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REesumo

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

protedmicas e de suas aplicagdes no estudo de doengas humanas.

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

Proteomics: methodologies and applications to the study of human
diseases

Proteomic approach has allowed large-scale studies of protein expression in different tis-
sues and body fluids in discrete conditions and/or time points. Recent advances of meth-
odologies in this field have opened new opportunities to obtain relevant information on
normal and abnormal processes occurring in the human body. In the current report, the
main proteomics techniques and their application to human disease study are reviewed.

Keywords: Proteomics; neoplasms; polyacrylamide gel electrophoresis; mass spectrom-
etry; diseases.
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PROTEOMICA: METODOLOGIAS E APLICAGOES NO ESTUDO DE DOENGAS HUMANAS

INTRODUGAO

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

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

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

METODOLOGIA EM PROTEOMICA

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

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

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

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

Para separa¢do de proteinas por eletroforese uni (1-DE)
e bidimensional (2-DE), as moléculas devem ser inicial-
mente isoladas de materiais bioldgicos, tais como tecidos
e fluidos corporais. A extragdo adequada de proteinas é
fundamental para obtenc¢éo de bons resultados eletroforé-
ticos. Em func¢io da variedade de tipos e origens de amos-
tras biologicas, o procedimento de extragdo necessita de
otimiza¢ao individual. Na maioria dos casos, as proteinas
precisam ser solubilizadas, desagregadas, desnaturadas e
submetidas a tratamento com agentes redutores de pontes
dissulfeto®.

Na eletroforese bidimensional usual, as proteinas sdo
separadas em duas etapas consecutivas. Na primeira,
denominada focalizagdo isoelétrica (IEF), as moléculas
migram em gel de poliacrilamida com gradiente de pH
imobilizado' ou gerado por tampdes anfotéricos" até
atingirem um ponto (pH) no qual sua carga é igual a zero
(ponto isoelétrico ou pl). Na segunda etapa, as proteinas
sao submetidas a uma eletroforese com dire¢do perpen-
dicular a IEF em gel de poliacrilamida contendo dodecil
sulfato de s6dio (SDS-PAGE), e entdo separadas de acordo
com sua massa molecular. Essa segunda etapa ¢ similar a
uma eletroforese 1-D, na qual as moléculas sdo diretamen-
te aplicadas no gel SDS-PAGE e separadas de acordo com
seu tamanho.

Para tornar visiveis as bandas ou spots proteicos (no
caso de 1-DE e 2-DE, respectivamente), os géis sdo cora-
dos com Azul de Coomassie, nitrato de prata ou outros co-
rantes comerciais. No caso de géis 2-DE, podem ser visua-
lizados de 100 a 2.000 pontos (spots), cada um contendo
uma ou algumas proteinas, e algumas modificagdes pos-
traducionais sdo facilmente detectadas na forma de trens
de spots alinhados no eixo vertical ou horizontal. Apds
digitalizagdo das imagens dos géis e com a utiliza¢do de
ferramentas de informatica, o material de fundo ou back-
ground ¢é subtraido, os spots comparados e os dados nor-
malizados e analisados estatisticamente para quantificagdo
de volumes proteicos ou intensidades'®. Um protocolo
mais simples é empregado para géis 1-DE, cujas bandas de
interesse ou corridas inteiras sdo cortadas em fatias e ana-
lisadas'. As proteinas presentes nessas fatias ou nos spots
de géis 2-DE sido digeridas em peptideos pela tripsina, que
cliva apds residuos de arginina ou lisina.

Muitas alteracoes ja foram feitas no protocolo original
de 2-DE. Uma das mais recentes e populares é a ligacao das
proteinas a corantes fluorescentes de cianina reativos com
residuos de lisina ou cisteina. Essa marcagdo deu origem a
técnica Fluorescent 2-D Differential In-Gel Electrophoresis
(2-D DIGE)*, que permite a analise no mesmo gel de duas
amostras proteicas marcadas com fluorocromos diferentes
reduzindo a variagdo intergéis e melhorando a eficiéncia e
a acuracia do método.

