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PROTEOMA

Tlustragoes cedidas pelas autoras

roteoma indica as PROTEinas
expressas em um genOMA
ou tecido. Enquanto o geno-
ma representa a soma de to-
dos os genes de um individuo, o pro-
teoma nao € uma caracteristica fixa de
um organismo. O proteoma altera com
o estado de desenvolvimento, do teci-
do ou mesmo sob as condi¢des nas
quais o individuo se encontra. Portan-
to, hda muito mais proteinas no proteo-
ma do que genes no genoma, especi-
almente para eucaritos. Isto porque ha
varias maneiras do gene expresso, o
RNA total, sofrer reducio (splicing)
para construir o RNA “maduro”. Este
entdo vai servir de molde para a tradu-
¢do de uma proteina, a qual sofre
modificacao pés-traducio.

Investigar diretamente os produtos
dos genes é uma forma de estudar
doencas e qualquer problema biologi-
co complexo. Por exemplo, para en-
tender molecularmente como uma
célula funciona em um individuo do-
ente e em um sadio € preciso ter
conhecimento das proteinas e de ou-
tros componentes celulares que estao
presentes, como eles interagem e o
resultado de suas interagcoes.

Portanto, andlise ao nivel de prote-
ina € necessaria, pois o estudo dos
genes através do sequenciamento dos
genes, ou seja, o estudo gendmica, nao
pode adequadamente prever a estru-
tura dindmica das proteinas, uma vez
que € ao nivel das proteinas que mui-
tos dos processos de uma célula ocor-
rem, onde processos de doencas inici-
almente acontecem e aonde muitas
das drogas medicinais atuam. Sendo
assim, protedmica € o método direto
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sional e Espectrometria de Massa

paraidentificar, quantificar e estudaras
modificacdes pos-traducionais das pro-
teinas em uma célula, tecido ou mes-
mo oragnismos.

O termo protedmica foi introduzi-
do em 1995 para descrever todas as
proteinas que sio expressas em um
genoma (Anderson et al., 1996; Wi-
lkins et al., 1996). Definir todos os
aspectos da protedmica € dificil, pois
atualmente este termo € mais um
conceito do que uma ciéncia bem
definida.

Protedmica pode ser vista como
uma metodologia de selecao da biolo-
gia molecular, a qual tem como objeti-
vo documentar a distribuicao geral de
proteinas da célula, identificar e carac-
terizar proteinas individuais de interes-
se e principalmente elucidar as suas
associacoes e funcoes. Sendo assim,
protedmica fundamenta-se em princi-
pios bioquimicos, biofisicos e de bioin-
formatica para quantificar e identificar
as proteinas expressas, pois elas se
alteram conforme o desenvolvimento
de um organismo assim como em
resposta aos fatores do ambiente (An-
derson & Anderson, 1996; Celis et al.,
1996; Wilkins et al., 1996; Wilkins et
al., 1997).

Ha uma forte e sinergistica correla-
¢do entre os estudos protedmicos e
genomicos uma vez que ambas areas
de estudo investigam a organizagio
celular ao nivel complementar, prote-
inas e genes, e cada area fornece
informacao que aumenta a eficiéncia
da outra. Por exemplo, protedmica
conecta as descobertas da gendmica
com o desenvolvimento das drogas
que as companhias farmacéuticas in-
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Figura 1. Esquema de procedimento de eletroforese bidimensional (A)
Preparacido de amostra: rompimento celular seguido de extracio e
solubilizacdo de proteinas das células (ou tecidos) (B) Separaciao na pri-
meira dimensao por [EF, onde as proteinas sao separadas pelo seu pon-
to isoelétrico. (C) Separacdo na segunda dimensao SDS-PAGE, que sepa-
ra proteinas pela massa molecular aparente. (D) colorac¢io das proteinas
separadas, resultando num mapa de pontos (spots). Digitalizaciao da
imagem e andlise densitométrica por programas de computador

vestigam. Sendo assim, proteinas de
uma forma geral controlam a vida e a
satude, ou seja, € preciso entender as
proteinas e como elas operam celular-
mente para assim entender como re-
gular os mecanismos da doenca para

um posterior tratamento.

