdo de proteomas, podemos
encontrar, muitas vezes, passos de separagdo de proteinas, seguidas de uma protedlise e passos seguintes de
separagdo e purificacdo de peptideos.
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Figura 13.13 Representagdo esquematica de uma purificagao por afinidade em tandem (TAP). A. Representacao das
diferentes regibes da proteina de fuséo incluindo regides codificando para proteina A, sitio de clivagem da TEV
protease (TEV) e peptideo ligante de calmodulina (PLC). B. Representacédo dos diferentes passos de purificagdo do
complexo de interagdo envolvendo a proteina-isca.

A separagdo de proteinas geralmente ¢ realizada por meio de técnicas eletroforéticas. Um tipo de técnica classica
para separagdo de proteinas é através de eletroforese de géis de poliacrilamida contendo o detergente sodio
dodecilsulfato (SDS). Esse tipo de técnica possibilita separar proteinas com base em seu peso molecular, pois o SDS
¢ um detergente anidnico que ird se intercalar a uma proteina linearizando-a ¢ dando uma carga negativa



relativamente uniforme a todas as proteinas. Assim, todas as moléculas de proteinas passam a ter aproximadamente
a mesma carga e formato, e, quando submetidas a um campo elétrico, o principal parametro que ird determinar a sua
velocidade de migragdo é a sua massa molecular (Figura 13.14). Apesar de ser uma técnica bastante consistente,
esse tipo de separacdo ndo ¢ muito eficiente quando temos uma mistura complexa de proteinas. Isso ocorre porque,
nesse tipo de mistura, sdo esperadas vdarias proteinas com massa molecular semelhante e que irdo migrar até
praticamente a mesma regiao do gel.

Outra técnica interessante para a separacdo de proteinas ¢ a chamada focalizagdo isoelétrica. As cadeias laterais
das proteinas apresentam grupos capazes de serem ionizados, ¢ a carga desses grupos ira depender do pH onde eles
se encontram. A carga de uma proteina em certo pH serd a somatoria das cargas apresentadas pelas suas cadeias
laterais. Esse tipo de técnica aproveita-se das diferentes cargas apresentadas por proteinas em um pH, e consiste em
submeter as proteinas a um campo elétrico em um gradiente imobilizado de pH. Quando realizada uma focalizagao,
proteinas com uma carga total negativa serdo atraidas para o anodo; no entanto, a medida que migram, elas irdo para
regides com menor pH e, portanto, tenderdo a adquirir prétons que irdo neutralizar as suas cargas negativas. A
migragdo continua até o ponto em que a protonagdo da proteina neutraliza as cargas negativas e a proteina passa a
ser neutra, ndo respondendo mais ao campo elétrico. O oposto ocorre com uma proteina com carga positiva, que ira
migrar para o catodo até que seja suficientemente desprotonada para se tornar neutra; a regido do gradiente de pH
em que cada proteina ira se concentrar é correspondente ao seu ponto isoelétrico (pl).
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Figura 13.14 Representacdo esquematica de separagdo de proteinas com gel de poliacrilamida com SDS.
Primeiramente, as proteinas enoveladas séo linearizadas com a exposigdo ao SDS e, depois, sdo submetidas a
eletroforese em gel de acrilamida. Durante a separagao, as proteinas migrardo do polo positivo para o negativo, e as
proteinas de menor peso molecular migrarao mais rapidamente. Nota-se que as proteinas roxas e azuis tém peso
molecular semelhante e ndo sdo bem separadas por esse tipo de técnica.

A combinag@o das metodologias de isoeletrofocalizag@o e eletroforese em gel de acrilamida com SDS define a
técnica de eletroforese em bidimensional. Tal técnica foi desenvolvida na década de 1970 pelo pesquisador Patrick



O’Farrell, cujo objetivo era estabelecer um sistema de separagdo que caracterizasse mudancas no padrdo de
expressdo de proteinas causada por mutagdes que afetavam o desenvolvimento de algas do género Volvox. Em
primeiro lugar, as proteinas sdo separadas por isoeletrofocalizagdo em uma fita contendo um gradiente de pH e,
posteriormente, essa fita é colocada no topo de um gel de poliacrilamida contendo SDS e submetida a eletroforese
(Figura 13.15). Isso favorece que as proteinas se distribuam nesse gel de acordo com o seu pl no eixo horizontal e
pelo seu peso molecular no eixo vertical. Como resultado, elas serdo representadas por pontos no gel apds a sua
coloracdo com reagentes especificos para deteccdo de proteinas, sendo o posicionamento desses pontos reflexo de
tais aspectos (Figura 13.15).