Embora capaz de gerar muitas informagdes, as técnicas
de eletroforese 1-D e 2-D possuem limitagdes. Uma das
mais importantes é a presen¢a de algumas proteinas em
concentragdes elevadas, especialmente em certos fluidos
corporais, o que dificulta a migracio eletroforética das
menos abundantes. Outra limitagdo é a dificuldade na ex-
tragdo de proteinas intactas do gel para posterior analise
top-down, mas algumas tentativas tém sido feitas para con-
tornar esse problema.

FRACIONAMENTO DE PEPTIDEOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA E
IDENTIFICACAO POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Para reduzir a complexidade de amostras ou para com-
plementar a separacdo de proteinas e peptideos por ele-
troforese, varios tipos de cromatografia sdo utilizados. Na
cromatografia liquida (LC), o analito é dissolvido em uma
fase liquida sem interagir quimicamente com ela, e percola
uma fase estacionaria geralmente empacotada em uma'’
ou em varias colunas com diferentes fases estaciondrias,
como o MudPIT - Multi-dimensional Protein Identifica-
tion Technology™?'.

Embora caracterizados por massa molecular (e pI no
caso de 2-DE) e purificados ou fracionados por cromato-
grafia, os analitos necessitam de identificagdo, o que pode
ser realizado por espectrometria de massas®. A técnica
consiste basicamente na ionizagdo de um composto e na
avaliacdo da razdo massa/carga (m/z) dos ions. O equipa-
mento utilizado compreende uma fonte de ionizagio, um
ou mais analisadores de massas e um detector. O primeiro
componente ¢é utilizado para gerar ions peptidicos ou pro-
teicos, geralmente transferindo prétons (H*) para as molé-
culas sem alterar sua estrutura quimica. O ion é acelerado
por campo elétrico e separado por m/z no analisador de
massas, ou entdo ¢ selecionado de acordo com uma m/z
previamente determinada e fragmentado em um processo
denominado em tandem (MS2 ou MS/MS). Finalmente, os
ions passam pelo detector, que é conectado a um computa-
dor com programas para analise de dados®.

METopos DE 10NIZAGAO

Atualmente, existem dois métodos principais de ioniza¢do
utilizados em protedmica, o MALDI (Matrix-Assisted La-
ser Desorption/Ionization) e o ESI (Electrospray Ionization),
o primeiro empregado para amostras em estado sdlido e
o segundo para amostras em estado liquido (Figura 2).
No método MALDI, os peptideos sdo cocristalizados
com uma matriz orginica, geralmente acido a-ciano-4-
hidroxicinaminico. Ap6s bombardeamento por laser, a
matriz sublima e seus fons transferem a carga para os ana-
litos, resultando na formacgao de ions peptidicos®. Uma
variante do MALDI denominada SELDI (Surface-Enhan-
ced Laser Desorption/Ionization) é geralmente empregada
para andlise do proteoma de baixo peso molecular e utiliza
varias matrizes ou chips que exploram as caracteristicas
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Figura 2 - Métodos de ionizagdo. (A) Método ESI: a
solugdo aquosa contendo o analito é forcada a atravessar
uma agulha capilar e é ejetada como um aerosol de gotas
altamente carregadas que, apés evaporacdo do solvente,
geram formas ionizadas do analito. (B) Método MALDI: os
peptideos sé@o cocristalizados com uma matriz organica e,
ap6s bombardeamento por laser, sdo ionizados.

cromatograficas e biofisicas das diferentes proteinas. Esses
chips podem apresentar superficies hidrofébicas, de tro-
ca i0nica ou com ions metalicos imobilizados, ou mesmo
anticorpos, receptores, enzimas e ligantes com alta afini-
dade por proteinas especificas®. Assim, apds a lavagem
dos compostos ndo ligados, uma matriz é colocada sobre
o chip e os espectros sao obtidos por ionizagdo com laser.
Outra variante do MALDI é o IMS (Imaging Mass Spec-
trometry), que permite a obtencido de dados de massas de
peptideos e proteinas diretamente de secdes de tecidos
bioldgicos. Esse método oferece importantes vantagens
em relagdo a analise por imuno-histoquimica, incluindo
rapidez e independéncia do uso de anticorpos®.