A Protedmica pode seraplicada em
diversas areas de interesse como por
exemplo na investigacio de marcado-
res moleculares em determinadas do-
engas indicando a resposta da célula ou
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tecido a estresses externos. Através da
protedmica pode-se fazer uma com-
paracdo do perfil protéico de uma
célula cancerosa com o de uma célula
sadia, ou de uma célula cancerosa cujo
portador esta sob tratamento médico.
Virias pesquisas ja foram ou estdao
sendo conduzidas no mundo na area
da satide como o proteoma do figado,
rim, e para diferentes organismos, como
Mycobacterium tuberculosis (agente
causal da tuberculose), Plasmodium
Jalciparum(agente causal da malaria),
Helycobacter pylori(agente causal da
ulcera e gastrite). Na drea agrondmica,
ha estudos protedmicos de milho, ar-
roz, trigo, cana-de-agucar, eucalipto
entre outras, e de organismos que
causam imapcto econdmico, como
aquele que fixa nitrogénio atmosférico
para as leguminosas, Rbizobium spp.,
ou que causam doencas em em feijo-
erio e citros como Xanthomonasspp.
Aquino Brasil, pesquisas protedmicas
estao sendo realizadas com sucesso.
No Estado de Sao Paulo, gracas ao
apoio da Fundacao de Amparo a Pes-
quisa (FAPESP), estudos protedmicos
estio sendo conduzidos para entender
o processo da interacao entre a bacté-
ria patogénica, Xylella fastidiosa, de
citros variedade laranja doce.

Técnica aplicada ao
Estudo Protedmica

A eletroforese de duas dimensoes
em gel de poliacrilamida (2DE) em
conjunto com a espectrometria de
massa sao as duas tecnologias mais
usadas atualmente para analise de pro-
teoma. A primeira € aplicada para
separagao, deteccao e quantificacao
das proteinas e a espectrometria de
massa para identificacao das proteinas
gracas aos grandes avangos da bioin-
formatica.

Eletroforese
Bidimensional (2DE)

A técnica de eletroforese bidimen-
sional foi introduzida na década de 70.
Entretanto foi nos dltimos 10 anos que
ocorreram os grandes avancos nos
métodos que possibilitaram identificar
proteinas separadas através de 2DE de
forma sensivel, ripida e conclusiva.

Desde a introducio da técnica de
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Figura 2. Perfil da proteina total (150 ug) de Xylella fastidiosa, bacté-

ria patogénica de citros var. laranja doce. IEF ocorreu entre pH3-10 e a

2DE em gel gradiente (9-18%) de poliacrilamida. Gel corado com ni-
trato de prata. Projeto financiado pela FAPESP

Spot recortado do gel 2DE

Digest&a in Gel

ESPECTROMETRO DE MASSA

4L

Peptidios Resultantes

Figura 3. Esquema de “Peptide mass
fingerpriting” (PMF) — Os “spots” si0
recortados do gel 2DE e submetidos a
digestao enzmadtica, geralmente usan-
do-se tripsina. Os peptideos resultan-
tes sdo incorporados a uma matriz e
identificados por espectrometria de
massa (MALDI-TOF). A massa dos
peptidios sao comparadas a um banco
de dados para identificar sequéncias
de amonicidos, cujas massas previstas
batem com a massa dos peptidios ob-
tidos
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MASSA DOS PEPTIDIOS OBSERVADA

