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RESUMO

A protebmica € uma técnica analitica que permite determinar proteinas em uma
amostra biologica. A analise protebmica € considerada uma das técnicas mais
utilizadas para estudar proteinas diferencialmente expressas em uma célula, quando
infectada por microrganismos. Desta forma, a analise protedmica pode fornecer
informacdes importantes sobre a relacdo patdgeno-célula, patogénese do
microrganismo, bem como contribuir para a identificacdo de moléculas alvos que
podem ser uteis tanto para o desenvolvimento de vacinas bem como para
marcadores, de diagnosticos e terapéuticos. Este manuscrito apresenta um resumo
de diferentes metodologias com abordagem na protebmica as quais tém sido
utilizadas para o estudo de proteinas diferencialmente expressas de células infectadas
ou nao infectadas por microrganismos.

Palavras-chave: Cromatografia Liquida, Espectrometria de Massa, Patogénese,
ProteGmica.

ABSTRACT

Proteomics is an analytical technique that allows the determination of proteins in a
biological sample. Proteomic analysis is one of the most used techniques to study
proteins differentially expressed in a cell when infected by microorganisms. In this way,
the proteomic analysis can provide important information on the pathogen-cell
relationship, pathogenesis of the microorganism, as well as contribute to the
identification of target molecules that may be useful both for the development of
vaccines as well as for markers, diagnostics and therapeutics. This manuscript
presents a summary of different methodologies with a proteomic approach which have
been used for the study of differentially expressed proteins from cells infected or
uninfected by microorganisms.
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A andlise protedbmica permite o estudo das proteinas e suas isoformas a partir
de amostras bioldégicas (PANDEY e MANN, 2000). Historicamente, a protedmica
surgiu no final da década de 1970, criando as bases de dados de proteinas com o uso
de eletroforese bidimensional (O'FARREL, 1975). O termo proteoma foi proposto por
Wilkins e Willians em 1994, significando um conjunto de proteinas expressas por um
genoma, ou no caso de organismos multicelulares, proteinas expressas por tecido ou
células diferenciadas. (WILKINS et al., 1996).

Enguanto o genoma de um organismo individual € essencialmente estético, o
proteoma é dindmico e variavel dependendo da fase do ciclo celular. No contexto, a
investigacdo de produtos génicos é uma estratégia para estudar doencas, bem como
problemas biolégicos complexos (PANDEY e MANN, 2000; VALLEDOR e JORRIN,
2011). Neste sentido, a andlise protedbmica permite observar a expressao dos genes
e a concentracao relativa de seus produtos em condi¢cfes de células infectadas e nao
infectadas.

Resumidamente, a andlise protedbmica permite a identificacdo: (1) das vias
metabdlicas da célula, contribuindo para o conhecimento da bioquimica; (2) novas
moléculas de extratos biolégicos naturais, que podem levar ao desenvolvimento de
novas drogas; (3) marcadores biolégicos especificos de determinado estado
patolégico que podem ser Uteis no diagndstico de doencas e no monitoramento de
sua evolucéo e também no tratamento (MANCONE et al., 2012; ZHANG et al., 2005;
ZHAO et al., 2003).

Também, na area da agronomia, a protedmica tem sido utilizada para identificar
proteinas de plantas com atividade inseticida (BERNAL et al., 2006; AGAPITO-
TENFEN et al.,, 2014), assim como proteinas relacionadas ao mecanismo de
resisténcia de plantas a pragas ou microrganismos patogénicos ( ROCHA et al., 2007;
WU et al., 2013).

Para a microbiologia, a protedmica permitiu estudar a relacdo patégeno-
hospedeiro de diferentes microrganismos incluindo bactérias como Mycobacterium
tuberculosis (CALDER et al., 2015) e Helycobacter pylori (JUNGBLUT et al., 2010)
além de parasitas, como o Plasmodium falciparum (BERTIN et al., 2016). Ainda, em
termos dos virus, alguns tipos tem sido estudados através desta ferramenta como
HAdV-2 (BADR et al., 2019), HAdV-40 (GUISSONI et al., 2018), Hepatitis C (YE et al.,
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2015), Hepatitis E (SHEN et al., 2014), Hepatitis D (MENDES et al., 2013), Influenza
H1N1(COOMBS et al., 2010), H5N1 (Wang et al., 2016) e Dengue (CARUSO et al.,
2017).