No ESI, diferentemente do MALDI, uma solu¢io aquo-
sa com o analito é forcada a atravessar uma agulha capilar
submetida a alta voltagem. A solugdo ¢ ejetada como um
aerossol de gotas altamente carregadas que, apds evapora-
¢do do solvente por um fluxo de gés inerte aquecido, ge-
ram formas ionizadas do analito®.

TIPOS DE ANALISADORES

Independentemente do método de ioniza¢io, a massa mo-
lecular dos ions é avaliada em um analisador apds passa-
gem por uma camara de vacuo. Os tipos mais comuns de
analisadores sio o TOF (Time Of Flight), o quadrupolo e
o ion trap®.

Nos analisadores TOEF, os ions resultantes da primeira
fase sdo acelerados por um potencial entre dois eletrodos
e atravessam um tubo de vacuo com velocidade inversa-
mente proporcional a sua massa. Quando os ions atingem
o detector, o tempo decorrido entre a ionizacdo e a de-
tecgdo é utilizado para derivar o valor m/z. Na verdade,

o detector converte o sinal da passagem do ion em sinal
analdgico, que é lido e interpretado por uma estagdo de
trabalho. O resultado final é um grafico de m/z versus in-
tensidade (contagem de ions), comumente referido como
espectro MS”. Os sinais gerados sdo comparados com
informagdes disponiveis em bancos de dados como o
MASCOT?* e o SEQUEST?, o que permite identificar a
proteina de interesse.

Uma das limitagdes do sistema MALDI-TOF é a dificul-
dade de detecgdo de proteinas de baixo peso molecular que
geram, por causa dessa caracteristica, poucos peptideos. O
sistema também ndo é capaz de detectar mais de um com-
ponente de uma mistura. Para melhorar o desempenho, os
analisadores TOF podem ser combinados com analisadores
quadrupolos (Qs), que apresentam um conjunto de quatro
eletrodos em bastdo e funcionam como filtros de massas.
Entre esses eletrodos, um campo elétrico assegura que so-
mente ions de uma determinada razdo m/z sigam a trajeto-
ria ao detector enquanto os demais sao desviados™.

Os analisadores do tipo ion trap ou armadilha de ions
(IT) filtram e aprisionam em um campo elétrico tridi-
mensional ions de interesse, que sdo gradualmente libe-
rados em ordem de m/z crescente®. Os FT-ICRs (Fourier
Transform Ion Cyclotron Resonance) sdo ion traps com um
campo magnético adicional, que for¢a os ions a exibirem
um movimento circular com ciclos de alta frequéncia. O
analisador determina a razdo m/z a partir da frequéncia
do movimento ciclotrénico utilizando a transformacio
de Fourier'. O orbitrap é outro tipo de analisador IT no
qual os fons oscilam ao longo e ao redor de um eletrodo
em forma de espiral. A frequéncia dessa oscilagdo é pro-
porcional a raiz quadrada da razdo massa/carga e pode ser
determinada com alta precisao®**. Essa tecnologia migrou
para sistemas hibridos de dois espectrometros de massas
independentes que retinem, por exemplo, um ion trap e
um orbitrap ou um ion trap e um FT-ICR.