b

PESQUISA EM BANCOS DE DADDS

SEQUENCIAS DE AMINOACIDOS CUJAS
MASSAS PREVISTAS BATEM COM 05
RESULTADOS

2DE, diversas modificacoes foram fei-
tas, principalmente na primeira dimen-
sdo. Utilizava-se os anfolitos para esta-
belecer o gradiente de pH para a
separacio das proteinas pelo ponto
isoelétrico. Entretanto, o uso de anfoli-
tos com esta finalidade tem diversos
problemas incluindo a incapacidade
de correr grandes quantidades de pro-
teinas necessdrias para a micro se-
qiiéncia, pouca estabilidade do gradi-
ente de pH durante a eletroforese e
frequente falta de reprodutibilidade
dos géis entre os laboratérios. O uso
dos gradientes de pH imobilizados
(IPG) para a separacio por cargas na
2DE solucionou muitos dos proble-
mas. Encontra-se no mercado fitas de
g¢&is IPG desidratadas (Amersham Bi-
osciences) feitas de uma matriz de
poliacrilamida, a qual é modificada
covalentemente com grupos acidos e
basicos que formam o gradiente de pH
imobilizado em toda a extensao do gel.
Ha diversas faixas de pH, desde ampla
(3-10), como faixas estreitas, como
por exemplo de 4,5-5,5 ou 7,0-11,0.
Esta flexibilidade na escolha das faixas
de pH a serem utilizadas € de grande
utilidade para separar eficientemente
o maior nimero de proteinas possivel.

A 2DE combina duas técnicas de
separaco: a primeira separacao (pri-
meira dimensao) € a focalizacdo isoe-
létrica (IEF), e a segunda dimensio
(2DE) € a eletroforese em gel de
poliacrilamida, chamada de SDS-PAGE.
No IEF as proteinas sao separadas,
através de uma alta tensao, em um
gradiente de pH imobilizado em um
gel de acrilamida até alcancarem a
posicao estaciondria onde a carga total
€ zero. O pH no qual a proteina tem
carga liquida zero € chamado de ponto
isoelétrico (pD). Na 2DE, as proteinas
sdo separadas pelo peso molecular,
através de uma tensio, também em
gel de poliacrilamida contendo ou nio
o detergente sulfato dodecil de sédio
(SDS-PAGE). A mobilidade eletroforé-
tica se da de acordo com o tamanho da
proteina sendo restringida pelo tama-
nho do poro da matriz de poliacrilami-
da, de uma forma que as proteinas
migram em uma velocidade proporci-
onal ao seu tamanho. A matriz de
poliacrilamida usada pode ser homo-
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Figura 4. Ilustracao Esquemdtica de DIGE ( adaptado de Patton, 2002) —
Duas amostras diferentes sao derivatizadas em dois fluoréforos diferentes,
combinadas e submetidas a 2DE. AS proteinas sdo detectadas em um
scanner duplo a laser com filtros de excitacao diferentes para gerar duas
imagens separadas. As imagens sdo, entao sobrepostas com a ajuda de um
programa de computador, os sinais sao normalizados e os spotssao
quantificados. As diferencas na expressao das proteinas sao identificadas
pela avaliacao de uma imagem pseudo-colorida e os dados sio compara-

dos

génea ou em gradiente. J4 os parime-
tros elétricos usados na corrida depen-
dem do tipo e da quantidade de amos-
tra aplicada, influenciando na qualida-
de da focalizacao. Estes parimetros
devem ser cuidadosamente monitora-
dos e controlados. Em aparelhos do
tipo IPGphor (Amersham Biosciences),
geralmente utiliza-se uma corrente de
50 uA por strip e uma voltagem que
vai de 100 a 8000 (80kVh-150kVh).
Paraaplicaratécnica de 2DE (Figu-
ra 1), as amostras biolégicas sao, de
uma maneira geral, tratadas da seguin-
te forma. Primeiramente, as células sao
rompidas através de métodos quimi-
cos (detergentes, solventes, etc) ou
fisicos (homogeneizadores, moinhos,
“french press”). Seguido da ruptura
celular, as proteinas sao solubilizadas e

desnaturadas em uma soluc¢ao conten-
do detergentes nao idnicos ou zwiteri-
Onicos, caotropes (uréia, tiouréia), e
pequenas quantidades de agentes re-
dutores, como o ditiotreitol (DTT).
Uma solu¢io comum € a composta de
uréia (8 M), CHAPS (4%), DTT (70mM),
anfolito (0,5 a 2%) e azul de bromofe-
nol (0,005%). A concentra¢ao do anf6-
lito deve ser determinada para cada
amostra empiricamente.