Duas plataformas séo utilizadas na analise protedmica. A primeira, fundamental
para a segunda plataforma, consiste na separacdo dos componentes a serem
analisados. As técnicas comumente utilizadas na primeira plataforma sdo a
eletroforese em gel de poliacrilamida bidimensional (2D-PAGE) além de técnicas de
Cromatografia Liquida (CL) de Fase Reversa (FR-CLAE) e Ultra Eficiéncia (CLUE). A
segunda plataforma visa caracterizar 0s compostos separados, sendo a
espectrometria de massas in tandem (MS / MS) considerada a metodologia mais
adequada (MAXWELL e FRAPPIER, 2007; WALTHER e MANN, 2010).

O objetivo deste manuscrito € apresentar de forma resumida as técnicas

prote6bmicas aplicaveis a pesquisa bioldgica.
2 Metodologias Protedbmicas
2.1 Eletroforese bi-dimensional (2-D)

A técnica foi inicialmente desenvolvida por O'Farrell e Klose em 1975. E uma
técnica que permite a separacdo de moléculas, com base em sua migracdo por um
campo elétrico. Em termos praticos, a taxa de migracdo de uma determinada proteina
depende da forca do campo, sua carga elétrica e o coeficiente de atrito. No processo,
a separacao é feita em gel, geralmente poliacrilamida, devido ao fato de seus
componentes serem quimicamente inertes e formarem poros de tamanho homogéneo
(GORG et al., 1985; RABILLOUD et al., 1997) sendo a proteina visualizada como
mancha apds a coloracdo adequada. O procedimento permite identificar isoformas da
mesma proteina tendo como base seus diferentes pontos isoelétricos (pl) e peso
molecular (PM). Por esta metodologia pode-se obter perfis bidimensionais completos

de uma amostra, além de comparagdo entre diferentes amostras. Neste sentido, a
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aparéncia ou desaparecimento dos pontos podem fornecer informagdes sobre
proteinas especificas de um determinado estagio, enquanto a intensidade destes
fornece informacdes quantitativas sobre a expressao diferencial de polipeptideos
(O'FARRELL, 1975, RABILLOUD et al., 1997).

Para separacdo de proteinas por eletroforese 2-D, as moléculas devem ser
adequadamente extraidas do material biol6gico, passo critico para obtencéo de bons
resultados. Devido a variedade de tipos e origens de amostras biologicas, o
procedimento de extracdo requer otimizacao individual, e, na maioria dos casos, as
proteinas precisam ser solubilizadas, desnaturadas e tratadas com agentes redutores
(BARBOSA et al., 2012).

No procedimento, as proteinas sdo separadas em duas dimensdes: na
primeira, a separacdo ocorre em funcdo do pl e na segunda, de acordo com o PM
(O'FARRELL, 1975). Nesta etapa, denominada de focalizagdo isoelétrica (IEF), as
moléculas migram na faixa de gel que possua gradiente de pH imobilizado (IPG-
immobilized pH gel) onde as cargas sao iguaias a zero (BJELLQVIST et al., 1982 ;
O’FARRELL, 1975). As tiras de géis sao feitas pela polimerizagao de acrilamida com
substancia contendo tampdes acidos e basicos. Na segunda dimenséo, o material é
analisado em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) onde as proteinas sédo separadas de
acordo com o seu PM. Para visualizacdo das bandas de proteinas, os géis séo
corados com nitrato de prata ou azul coomassie brilhante (GORG et al., 2000) sendo
gue as imagens dos géis podem ser digitalizadas com a ajuda de scanner especifico,

possibilitando posterior analise por software (ROCHA et al., 2005)(Figura 1).
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Figura 1: Separagéo de proteinas por eletroforese 2-D. Fonte: Fonte: Barbosa et. al 2012 modificado.

2.2 Cromatografia Liquida (CL)

A Cromatografia Liquida é uma técnica de separacdo fisico-quimica
amplamente utilizada para o estudo de diferentes moléculas, como aminoacidos,
proteinas, acidos nucléicos, carboidratos e outras substancias, como farmacos e
pesticidas.