As proteinas nativas sdo submetidas a um processo de isoeletrofocalizagdo em um gradiente imobilizado de pH.
As diferentes proteinas irdo se concentrar em faixas de pH correspondentes ao seu pl. Apos a focalizacdo isoelétrica,
o suporte solido contendo as proteinas ¢ colocado no topo de um gel de poliacrilamida com SDS, e as proteinas sao
desenoveladas e passam a migrar de acordo com o seu peso molecular. No gel final, elas serdo separadas pelo seu
ponto isoelétrico no eixo horizontal ¢ pelo seu peso molecular no eixo vertical. Proteinas com pontos isoelétricos
semelhantes (vermelha e amarela) ndo sdo bem separadas na primeira etapa; no entanto, pela diferenca de peso
molecular, acabam sendo separadas na segunda. As proteinas rosa e azul que ndo eram bem separadas na Figura
13.14 também passam a ter uma boa separagao.

Aquelas separadas pela técnica de eletroforese bi-dimensional podem entdo ser individualmente analisadas para
estabelecer as suas identidades. Com essa finalidade, as regides correspondentes a cada ponto do gel sdo recortadas
€ passam por um processo que ird resultar na digestdo de proteina em peptideos. Essa digestdo é realizada por
proteases que contém regides especificas de corte, o que possibilita prever os peptideos que serdo formados a partir
da digestao de cada proteina do organismo. A protease mais utilizada em experimentos de protedmica € a tripsina,
que realiza cortes nas liga¢des peptidicas do grupo carboxila dos aminoacidos lisina ou arginina com o grupamento
amino de qualquer outro aminoacido. Essa digestdo € realizada nos proprios fragmentos de gel recortados, que sdo
desidratados e depois reidratados com uma solucao contendo a protease. Uma vez que a digestdo é completada, os
peptideos formados ndo sdo mais retidos pela malha do gel, devido ao seu pequeno tamanho, e se difundem na
solugdo na qual o gel se encontra mergulhado.
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Figura 13.15 Representagdo esquematica da separagdo de proteinas por meio da técnica de eletroforese
bidimensional.

Além disso, todas as ligagdes dissulfeto realizadas pela proteina por meio de seus residuos de cisteina sdo
reduzidas, e grupos quimicos sdo ligados aos grupos SH livres formados para impedir o restabelecimento das
ligacdes dissulfeto. Esse tipo de tratamento ¢ realizado porque, apos a tripsinizagdo, os peptideos formados que
contenham pontes dissulfeto entre si estardo ligados covalentemente. Logo, para posterior analise ¢ identificagdo
desses peptideos, seria necessario prever essas ligagcdes por pontes dissulfeto, o que ndo € trivial, complicando a
analise dos peptideos.

Em adigdo aos métodos de separacdo de proteinas por eletroforese bidimensional, ¢ possivel realizar estudos de
protedmica através de métodos de separagdo cromatografica. Esse tipo de abordagem geralmente tem enfoque na
separagdo de peptideos apds a digestdo de proteinas. Inicialmente, uma solucdo contendo proteinas é digerida com
tripsina ou outra protease, e serda formada uma mistura complexa contendo peptideos provenientes de todas as
proteinas que se encontravam em solugdo. Essa mistura de peptideos é entdo separada a partir de técnicas
cromatograficas, com o objetivo de criar fragdes com uma complexidade menor que a mistura inicial (Figura 13.16).
Proteinas de uma mistura s3o digeridas com tripsina (pontos de digestdo indicado por setas). Os diferentes peptideos
resultantes sdo representados por barras com colorag@o idéntica a proteina de origem e numeradas para possibilitar a
distin¢do entre os peptideos gerados. Uma separagao desses peptideos em uma coluna cromatografica é representada



com peptideos separados em diferentes fragdes, de acordo com suas propriedades de interagdo com a coluna e o
solvente, e alguns peptideos ainda retidos na coluna neste momento do processo.