A solubilizacao das proteinas € uma
etapa fundamental para o sucesso da
eletroforese bidimensional. Estas solu-
coes devem ser otimizadas baseada
nas amostras utilizadas no experimen-
to. Sabe-se que proteinas de membra-
na sao de dificil visualizacao em gel
devido, principalmente a dificuldade
de solubilizd-las, ja que ouso do SDS é

limitante para a 2DE. Recentemente
foram disponibilizados diversos de-
tergentes zwiteridnicos que melhora-
ram muito o desempenho das solu-
¢oes de solubilizacao para proteinas
hidrofébicas (Chevallet et al., 1998).
Estes detergentes sdo sulfobetainas
com cauda de cadeia geralmente com
8 a 16 carbonos. A Calbiochem co-
mercializa estes detergentes com os
nomes comerciais de SB 3-10, SB 3-
12, ASB 14, ASB 16. Fizemos um
estudo comparativo da eficiéncia de
4 detergentes na solubiliza¢ao de
proteinas de membrana de Xyllela
Jastidiosa(projeto Proteoma de Mem-
brana de Xyllela fastidiosafinanciado
pela FAPESP), e mostramos que o
ASB 14 é mais eficiente quando com-
parado com o SB 3-10, seguido do
CHAPS e Triton X-100 (Di Ciero et al.,
resultados recentes).

Apds serem submetidas a 2DE, as
proteinas sao visualizadas através de
métodos de deteccio especificos para
cada objetivo, como por exemplo
deteccao de proteinas totais, modifi-
cacoes pos-traducionais, etc. A maio-
ria desses métodos se baseia em
coloragio de proteinas com corantes
ou reagentes fluorescentes, ou de-
teccao de proteinas marcadas radioa-
tivamente por fluorografia ou autora-
diografia.

Dentre os diversos métodos para
coloracao de proteinas, os mais usa-
dos sao coloracao por Azul de Coo-
massie (Coomassie Blue) e coloracao

por prata, devido ao custo, facilidade
de uso e compatibilidade com méto-
dos de caracteriza¢do microquimica,
tais como sequéncia automadtica de
aminodacidos e espectrometria de mas-
sa. Coomassie Blue detecta proteinas
com concentracao superior a 100 ng,
enquanto a prata € mais sensivel que o
Coomassie, podendo detectar protei-
nas em concentracoes de até 1 ng.
Os métodos de marcacao radioati-
va baseia-se na incorporacio de *H,
HC, S, 3P, 3P ou I as proteinas.
Aposa eletroforese a deteccao do sinal
pode ser feita usando-se filme para
autoradiografia ou fluorografia direta.
Esses métodos sao aplicados em pro-
teoma juntamente com a coloragcio
por Azul de Coomassie ou nitrato de
prata para analise simultinea do niveis
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Figura 5. Ilustracao Esquematica de Proteoma Multiplo (MP) (Adaptado
de Patton, 2002) — Duas amostras diferentes sio submetidas a 2DE. Os
gés sio corados por um atributo funcional particular, tal como glicosilacio,
e digitalizados. Os géis sao entao corados para proteinas totais usando o
corante SYPRO Ruby e digitalizados novamente. As duas imagens sao
entio sobrepostas com a ajuda de um progarama de computador, € 0s
spots sao quantificados. As difertencas na glicosilacio e expressao de pro-
teinas totais sao identificadas pela andlise de imagens pseudo-coloridas e
comparacao de dados. O registro do perfil de proteina total com padroes
de glicosilacao sao feitos pela sobreposicio das imagens
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de expressiao da proteina total junta-
mente com a taxa de sintese de prote-
ina, bem como fornecer regides mar-
cadas para a localizacio de proteinas

de baixa abundancia em 2DE. Embora
os métodos de detec¢ao por marcagao
radioativa sejam bastante sensiveis e
quantitativos por uma maior faixa de
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abundincia, eles tendem a ser mais
caros e perigosos de manipulacio, e
limitados a amostras que podem ser
marcados radioativamente (geralmen-
te por marcac¢ao metabélica).