IDENTIFICACAO DE PROTEINAS

Apos a determina¢do da m/z do peptideo intacto, pode
ser realizado o seu sequenciamento por meio de um se-
gundo evento MS conforme referido acima: os peptideos
mais abundantes sdo especificamente selecionados e sub-
metidos a fragmentagdo por colisio com um gas inerte
(CID - dissociacao induzida por colisdo) ou por transfe-
réncia de elétrons (ETD), esse tltimo com a vantagem de
preservar as modificagdes pos-traducionais da proteina
em analises do tipo top-down. A fragmentagdo do pepti-
deo parental ocorre predominantemente ao longo de seu
esqueleto, em geral entre o oxigénio da carbonil e o nitro-
génio da amida, gerando dois grupamentos de ions deno-
minados y e b. O espectro MS/MS resultante é na realidade
uma lista de razées m/z para fragmentos distintos cujas di-
ferengas em massa correspondem a um tnico aminoacido.
A avaliagio desses fragmentos com tamanhos crescentes a
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partir do N terminal (série de ions b) ou C terminal (série
de fons y) permite a dedugido da sequéncia do peptideo.
Com os resultados de varios desses peptideos, a proteina
¢ identificada®.

METODOS QUANTITATIVOS

Nos ultimos anos, varios métodos de quantificagdo abso-
luta e relativa de proteinas em amostras avaliadas por MS
tém sido desenvolvidos. Originalmente, a inica plataforma
disponivel era o gel 2-DE, uma técnica que apesar das li-
mitagdes permite avaliar algumas centenas ou milhares de
spots proteicos’. Mais recentemente, alguns métodos utili-
zam marcagdo de proteinas ou peptideos por isétopos ou
outros reagentes identificaveis por MS, como linkers com
isotopos pesados no caso do ICAT (Isotope-Coded Affinity
Tag)*, tags isobaricas no iTRAQ (Isobaric Tags for Relative
and Absolute Quantification)® e incorporagdo in vivo de
aminodacidos contendo isétopos nao radioativos no SILAC
(Stable Isotope Labeling with Amino acids in Cell Culture)™.
Em resumo, duas amostras a serem comparadas sio co-
valentemente modificadas por is6topos (por exemplo, 'H
versus *H, ?C versus"C) e as diferencas nas quantidades
das proteinas sao determinadas pela razdo de intensidades
dos peptideos diferencialmente marcados.

Métodos de quantificagdo livre de marcagdo também
ja foram desenvolvidos gracas aos progressos tecnoldgicos
em sistemas de cromatografia liquida e espectrometria de
massas bem como em ferramentas de bioinformatica para
interpretagdo dos dados”. Por exemplo, a intensidade dos
picos de espectros de massa gerados por ions peptidicos
esta correlacionada com a abundéancia da proteina. O mes-
mo foi observado em relagao a contagem de espectros MS/
MS, como revisto por Old et al.*®.

APLICACOES NO ESTUDO DE DOENCAS HUMANAS

Embora a fragdo do proteoma, que pode ser identificada
utilizando as abordagens acima descritas, venha crescen-
do gradativamente, a analise ainda permanece incomple-
ta mesmo em células mais simples, sobretudo em relagiao
a proteinas de baixa abundincia (como receptores, trans-
dutores de sinal e reguladores), bésicas e hidrofobicas, de
membrana ou com massa molecular acima de 150 kDa ou
abaixo de 10 kDa*. Esse quadro deve mudar porque as me-
todologias e as tecnologias nessa area tém progredido muito
nos ultimos anos e alcancado niveis elevados de resolugdo
e potencial de aplicagdo. Como bem colocado por Walsh
et al.%, a protedmica tem caminhado da pergunta “o que?”
para questdes que envolvem “quando, onde, como e quanto’”.
Entretanto, quais sdo os beneficios dos estudos proteo-
micos para o controle de doengas humanas? A literatura
sobre esse assunto ¢ extensa e muitos dados relevantes ja
foram obtidos, incluindo a caracterizagdo, embora parcial,
das proteinas de diferentes tecidos e condi¢des e de subpro-
teomas como o de fosfoproteinas* e o de glicoproteinas®.

Biomarcadores especificos e sensiveis, contudo, ndo sdo
facilmente identificados por abordagens protedmicas. E
o que revelam, por exemplo, os dados obtidos em cancer
de cabeca e pescoco, mama, colon e ovario®*, que, apesar
de serem condi¢des diferentes, mostram alteragdes simi-
lares. Apenas um teste de triagem (OVALl) desenvolvido
com a metodologia SELDI-TOF para cancer de ovério foi
aprovado®®.