No caso de amostras bastante complexas, como a fragdo total de proteinas soliveis de uma célula, mais de um
tipo de separagdo cromatografica ¢ normalmente utilizado no processo. A abordagem mais comum ¢ realizar uma
primeira separacdo em uma coluna de troca catidnica, onde os peptideos serdo separados com base em sua afinidade
por uma coluna negativamente carregada, e as fragdes formadas a partir dessa coluna serdo, em seguida, separadas
por uma coluna hidrofébica, que ira separar peptideos com base na sua afinidade por uma coluna que tem uma
cadeia hidrocarbdnica alifatica. Cada fragdo da coluna original ird ser subfracionada, criando um grande ntimero de
amostras, cada uma contendo um nimero limitado de peptideos que apresentam caracteristicas semelhantes em
termos de interagdo com grupos carregados negativamente ¢ com grupos hidrofobicos. A divisdo da amostra em
varias fracdes ¢ importante, pois, ao analisar uma mistura complexa em um espectrometro de massa, somente um
numero limitado de peptideos sera detectado por amostra, ja que eles competem no passo inicial de ionizagdo. Ao
subdividir-se a amostra, ocorre a detecgdo de um numero muito maior de peptideos, pois cada fracdo serd menos
complexa e, portanto, o numero de peptideos competindo pela ionizagdo sera menor.
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Figura 13.16 Esquema de separagao de peptideos por meio de técnicas cromatograficas.



Em varios casos, utiliza-se uma combinagao de técnicas eletroforéticas e cromatograficas, a fim de obter melhor
separacdo de peptideos para analise com espectrometria de massa. Um exemplo é a metodologia chamada Gel-LC,
que se inicia com uma separacdo de proteinas por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS, que ira
separar as proteinas por peso molecular. Apds isso, o gel de poliacrilamida ¢é recortado, separando-se as diversas
faixas de tamanho, e cada um dos recortes € processado separadamente para obtencdo dos fragmentos tripticos das
proteinas contidas em cada fracdo. Cada uma das solugdes contendo os peptideos resultantes é submetida a um
processo cromatografico que ira separar os peptideos componentes em fragcdes que serdo analisadas por

espectrometria de massa.

Utilizacao de espectrometria de massa para estudo de proteomas

A analise de peptideos em experimentos de protedmica é realizada utilizando a técnica de espectrometria de massa
(ver o boxe “Desenvolvimento da espectrometria de massa”). Esse tipo de técnica possibilita medidas muito
precisas da massa molecular de moléculas e pode ser utilizada para determinar a composi¢dao de polimeros
biologicos, incluindo peptideos e proteinas. Trata-se de uma técnica com alta sensibilidade, o que é muito
importante quando trabalha-se com moléculas biologicas, pois a quantidade de uma proteina extraida de material
biologico costuma ser limitada.

Espectrometros de massa sao aparelhos que utilizam campos eletromagnéticos para determinar de modo extremamente preciso a massa de ions
produzidos a partir da ionizacdo de uma amostra. E reconhecido que o desenvolvimento desse tipo de aparelho iniciou-se com os experimentos de
J. J. Thomson, no inicio do século 20, que realizou a deflexao de gases ionizados em cameras de vdcuo, utilizando campos eletromagnéticos, e
demonstrou que essa deflexdo dependia da relacao massa/carga do ion, estabelecendo, assim, os fundamentos para o desenvolvimento desse tipo
de aparelho. Durante as trés primeiras décadas do século 20, Francis Ashton (que havia sido aluno de Thomson) e outros cientistas aperfeicoaram
esse aparato inicial, melhorando a sua resolugao, e forneceram evidéncia da existéncia de isétopos para uma grande parte dos elementos quimicos.
A partir da década de 1940, os espectrometros de massa passaram a se popularizar, e aparelhos comerciais ficaram disponiveis e foram utilizados
nao somente por fisicos, mas por quimicos interessados em determinar a composicdo quimica de amostras. Somente na década de 1980, com o
desenvolvimento de técnicas suaves de ionizaao, foi possivel utilizar a espectrometria de massa para estudo de biomoléculas.

Pelo menos cinco cientistas que desenvolveram técnicas criticas para o desenvolvimento e aperfeicoamento da espectrometria de massa foram
ganhadores do Prémio Nobel: Joseph John Thomson, Prémio Nobel de Fisica de 1906; Francis William Aston, Prémio Nobel de Quimica de 1922;
Wolfgang Paul, Prémio Nobel de Fisica de 1989; John Bennet Fenn e Koichi Tanaka, Prémio Nobel de Quimica de 2002.

r

O primeiro passo necessario para a analise de peptideos é a sua ionizagdo. Isso € necessario porque o
espectrometro de massa trabalha com campos elétricos e, portanto, moléculas sem carga sdo invisiveis para esses
aparelhos. Além disso, as moléculas devem passar a fase gasosa para que possam ser analisadas pelo aparelho.
Existem diversas técnicas para ionizar moléculas, mas as mais utilizadas para analise de peptideos s@o o
electrospray ¢ MALDI (ionizacdo/dessor¢do de matriz assistida por laser), que, por serem técnicas suaves de
ionizagdo, preservam a estrutura de biomoléculas.