Métodos de coloragao reversa tém
sido usados com menor freqiiéncia
para a visualizacdo de proteinas em
2DE, os quais empregam cloreto de
potassio, cloretos de cobre, cloreto
de zinco, acetato de cobalto cloreto
de niquel ou cloreto de zinco imida-
zol. Dentre elas, as mais usadas em
proteoma sdo cloreto de potassio,
cloreto de cobre e cloreto de zinco. O
cloreto de cobre € um pouco mais
sensivel que o Azul de Coomassie,
entretanto o cloreto de potissio €
menos sensivel. O método que em-
prega o cloreto de zinco imidazol € o
mais sensivel entre eles e pode ser
avaliados por densitometria, embora
afaixalinear dinamica esta restritaa
10-100 ng. Os géis corados com
zinco-imidazol podem ser eletrotrans-
feridos (“electroblotted”) ou eletroe-
luidos (“electroeluted”) pela adicao
de um agente quelante ao tampao
de transferéncia. Outra vantagem
deste método € que ele é compati-
vel com métodos de microsequéncia
baseados em Edman e a digestao
triptica in gelpara a identificacio dos
peptideos por espectrometria de
massa MALDI-TOF (“matrix-assisted
laser desorption ionization time-of-
flight”).

A detecgio de proteinas por flu-
orescéncia em eletroforese em gel é
muito usada em laboratorios que pes-
quisam proteoma em larga escala. A
faixa de deteccao linear dinimica
normalmente € superior aos méto-
dos de coloracao. Os corantes dispo-
niveis no mercado sio o Vermelho
do Nilo (Nile Red), SYPRO Verme-
lho, SYPRO Laranja e SYPRO Tange-
rina. Os corantes SYPRO sio faceis
de serem aplicados, através de so-
mente uma etapa de coloracio de 30
a 60 minutos sem a necessidade de
descoloracio. Estes corantes detec-
tam pequenas quantidades de prote-
ina 4-8 ng e hd metodologia para
quantificacao porandlise de imagem.

Para anilise de modificacoes pos-
traducionais sio usados métodos de
deteccao especificos para glicopro-
teinas (autoradiografias coma incor-
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Figura 6. Estrutura do reagente ICAT, composto de trés elementos: um
grupamento reativo a tiois, que se liga a residuos de cisteinas reduzidas; um
espacador que pode conter deutérios (reagente pesado, com os deutérios
nas posicoes indicadas por X) ou nao (reagente leve, com hidrogénios nas
posicoes indicadas por X); e um grupamento de biotina utilizado para o
isolamento seletivo dos peptidios contendo cisteina (marcados com ICAT)

poracdo de *H e YC; fluorescéncia,
método de Schiff, Azul de Alcian, etc.),
fosforilacao (autoradiografias coma in-
corporacio de ¥*P ou #*P na cultura de
células ou apoés dentro de fracdes sub-
celulares por proteinas cinases, detec-
cao in gel por hidrdlise alcalina de
ésters de fosfato de serina ou treonina
preciptando-se o fosfato liberado com
calcio formando um complexo de fos-
fomolibdato e entio visualizando-se
com um corante, tal como Verde de