O sistema € composto pelos seguintes componentes: reservatério de fase
movel, sistema de bombeamento, sistema de injecdo de amostra, colunas
cromatograficas e detectores (SKOOG et al., 2002) (Figura 2). No procedimento, a
amostra é transportada através de uma coluna que contém uma fase mével (liquida),
gue € ancorada por uma fase estacionaria imiscivel fixa. Os componentes da amostra
gue sao mais fortemente retidos na fase estacionaria movem-se mais lentamente no
fluxo da fase movel, enquanto aqueles que se ligam mais fracamente se movem mais
rapidamente. Assim, consequente as diferentes mobilidades, da-se a separacdo dos
componentes em bandas ou zonas (RIVIER e MCCLINTOCK, 1983).
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Existem dois métodos cromatograficos de CL principalmente usados na

protedbmica: Cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (RP-HPLC) e
Cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) (AZARKAN et al., 2007).

A RP-CLAE é o tipo mais comum e conta com uma diversidade de fases moveis
e estacionarias. Duas colunas de tamanhos diferentes sdo usadas na fase
estacionaria, enquanto na fase movel é usado solvente organico e aquoso (ANDRE
et al., 2006; AZARKAN et al., 2007).

Por outro lado, a CLUE oferece vantagens em termos de resolucéo, velocidade
e sensibilidade (NOVAKOVA et al., 2006). Baseia-se nos mesmos principios da RP-
CLAE, mas usa nas particulas estacionarias fases menores que 2 pum, o que aumenta
a resolucao e reduz o tempo de analise. A fase mdvel possui um sistema de solventes
binarios com duas bombas individuais em série que fornecem gradientes de alta
pressdo (SWARTZ, 2005; NOVAKOVA et al., 2006).

Ambas as técnicas podem ser integradas com espectrometria de massa (EM)

facilitando o estudo de diferentes organismos.

=t rtnr

Figura 2: Separacdo de proteinas por cromatografia liquida, ionizacdo, fragmentacdo, analise e

deteccédo de peptideos e andlise de dados. Fonte: Barbosa et. al 2012 modificado.

2.3 Espectrometria de massa (EM)
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A espectrometria de massa surgiu no inicio do século XX e tornou-se uma

importante ferramenta analitica, permitindo a identificacdo e / ou a quantificacéo de
compostos organicos e inorganicos. Além disso, com o desenvolvimento de técnicas
de EM voltadas para a analise de biomoléculas, tornou-se importante em pesquisas
biolégicas, como a investigacdo de proteoma. A metodologia fornece uma massa
rapida, precisa e sensivel de compostos como proteinas e peptideos (FENN et al.,
1989; AEBERSOLD e MANN, 2003).

A EM € um instrumento que separa 0s ions moveis com base em sua relacao
entre massa e carga (m / z) (FENN et al., 1989). O equipamento compreende uma
fonte de ionizacdo com um ou mais analisadores de massas e com um detector. O
primeiro componente € usado para gerar ions peptideos ou proteinas, geralmente
transferindo prétons (H +) para moléculas sem alterar sua estrutura quimica. Os ions
sdo acelerados por um campo elétrico e separados por m/ z no analisador de massas
ou selecionados de acordo com um sistema m / z previamente determinado e
fragmentado in tandem (MS / MS). Os ions cruzam o detector, que € conectado a um
computador dotado de programas para analise de dados (FENN et al., 1989;
AEBERSOLD e MANN, 2003).

Atomos e moléculas neutras precisam ser ionizados para que possam ser
analisados por espectrometria de massa. Dois métodos de ionizacdo sédo
principalmente usados: (1) Espectrometria de massa baseada na dessorcdo e
ionizacao das proteinas através do laser, auxiliado por uma matriz (MALDI - lonizacao
por Dessorcao a Laser Assistida por Matriz); e (2) Espectrometria de massa baseada
em ionizacao por pulsos elétricos em meio liquido (ESI - ionizag¢do por eletrospray)
(ROCHA et al., 2005).

Na ionizagéo do tipo MALDI, a solugdo contendo a amostra € misturada com
uma solucdo de matriz organica supersaturada, que absorve forte radiacao
eletromagnética a um determinado comprimento de onda. A solucdo resultante da
mistura é entdo aplicada a uma placa de metal onde a evaporacao do solvente ocorre
com cristalizacdo. A placa é entéo transferida para o espectrédmetro, onde o cristal
formado é bombardeado por um feixe de laser de alta poténcia, com comprimento de

onda correspondente ao maximo de absorcdo da matriz. Essa energia € adsorvida
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pela matriz e transferida para a amostra, resultando em ions da fase gasosa que
seguem para o analisador de massas (ZENOBI e KNOCHENMUSS, 1998).