A técnica de ionizacdo por eletrospray se baseia na passagem de liquido por uma agulha que esteja carregada
eletricamente. Isso produz uma série de goticulas com cargas. Tais goticulas passardo por uma regido com gas
quente que levara a evaporagdo do solvente e, como resultado, teremos os peptideos de interesse ionizados e em fase
gasosa. J4 a técnica de ionizagdo por MALDI consiste na mistura da substancia a ser analisada a uma matriz que tem
a propriedade de absorver energia luminosa. Quando um /aser é aplicado a essa matriz, ela rapidamente absorve
energia, ionizando a amostra e ejetando-a para a fase gasosa.

As amostras de peptideos ionizadas serdo objeto de analise por aparatos que possibilitardo medir a sua relacdo
de massa molecular/carga com grande exatiddo. Existem diversos tipos de analisadores que fardo essa medida, cada
um com suas caracteristicas especificas. Independentemente do analisador, o resultado final obtido sera um grafico
contendo, no eixo X, as diferentes relacdes massa molecular/carga e, no eixo Y, a intensidade de detecgdo (Figura
13.17). Ha uma série de metodologias que possibilitam que a carga do peptideo detectado seja determinada, sendo
possivel converter esse grafico em um que represente apenas as massas moleculares dos peptideos detectados em
seu eixo X.



Esse tipo de dado pode ajudar na identificagdo de uma proteina, pois cada pico ira representar um peptideo
diferente. Se a amostra injetada contiver peptideos de uma tinica proteina (como no caso de um ponto recortado de
um gel resultante de uma eletroforese bidimensional), pode-se considerar que esse espectro ¢ uma espécie de
impressao digital da proteina. A partir dos bancos de sequéncias de proteinas, sdo realizadas digestdes virtuais com
a enzima proteolitica utilizada no experimento, o que torna possivel predizer os peptideos formados por cada
proteina. Sdo entdo deduzidos os espectros teoricos para cada proteina do banco de dados, e estes sdo comparados

com o espectro experimental, para determinag¢do do espectro com maior taxa de coincidéncia (Figura 13.18).
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Figura 13.17 Espectro de massa de uma amostra contendo peptideos. O eixo x indica a relagdo massa/carga das
substancias detectadas (m/z); o eixo y indica a intensidade de cada pico. Os niumeros acima dos picos indicam a
medida exata de m/z de alguns dos picos detectados.

Diversas sequéncias de um banco de dados s@o analisadas, possibilitando a constru¢do de um espectro de massa
teorico para cada um deles. A comparagdo entre o espectro experimental ¢ os tedricos (linha pontilhada) torna
possivel verificar coincidéncias e, a partir delas, encontrar o espectro que forneca uma identificagdo confiavel.

Nao se espera que haja 100% de coincidéncia entre os picos do espectro tedrico e o experimental de uma
proteina, pois, durante o passo de ionizacdo, nem todos os peptideos sdo efetivamente ionizados e, portanto, alguns
serdo perdidos durante o processo. Logo, o processo de comparagdo entre espectros teoricos ¢ experimentais deve
ser auxiliado por uma analise estatistica que indique o grau de confianca da identificagdo de uma proteina com base
no nimero de picos coincidentes entre os dois espectros.

Esse tipo de abordagem apresenta algumas limitagdes, visto que, dependendo do nimero de picos de peptideos
detectados e do tamanho do banco de dados de proteinas utilizado, podem ocorrer diversas coincidéncias entre
espectros teoricos de proteinas ndo relacionadas e o espectro experimental, de modo que o resultado ndo sera
confiavel. Além disso, € necessario que cada amostra injetada no espectrometro de massa contenha apenas peptideos
derivados de uma tnica proteina, o que exclui certas abordagens em larga escala que realizam a clivagem de varias
proteinas simultaneamente e posterior separacdo dos peptideos resultantes.

Devido a essas limitagdes, em geral, a analise de mistura de peptideos produzidos a partir da digestdo de
multiplas proteinas precisa ser avaliada por uma metodologia que forneca mais detalhes do que a simples
espectrometria de massa. Isso ¢ alcancado com a utilizacdo da espectrometria de massa em tandem, também
referenciada como MS/MS. Nessa técnica, cada uma das moléculas representadas pelos picos gerados pela
espectrometria de massa tradicional passa por um processo adicional de fragmentacdo. Os fragmentos gerados
também terdo a sua relagdo massa/carga medida pelo espectrometro, formando um espectro de fragmentacdo para
cada um dos picos do espectro original.