Metil), protedlise (ensaios zimografi-
cos, corantes fluorescentes BODIPY),
nitrosilacao (método de Biotina), meti-
lacao (fluorografia), ribolizacdo (anti-
corpos especificos anti-ADP ribose).
Aposacoloracao do gel, observa-se
um perfil bidimensional de pontos
(“spots”), sendo que em cada ponto ha
multiplas copias de uma proteina. A
imagem deste perfil € posteriormente
documentada através de programas
de computador apropriados (Figura
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Figura 7. Esquema do procedimento de ICAT - Os residuos de cisteina
reduzida das proteinas em amostras a serem comparadas sio rotulados
separadamente. Em uma das amostras € usada a forma isotopicamente
pesada e na outra amostra a forma leve do reagente ICAT. As duas amos-
tras sao combinadas e digeridas com tripsina. Os peptidios marcados, que
contém cisteina sao isolados por cromatografia de afinidade e, posterior-
mente analisados por espectrometria de massa para a determinacio da
identidade da proteina que deu origem ao peptidio e a abundancia relati-
va de cada proteina nas amostras sendo comparadas

Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento - n® 29

2), como o Melanie desenvolvido
pela Genebio (Genebra, Sui¢a), Ima-
ge Master (Amersham BioSciences)
€ outros.

Estes programas apresentam va-
rias funcoes, entre elas a de permitir
uma andlise da abundancia da prote-
ina em cada spotatravés do volume,
intensidade e 4area. Diversos géis re-
presentando diferentes proteomas
podem ser comparados com o obje-
tivo de detectar proteinas diferenci-
almente expressas .

Apesar da técnica de 2DE ter o
potencial de separar milhares de pro-
teinas e ser a técnica mais utilizada
paraanalise de proteomas, ela apre-
senta algumas limitagoes para prote-
inas muito acidas (pH menor que
3,5) or bdsicas (pH maior que 9)
proteinas de baixa abundancia e pa-
ras proteinas hidrofébicas, geralmen-
te presentes nas membranes celula-
res. Porém, esta técnica esta sendo
cada vez mais aperfeicoada e logo
limitacdes como estas deixario de
existir. No geral, a 2DE é um método
de separacio eficiente, porque todas
as proteinas numa amostra sao sepa-
radas simultaneamente, fornecendo
informacdes tteis sobre pl, massa
molecular, expressiao e abundancia
relativa e modificacdes pos-traducio-
nais pela alteracio da mobilidade
eletroforética.

Identificacio das Proteinas

Ha varias técnicas para identificar
uma proteina, como por exemplo, o
sequenciamento da proteina através
da degradacao por Edman, sequenci-
amento quimico, processo imunolo6-
gico, espectrometria de massa entre
outros. Uma das técnicas mais utiliza-
das para a identificagciao das proteinas
€ a andlise do “fingerprinting” da
massa precisa de um nimero de
peptidios derivados da mesma pro-
teina (Figura 3). Paratal, as proteinas
de interesse sdo recortadas do gel,
sdo fragmentadas (obtencao dos pe-
pitideos), geralmente por digestao
triptica, e os fragmentos sao analisa-
das no espectrometro de massa MAL-
DI-TOF auxiliados por programas de
informatica desenvolvidos por varios
grupos (Pappin, 1997; Mann et al.,
1993; Henzel, 1993; Yates et al,,
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1993; James et al., 1993).

Uma vez conhecida a sequéncia
desta proteina, a sua identificacio é
geralmente feita por correlacio de
dados depositados em bancos acessi-
veis via internet, como o da Swiss-Prot
(Suica).

Técnicas e Opcoes para Analise
de Proteoma Diferencial

O proteoma diferencial compara
diferentes perfis de proteinas entre
situacoes de interesse. O objetivo cen-
tral do proteoma diferencial € melho-
rar o conteido de informacdes do
estudo de proteoma através de anali-
ses multiplas. As trés principais técni-
cas usadas atualmente para anilise de
proteoma diferencial sao eletroforese
diferencial em gel (DIGE), “Multplex
Proteome” (MP) e rotulacao de prote-
inas com reagentes ICAT (“isotope-
coded affinity tagging”).