Os tecidos afetados na maioria das doengas humanas
ndo sdo de ficil acesso e dificilmente serdo utilizados para
andlise de rotina. Uma de suas principais limitagoes é a
heterogeneidade celular, que pode levar a resultados im-
precisos se uma avaliagdo histopatologica detalhada nao
for realizada. A microdissec¢do por laser supera essa difi-
culdade, mas gera nimero reduzido de células e introduz
um manuseio extra da amostra. Ao contrario, os fluidos
corporais apresentam caracteristicas que superam essas
limitagdes e sdo adequados para o desenvolvimento de
ferramentas diagnosticas e prognosticas pouco ou me-
nos invasivas. Além disso, sdo especialmente apropriados
quando um monitoramento longitudinal ¢ necesséario 2. O
PSA (prostate specific antigen) em céncer de prostata e o
receptor tirosina quinase CD340 em cincer de mama sio
bons exemplos de que proteinas liberadas no sangue por te-
cidos doentes podem ser indicadores de uma enfermidade
quando em concentragdes alteradas®. Entretanto, existem
varios desafios técnicos para utilizagdo desses materiais
bioldgicos, sendo os mais importantes sua complexidade,
a caracteristica dinimica da composi¢do proteica e a ne-
cessidade de andlise de um grande nimero de pacientes
para determinar a variabilidade intra e interindividual de
um marcador potencial. Além disso, para desenvolvimen-
to de testes clinicos, dificilmente um marcador isolado tera
sensibilidade e especificidade suficientes para predi¢cdes ou
diagndsticos; provavelmente, serao necessarios painéis de
proteinas associadas a condigdes especificas.

Varios fluidos corporais 6rgaos-especificos ja foram
caracterizados com perspectivas para utilizacdo clini-
ca, como urina para a doenga de Anderson-Fabry*, li-
quido cerebroespinal para as escleroses multipla® e la-
teral amiotrdfica® e para as doencas de Alzheimer®,
Creutzfeldt-Jakob> e Parkinson®, lavado broncoalveolar
para doenc¢a pulmonar obstrutiva crénica®, liquido sino-
vial para osteoartrite®, lagrima para ceratocone” e aspira-
do mamilar para cancer de mama®.

FLUIDOS CORPORAIS: SALIVA

7

A saliva é um material bioldgico bem estudado por
abordagens protedmicas. Composta de uma mistura de
componentes secretados pelas glandulas salivares e deri-
vados do sangue, ela é provavelmente o fluido mais aces-
sivel do nosso organismo®. Possui um importante papel
na manuteng¢do da saude oral participando de processos
como remineralizagdo do esmalte dentdrio, defesa contra
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micro-organismos, lubrificado, digestio, modulacio de
pH e paladar®*. Esses atributos sdo decorrentes das ca-
racteristicas de seus componentes, que incluem proteinas,
horménios, pequenas moléculas como ureia, e eletrélitos
como calcio, bicarbonato, fosfato e fluoreto™. As proteinas
salivares tém sido estudadas por técnicas bioquimicas tra-
dicionais e protedmicas e centenas delas ja foram identifi-
cadas tanto na saliva total como em secregdes de glandulas
individuais, embora aquelas expressas em baixos niveis
certamente ndo foram ainda detectadas®**%.

O grande interesse na saliva como fluido para diagnds-
tico tem levado a padronizagdo de processos de coleta e
armazenamento” principalmente porque varios fatores
afetam seu fluxo e composicao. Entre esses fatores estdo
status fisioldgico, medicagao, alimentagdo, odores, ritmo
circadiano, sexo, idade e a prépria constitui¢io do san-
gue e o grau de atividade das glandulas salivares®**. Por
esse motivo, os pardmetros fluxo e composi¢io salivar
tém sido explorados no monitoramento de niveis de hor-
monio” e drogas®, exposi¢ao a poluentes ambientais®™ e
infecciosos® e monitoramento de doengas, incluindo pe-
riodontite”, diabetes mellitus®, fibrose cistica”, sindrome
de Sjogren'™, doencas da glandula salivar'® e cincer de
mama'®>'%, ovario'™ e oral'®'%. Em relagao a esse ultimo
tipo de cincer, o sitio anatomico oferece a saliva uma im-
portante vantagem em relacdo a outros fluidos, além da
caracteristica ndo invasiva e da compatibilidade com abor-
dagens protedmicas. Pelo fato de estar em contato com o
tecido afetado e, portanto, de receber proteinas secretadas
ou derivadas de células mortas, seu potencial vai desde a
utilizagdo para detecgdo precoce'”” até predicdo de agressi-
vidade e progndstico'®.