Em geral, a fragmentacdo dos peptideos no processo de MS/MS ¢ obtida pelo choque destes com um gas inerte,
geralmente o argonio. Nessas condic¢des, os peptideos tendem a sofrer quebras principalmente em suas ligagdes
peptidicas (Figura 13.19). E possivel selecionar um tinico peptideo de uma mistura para analise de fragmentagio por
vez, pois os aparelhos que realizam espectrometria de massa em tandem tém uma espécie de filtro de massas



(chamado de quadrupolo), que permite selecionar ions dentro de uma faixa estreita de massa molecular/carga. Os
fragmentos resultantes passam entdo para o analisador do aparelho, que ird registrar o espectro de massa
correspondente aos novos fragmentos gerados. Na pratica, isso possibilita que, ao injetar no aparelho uma mistura
de peptideos, ele seja capaz de separar cada um deles e gerar um espectro de fragmentacao individual.

Nesse tipo de experimento, além da medida da massa de cada peptideo, sera obtido um registro dos fragmentos
gerados a partir de quebras na sua cadeia principal. Assim, espera-se que seja formada uma série de fragmentos que
tenham diferencas de massa de um aminodcido (Figura 13.20).

A medida da massa exata de cada um dos fragmentos permite determinar sequencialmente cada um dos
aminoacidos de uma cadeia polipeptidica. Os Unicos aminoacidos para os quais ndo ¢ possivel realizar uma
distingdo por espectrometria de massa sdo a leucina e isoleucina, que apresentam massas idénticas entre si. No
entanto, para realizar esse tipo de sequenciamento, ¢ necessario um espectro de fragmentagdo de 6tima qualidade,
que garanta a definicdo de pelo menos um fragmento para cada ligagdo peptidica existente no peptideo.
Infelizmente, a obtencdo de espectros com a qualidade necessaria ndo é comum, pois nem sempre os fragmentos
representando a quebra de cada ligagcdo peptidica estdo presentes no espectro produzido; além disso, picos
representando quebras em ligagdes em regides diferentes da molécula podem complicar a analise do espectro.
Assim, ndo ¢ possivel realizar o sequenciamento de peptideos de modo sistematico, como acontece para acidos
nucleicos. Isso impede um sequenciamento em larga escala do protcoma com base nos métodos atuais de
espectrometria de massa.
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Figura 13.18 |dentificagdo de proteinas com a utilizagdo de espectrometria de massa. O retangulo representa um gel
proveniente de uma eletroforese bidimensional de proteinas. Os pontos representando as diferentes proteinas sao
exibidos em diferentes cores. O ponto representando a proteina verde é retirado para digestdo, resultando em seis
diferentes peptideos que, ao serem analisados por um espectrometro de massa, resultam em um espectro com sua
relagdo massa/carga (eixo x) e intensidade de sinal (eixo y).
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Figura 13.19 Pontos de fragmentacdo de um peptideo que geram fragmentos da série Y e B, normalmente
detectados em espectrometria de massa em tandem.

Apesar dessa impossibilidade, é comum realizar identificacdes em larga escala de proteinas por meio da
comparagdo dos espectros de fragmentagdo gerados para cada peptideo com os espectros de fragmentacdo tedricos
calculados a partir de sequéncias de proteinas em um banco de dados. Essas sequéncias de proteinas costumam ser
deduzidas a partir do quadro de leitura aberto de sequéncias de RNA ou DNA, permitindo que tenhamos grandes
bancos de sequéncias para diversos organismos. Com esse banco de proteinas ¢é realizada uma simulacdo
computacional do processo de digestdo por tripsina, resultando em um banco de peptideos associados as proteinas
existentes no banco. Tais peptideos terdo sua fragmentagdo simulada computacionalmente, resultando em espectros
teoricos de fragmentacdo para cada um deles.
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Figura 13.20 Espectro de massa da fragmentagdo de um peptideo pela qual é possivel determinar a sequéncia de
aminoacidos a partir da diferenga de massa entre os picos. Junto a linha, ligando os picos, existe uma letra
representando um aminodcido: E: acido glutdmico; I/L: isoleucina/leucina; A: alanina. Os niumeros ao lado de cada
letra indicam o desvio entre a massa experimental do aminoacido e a massa teérica. Nota-se que esse desvio
representa cerca de 1/10.000 da massa do peptideo, indicando que as medidas sdo extremamente precisas.