Considerando o sistema ESI, o processo de ionizacdo ocorre em funcdo da

pressdo atmosférica e da temperatura. No procedimento, uma solucdo levemente
acida ou béasica contendo a amostra € bombeada a uma taxa de fluxo de alguns
microlitros por minuto através de um tubo capilar metalico submetido a uma alta
diferenca de potencial (3-5 kV) em relacéo ao eletrodo cilindrico que circunda a saida
capilar. Assim, é formada uma disperséo de goticulas carregadas que passam atraves
de um gas de secagem que permite que o solvente evapore tornando essas goticulas
cada vez menores, de modo que a densidade de carga se torna tdo alta que as
moléculas retidas nas goticulas sejam ejetadas da fase gasosa para o analisador de
ions (ARDREY, 2003).

Os diferentes analisadores divergem em relacdo ao modo de aceleracédo dos
ions e os separam de acordo com a relacdo m / z e ndo somente de acordo com a
massa. As trés principais caracteristicas de um analisador sdo limite de massa,
transmissao ibnica e poténcia de resolucdo de massa. O limite de massa € o maior
valor de massa que pode ser medido e € expresso em daltons (Da) para um ion de
carga unitaria, ou seja, z = 1. A transmissao € a razao entre o numero de ions
chegando ao detector e os ions produzidos na fonte (DE HOFFMANN et al., 1996;
WATSON, 1997).

Trés analisadores tém sido amplamente utilizados: TOF (Time of Flight - Tempo
de voo), Quadrupolo (Qs) e o ion trap (Armadilha de ions) (MAY et al., 2011). Na TOF,
0s ions séo acelerados por um potencial entre dois eletrodos e passam por um tubo
de vacuo com velocidade inversamente proporcional a sua massa. Quando os ions
atingem o detector, o tempo decorrido entre a ionizacdo e a deteccao é usado para
gerar o valor m / z. O detector converte sinal da passagem do ion para o sinal
analdgico e o resultado final é expresso como um grafico de m / z versus intensidade
(contagem de ions), referido como o espectro MS (FENN et al., 1989). Os espectros
gerados sdo comparados com a informacdo disponivel em bases de dados
especificas como por exemplo a MASCOT (PERKINS et al., 1999) e SEQUEST (ENG

et al., 1994), permitindo a identificacdo da proteina de interesse.
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Os analisadores quadrupolo apresentam um conjunto de quatro eletrodos de
haste que funcionam como filtros de massa. Entre esses eletrodos, um campo elétrico
garante que apenas os ions de uma dada razdo m / z sigam o caminho do detector
enguanto os outros sao desviados (CHERNUSHEVICH et al., 2001).

Os analisadores do tipo armadilha de ions filtram e interceptam os ions dos
campos elétricos tridimensionais de interesse, que sao liberados gradualmente em
ordem crescente de m / z (WANG et al.,, 1993). Uma variante do analisador de
armadilhas de ions é o denominado orbitrap no qual os ions oscilam ao longo e ao
redor de um eletrodo em forma de espiral. A frequéncia dessa oscilagéo € proporcional
a raiz quadrada da razdo m / z que pode ser determinada com alta precisdo
(WALTHER e MANN, 2010).

Os espectros de massa obtidos a partir do espectrometro de massa sao
processados e comparados com um banco de dados para a identificagcdo das
proteinas. Entre os softwares disponiveis para identificar proteinas, baseados em
bancos de dados, destacam-se: MASCOT (http://www.matrixscience.com/),
ProLUCID/SEQUEST (http://ffields.scripps.edu/prolucid/), X tandem

(http://www.thegpm.org/tandem/), Comet (http://cometms.sourceforge.net/).

3 CONCLUSAO

A andlise protedmica pode ser considerada uma técnica importante para o
estudo de diferentes organismos, incluindo microrganismos, uma vez que permite a
identificacdo e quantificacdo sistematica de um proteoma a partir de amostras
biolégicas. Desta forma, contribui para a compreensao da relagdo patégeno-célula e
para a descoberta de moléculas alvos no sentido de prevencdo e terapéutica

especificas.
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