Embora muitos estudos tenham identificado biomar-
cadores salivares em doencas locais e sistémicas, sua va-
lidagao em grupos amostrais grandes nio esta disponivel
e resultados de diferentes autores sobre a mesma doenga
mostram resultados conflitantes'®”. Apesar disso, algumas
associagdes interessantes tém sido referidas. Por exem-
plo, niveis elevados de transferrina foram observados em
pacientes com carcinoma oral e correlacionados com ta-
manho e estagio do tumor. Os ensaios por ELISA foram
altamente especificos e sensiveis para deteccio precoce
desse carcinoma, o que torna a transferrina um marcador
promissor''’. Essa proteina é essencial para células com ta-
xas elevadas de proliferagdo e estd envolvida em sintese de
DNA e vias de transdugdo de sinais mitogénicos''’.

Em relagdo ao potencial de predi¢do de resposta a te-
rapia, recentemente Vidotto et al.''? observaram que os
niveis de algumas proteinas salivares em pacientes com
carcinoma de cabeca e pescogo revertem para um pa-
drdo similar ao observado em individuos saudaveis apds
o tratamento. Entre elas estdo duas proteinas (PLUNC e
ZN-alfa-2-GP) relacionadas com inflamag¢io, um processo
frequente nesses tumores.

FLUIDOS CORPORAIS: SORO/PLASMA

Embora a saliva e outros fluidos corporais permitam a
obten¢do de dados relevantes por andlises protedmicas,
principalmente no caso de doengas que afetam tecidos e
orgaos especificos, ndo existem duvidas de que o soro e o
plasma sdo muito mais abrangentes. Essas fracdes sangui-
neas estdo entre as fontes mais importantes de marcadores
biolégicos e podem fornecer informagées bastante ricas
sobre processos fisiologicos e patologicos'®. Sua analise
para propositos diagnosticos é bem conhecida e as duas
fragoes sdo similares em composigéo. Entretanto, o plasma
parece ser mais estavel que o soro e mais apropriado para
avaliacdo de proteinas de baixo peso molecular. Por outro
lado, o soro é o material de escolha para varios testes por-
que os anticoagulantes do plasma interferem com alguns
métodos empregados*.

Somente 22 proteinas compdem mais de 95% do pro-
teoma do soro/plasma, como albumina, transferrina, hap-
toglobina, imunoglobulinas e lipoproteinas. Muitas protei-
nas celulares, ao contrario, caem na circulagdo em niveis
muito reduzidos'“. Por exemplo, a albumina esta presente
no sangue em concentragio milimolar (10?) enquanto
outras, como as citocinas, possuem atividade em concen-
traces entre 1072 mol e 10° mol'"*. E esse menor grupo
que certamente inclui os biomarcadores de doengas''® cuja
detecgdo, infelizmente, sofre interferéncia das proteinas
muito abundantes. Como revisto por Kawashima et al.'"’,
sdo utilizados varios métodos de deplecio que, entretanto,
resultam muitas vezes na remogio de proteinas de baixo
peso molecular (Figura 3).
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Figura 3 — Géis resultantes de eletroforese 2-D de proteinas
de soro de pacientes com neurofibromatose. (A) Sem e (B)
com deplegao das proteinas mais abundantes.