A analise comparativa dos espectros de fragmentagdo experimentais e tedricos ¢ muito semelhante a analise de
impressdao digital de uma proteina com base no espectro de massa de seus peptideos, que foi explicada
anteriormente. A diferenca € que, neste caso, se buscam coincidéncias entre espectros de fragmentagdo experimental
e teoricos de um unico peptideo, e ndo mais do espectro de um conjunto de peptideos derivados de uma mesma



proteina. Assim, cada espectro de fragmentagfo individual possibilitara a identificagdo de um peptideo derivado de
uma proteina, viabilizando, assim, identificagdes de proteinas em misturas complexas, sem que haja necessidade de
uma separagao prévia de cada proteina (Figura 13.21).

Estudos de interacoes proteicas e técnica de duplo hibrido

Outra promissora técnica para o estudo de interagdes do proteoma é a de duplo hibrido. Tal método utiliza um
sistema de expressdao em levedura contendo um dominio de ligagdo a DNA, retirado de um ativador transcricional
fundido a uma proteina de outro organismo escolhida pelo pesquisador, e para qual se deseja verificar interagdes
(chamada de isca). Essa construgdo ¢ introduzida em uma célula de levedura, juntamente com diversos clones de
uma biblioteca de genes do organismo em estudo, que se encontram fundidos a um dominio de ativagdo
transcricional da levedura (chamados de presa). Quando a isca encontra-se na célula com a presa, caso ocorra
interacdo entre as duas proteinas, havera um efeito de aproximacao entre o dominio de ligagdo de DNA e o dominio
ativador da transcri¢do, fazendo com que acontega uma ativagdo da transcricdo de um gene reporter, que fara com
que a levedura na qual ocorreu essa interacao seja distinguivel das outras leveduras (Figura 13.22). Um exemplo de
gene reporter utilizado é o LacZ, que codifica para uma proteina metabolizadora de aglicares, a qual, quando na
presenca de um substrato chamado X-gal, produz coloragdo azulada.

Uma vez detectada uma levedura onde ocorre interacdo, o clone derivado da biblioteca de presas ¢ sequenciado
para determinagdo de sua identidade. Deve-se notar que a técnica de duplo hibrido permite uma sondagem inicial de
possiveis interagdes, mas ¢ preciso realizar experimentos mais especificos para confirmagdo da interacdo detectada.

Estudo do transcriptoma e do proteoma | Entendimento da biologia celular

Dinamica do transcriptoma e complexidade em organismos

Durante o sequenciamento do genoma humano, um dos desafios que instigava os cientistas era a defini¢do de
quantos genes existiriam neste genoma. Tal era a expectativa que, no ano 2000, varios respeitados profissionais
realizaram uma aposta para adivinhar o nimero de genes que iria surgir a partir do sequenciamento completo do
genoma humano, a ser publicado dentro de 1 ano. As proje¢des para o numero de genes humanos foram de 27.000
até 153.000 genes. Tais nimeros eram justificados por algumas analises preliminares, além do fato de genomas de
organismos bem mais simples — como a mosca Drosophila melanogaster ¢ o verme Caenorhabditis elegans —
apresentarem aproximadamente 14.000 e 19.000 genes, respectivamente. Portanto, devido a grande complexidade
do ser humana comparada a esses organismos mais simples, era natural imaginar que ele teria pelo menos o dobro
do numero de genes. Nao foi sem grande surpresa que, ap6s o término do genoma humano, foi anunciado que o ser
humano tinha apenas cerca de 30.000 genes, sendo esse nimero revisto posteriormente para apenas 24.000.
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Figura 13.21 Comparagao entre a identificagdo por impressao digital utilizando diferentes modos de espectrometria
de massa. A. A utilizacdo da espectrometria de massa de uma mistura de peptideos derivados de uma unica proteina
(verde) possibilita a identificagdo a partir da comparagéo entre os picos dos espectros experimental e tedrico. No
entanto, a adigdo de peptideos de uma segunda proteina (laranja) ira gerar novos picos no espectro e, portanto,
havera picos sem coincidéncia entre os espectros, ndo sendo mais possivel identificar a proteina. B. Utilizando a
espectrometria de massa em tandem, é possivel selecionar picos representando peptideos individuais (no caso da
figura, os peptideos 2 e 10) e é realizada a fragmentagao destes, gerando um espectro individual de fragmentagéo de
cada peptideo. Comparando o espectro de fragmentagdo experimental com o tedrico, é possivel identificar os
peptideos numeros 2 e 10 e, consequentemente, inferir a presenca das proteinas verde e laranja na amostra.
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Figura 13.22 Representagdo esquematica da técnica de duplo hibrido. O esquema mais a direita representa a
proteina-isca produzida a partir da fusdo do gene de interesse (cujo produto € a porgdo laranja) com uma porgao
codificando um dominio de ligagdo de DNA (cujo produto € representado pelo circulo verde). Setas indicam instancias
distintas nas quais esse produto & exposto a diferentes proteinas presas, representadas em roxo e fundidas a um
dominio ativador transcricional, em azul. Nos casos em que ocorre interagdo, o dominio ativador transcricional &
recrutado a proximidade do sitio promotor reconhecido pela proteina ligante de DNA, o que possibilita a transcrigéo
de um gene reporter.

Tais dados pareciam indicar que, em termos moleculares, ndo haveria uma grande diferenga entre seres humanos
e outros organismos multicelulares mais simples. No entanto, genes de mamiferos, quando comparados com aqueles
de organismos mais simples, tendem a ser subdivididos em um maior niimero de exons. Isso sugere que, apesar de
ndo haver um ganho tdo consideravel no nimero de genes, eles seriam mais complexos em mamiferos.

De fato, a partir do estudo em larga escala do transcriptoma humano, pesquisadores passaram a notar que genes
de humanos tendiam a realizar com maior frequéncia o splicing alternativo de seus transcritos do que os organismos
mais simples. A presenca de genes com maior numero de exons facilita o processo de retirada/introducdo de
modulos funcionais em uma proteina por meio do splicing alternativo, criando variantes que podem realizar fungdes
diferentes da proteina original. Esses dados parecem apontar que a evolucdo de organismos mais complexos nao ¢é
realizada somente com a aquisi¢do de novos genes, mas também com a utilizagdo criativa daqueles que ja existem
no organismo.

Estudos recentes comparando genomas e transcriptomas de primatas com o de humanos sugerem que grande
parte das alteracdes fenotipicas entre as espécies é causada por variagdes no padrao de expressdo dos genes, em vez
de mutacdes nas suas regides codificantes. Mutagdes em regides ndo codificantes, como em promotores, tendem a
produzir mudangas mais sutis que mutagdes em regides codificantes, que levam a modificagcdes em sequéncias
proteicas. Tais dados indicam que a coordenacdo da expressdo dos genes nos diversos tecidos possui um papel
bastante relevante na evolugdo de organismos.

A visao mais tradicional do transcriptoma tinha como base o fato de que a maioria dos sitios de transcricdo em
nosso genoma estava associada a produ¢do de mRNA para a produgdo de proteinas. Em adigdo a estes, existiriam os



loci para RNA estruturais, como o rRNA e o tRNA. No entanto, nos tltimos anos, a explora¢do do transcriptoma de
organismos utilizando tecnologia de microarranjos e sequenciamento em larga escala possibilitou a verificagdo de
transcritos derivados de loci do genoma que ndo correspondiam aos exons geradores de mRNA. Utilizando esses
dados, foi possivel definir uma série de loci no genoma localizados em introns de genes ou em regides intergénicas,
onde ocorre a transcricdo de RNA ndo codificantes. Essa classe de RNA ndo tem o potencial de produzir proteinas,
pois ndo dispdes de um quadro de leitura aberto em sua sequéncia que possibilite sua decodificagdo pelos
ribossomos. Apesar de ainda ndo haver um consenso a respeito da fun¢do de tais RNA, ha hipdteses de que eles
realizariam a regulacdo da transcrigdo dos mRNA.

Esses dados sugerem que a dindmica do transcriptomas de organismos eucariotos ¢ mais complexa que o
previamente imaginado. A existéncia de RNA ndo codificadores regulatorios adicionaria outro nivel de regulagdo da
abundancia de transcritos, aumentando ainda mais a importdncia da caracterizacdo de transcriptomas para o
entendimento dos mecanismos celulares.

Eucariotos simples contém proteomas extremamente intrincados

Com o desenvolvimento de técnicas protedmicas, foi possivel realizar estudos em larga escala com o objetivo de
caracterizar o conjunto de proteinas expressas por um organismo ou tecido. Foi realizado um mapeamento completo
do proteoma da levedura Saccharomyces cerevisiae, um eucarioto unicelular, durante o seu periodo de crescimento
em fase exponencial. Nas células estudadas, foram detectadas proteinas representando 80% dos genes desse
organismo (cerca de 4.200 proteinas). A abundincia individual das proteinas detectadas variava de 50 a 10°
moléculas por célula.