Schiess et al.*®, comparando marcadores conhecidos
com proteinas identificadas por abordagens protedmicas,
observaram concentragdes plasmdticas com ordens de
grandeza muito diferentes. Enquanto os niveis de marca-
dores como PSA e CD340 estao na faixa de pg a ng/mL, os
niveis de proteinas plasméticas classicas sdo da ordem de
pg a mg/mkL. Esses dados mostram a necessidade de avan-
¢os na tecnologia para que os limites de detecgdo atinjam
valores menores de concentracao''*. Para vencer essas difi-
culdades, recentemente tém sido utilizadas as medidas por
SRM (Selected Reaction Monitoring) em espectrometria de
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massas, que focam conjuntos de proteinas selecionadas a
priori e que tém gerado dados muito consistentes''®*, es-
pecialmente quando a deple¢do de componentes abundan-
tes e o fracionamento sdo combinados'®.

Apesar dessas limitagoes, muitos dados ja foram obti-
dos em soro/plasma de pacientes com diabetes'*"**?, doen-
¢as autoimunes'?, cardiacas' e infecciosas'®, doencas
de Parkinson'”® e Alzheimer®, endometriose'”’, tumores
de bexiga'?, cabeca e pescogo' %2, célon'**!*, esdfago'™,
estomago'*, figado'*”'*, mama'**'*, pancreas'*"'*, prdsta-
tal4>14 pulmao™>¢, rim''%, e também de gestantes com
fetos portadores de sindrome de Down'.

Embora o nimero de publica¢des seja elevado, apenas
um teste de triagem desenvolvido a partir de abordagens
protedmicas em soro foi aprovado (OVA1). O teste anali-
sa um painel de proteinas (CA125, transtirretina ou pré-
albumina, apolipoproteina Al, beta-2-microglobulina e
transferrina) e, quando combinado com avaliagio clinica e
por imagem, possui uma sensibilidade maior que 90% para
avaliagdo pré-cirurgica do risco de cancer de ovario**.

CONSIDERACOES FINAIS

Muitos fatores afetam os resultados de analises proted-
micas, especialmente no caso de fluidos corporais. Entre
eles estdo caracteristicas do proprio paciente e do ambien-
te**1>1. Na fase pré-analitica, o processamento do material
introduz outras variaveis, como método de coleta, tipo
de armazenamento e tratamentos iniciais da amostra. Da
mesma forma, produtos de degradagdo proteolitica gera-
dos na fase analitica influenciam os resultados, se inibido-
res eficientes de proteases ndo forem utilizados. A degra-
dacdo por catabolismo é igualmente importante'*?, embora
nem sempre os fragmentos de baixo peso molecular sejam
inespecificos, como aqueles derivados da transtirretina'> e
da osteopontina'™.

O lado clinico dos estudos protedmicos também en-
frenta alguns desafios. Um deles é a analise prospectiva
de popula¢des representativas e bem caracterizadas para
obten¢do de poder estatistico e para que sejam superadas
as limitagdes resultantes da variabilidade individual e do
processamento de material bioldgico.

Apesar desses desafios, nio existem duvidas de que os
resultados de abordagens protedmicas sdo potencialmente
uteis em diversas dreas da pesquisa clinica, entre elas, diag-
nostico, monitoramento de resposta a terapia, predicdo
de desfecho clinico, classificagao de subtipos de doengas,
determinagdo de riscos, caracterizacio de vias metabd-
licas, quantificagdo de biomarcadores e geracdo de alvos
terapéuticos®.

Nos ultimos anos, muitas questdes biologicas impor-
tantes tém sido respondidas pela protedmica e centenas de
biomarcadores candidatos foram descobertos. Entretan-
to, poucos desses marcadores tém ultrapassado a fase de
identificagdo. Sua aplicagdo com sucesso na pratica clinica

dependera de plataformas sensiveis, desenvolvimento de
painéis de proteinas e estudos colaborativos que incluam
médicos, epidemiologistas, biologistas moleculares e bio-
informatas, com uma questao clinica relevante e com pa-
rametros bem definidos de recrutamento e caracterizagdo
de pacientes e amostras.
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