Ao estudar diretamente proteomas mais complexos, como os tecidos humanos, a lista de identificagdo de
proteinas dificilmente chega ao nimero de proteinas identificadas em S. cerevisiae. Esse aparente paradoxo foi
explicado pelo fato de que, nos proteomas de organismos complexos, existe uma diferenca muito maior entre as
quantidades das proteinas mais abundantes em compara¢do com as menos abundantes (diferenca na ordem de 10'")
do que as diferencas verificadas em células de organismos unicelulares simples (diferenca da ordem de 10*). Tais
diferencas, em associacdo as limitacdes técnicas dos presentes métodos para estudo do proteoma, fazem com que,
nesses organismos mais complexos, somente a fracdo mais abundante do proteoma possa ser detectada. Em adicao,
organismos mais complexos tém maior fragdo de proteinas que apresentam isoformas, devido a fendmenos como o
splicing alternativo e modificagdes pos-traducionais, o que dificulta sobretudo a deteccdo dessas proteinas. Esses
dados demonstram que a diferenca entre proteomas de organismos de diferente complexidade ndo se limita ao
numero de proteinas presentes. Estudos protedmicos em células mais complexas devem utilizar técnicas de
fracionamento celular e outras abordagens para fracionar amostras de proteinas, com o objetivo de obter uma
cobertura maior desses proteomas.

Estudos protedmicos em leveduras utilizando inibidores da sintese proteica possibilitaram analisar o processo de
degradagdo de proteinas. Uma vez que a sintese de proteina era bloqueada, a abundéancia das diversas proteinas da
levedura era monitorada. Isso possibilitava a analise de sua taxa de degradag@o, pois novas proteinas nao eram
sintetizadas, e qualquer variagdo da quantidade de proteina ¢ resultado somente da degradacdo das proteinas ja
existentes no citoplasma. Foi possivel notar que as proteinas tinham, em média, uma meia-vida (tempo necessario
para atingir metade da concentragdo original) de 43 min. No entanto, foi possivel dividir as proteinas em duas
populagdes distintas: a primeira consiste em proteinas produzidas em grandes quantidades e com grande
estabilidade (esta classe ¢ enriquecida com enzimas envolvidas na sintese de proteinas); a segunda ¢ formada por
proteinas de menor abundancia que sdo degradadas rapidamente (esta classe € enriquecida com proteinas envolvidas
no controle do ciclo celular). Aparentemente, o desenvolvimento dessas duas populagdes ¢ uma adaptacdo das
células para impedir gastos energéticos desnecessarios ao evitar a degradagao rapida de proteinas essenciais, mas, ao
mesmo tempo, tendo uma populacdo de proteinas de regulacdo com menor estabilidade, que possibilite respostas
celulares rapidas através da variacdo da abundancia dessas proteinas.

Estudos de larga escala utilizando a técnica de purificagdo por afinidade em tandem com proteinas da levedura
S.cerevisiae tornaram possivel caracterizar centenas de complexos proteicos, que resultam de milhares de interagdes
em células que se apresentavam em fase de crescimento em meio de cultura. Estudos de duplo hibrido com
proteinas de S.cerevisiae também permitiram mapear milhares de interagdes entre proteinas desse organismo,
confirmando o alto nimero de interagdes entre as suas proteinas. Esses dados demonstram que a grande parte das



proteinas ndo atua de modo isolado, mas sim como parte desses complexos multiproteicos. Devido a alta
complexidade de células de organismos eucarioticos multicelulares, ¢ dificil realizar uma catalogacdo de todas as
interagdes de uma célula, como foi feito para levedura. No entanto, estudos mais restritos parecem confirmar que
um grande numero de interagcdes também existe nas células mais complexas.

Todos esses dados demonstram que até mesmo o proteoma de organismo mais simples apresenta uma grande
heterogeneidade em relag@o a abundancia e estabilidade de proteinas. Além disso, o entendimento atual das redes de
interacdo das proteinas presentes no proteoma continua bastante preliminar, e ainda sdo necessarios muitos estudos
para compreender de modo satisfatério os diversos mecanismos celulares mediados pelo nosso proteoma.

Consideracoes finais

O avango das tecnologias no estudo de biomoléculas vem possibilitando uma nova abordagem mais abrangente, que
permite interrogar o comportamento de grandes conjuntos de moléculas, em contraste com técnicas voltadas para o
estudo caso a caso. Isso torna possivel o desenvolvimento de uma percepgdo mais global do funcionamento celular e
dos desafios em seu estudo. Ainda restam enormes lacunas em nosso entendimento completo da biologia molecular
da célula e, certamente, sdo necessarias maior acumulagdo e integragdo de dados bioldgicos. No entanto, se
considerarmos que essas técnicas de estudo em larga escala sdo relativamente recentes, ¢ possivel perceber seu
grande potencial, ¢ esperar que elas favorecam grandes avangos no entendimento da biologia celular.
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