A técnica DIGE (Figura 4) usa és-
ters de succinil de corantes de cianina,
CY2, CY3 e CY5, que podem ser
empregados para rotulacio fluores-
cente para trés populacoes complexas
de proteinas antes de misturd-las e
resolvé-las simultaneamente na mes-
ma 2DE. Recentemente, foi desenvol-
vido outro procedimento similar usan-
do corante Alexa Fluor.

O “Multplex Proteome” (MP) ba-
seia-se na determinaco paralela dos
niveis de expressao de proteinas bem
como em certos atributos funcionais,
tais como niveis de glicosilacao, capa-
cidade de ligacao com drogas ou me-
tabolizacao de drogas (Figura 5). Esta
tecnologia utiliza o mesmo fluoréforo
para medir proteinas através de todos
os géis no banco de dados, e emprega
fluordforos adicionais com diferentes
excitacoes e/ou emissio maxima para
acentuar atributos funcionais especifi-
cos da espécie. A vantagem desta
técnica sobre a DIGE € que ela dd uma
faixa muito mais larga de informacoes.

Atécnica de ICAT permite identifi-
cacgio sistemdtica das proteinas numa
mistura complexa e quantificacio pre-
cisa das diferencas em abundancia de
cada proteina presente em duas ou
mais amostras protéicas. O reagente
ICAT é formado por trés componen-
tes funcionais: um grupamento reativo

a tidis, que € seletivo para os grupa-
mentos sulfidrilas das cadeias laterais
de cisteinas reduzidas, um grupo de
etileno glicol que pode conter dtomos
de deutério (isotopicamente pesado)
ou nao (isotopicamente normal) e que
possibilita realizar quantificacio preci-
sa por MS, e um grupamento de biotina
que € a “etiqueta de afinidade” utiliza-
do como base para o isolamento sele-
tivo dos peptidios contendo cisteina
(marcados comICAT) de uma mistura
complexa de peptidios, através de
cromatografia de afinidade em coluna
de avidina (Figura 6).

Os residuos de cisteina reduzida
das proteinas nas duas amostras a se-
rem comparadas sao rotulados separa-
damente durante o experimento. Em
uma das amostras ¢ usada a forma
isotopicamente pesada e na outra
amostra a forma leve do reagente
ICAT. As duas amostras sao combina-
das e digeridas com tripsina. Os pepti-
dios marcados, que contém cisteina
sdoisolados por cromatografia de afini-
dade e analisados por espectrometria
de massa, determinando assim a iden-
tidade da proteina que deu origem ao
peptidio e a abundancia relativa de
cada proteina nas amostras sendo com-
paradas (Figura 7) (Gygi et al., 1999).

Conclusoes

A ProteOmica veio para revolucio-
nar os estudos de Genoma, uma vez
que utiliza-se de suas ferramentas para
identificar as proteinas expressas em
situacoes especificas em um dado
momento naquele ambiente. A Prote-
Omica € dinAmica e permite fazer estu-
dos comparativos. Os métodos para
analise global da abundancia de prote-
inas, modificacdes pos-traducionais e
as mudancas nesses dois parimetros
como a fun¢iao de um estado biolégico
da célula ou tecido se desenvolveram
utilizando-se das técnicas de eletrofo-
rese, cromatografia e espectrometria
de massa como componentes-chave
para o estabelecimento de platafor-
mas de estudo. As inovacdes tecnolo-
gicas na detec¢io, anlise e quantifica-
¢ao de proteinas acelerou rapidamen-
te o desenvolvimento da Protedmica
nos ultimos 4 anos. Isso, sem davida,
ocorreu devido ao foco que institui-
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¢oes privadas e publicas deram 2a
pesquisa do Genoma a0 Proteoma.
No Brasil, a Protedmica vem se de-
senvolvendo desde o inicio do Proje-
to Genoma da Xyllela fastidiosa fi-
nanciado pela Fundacio de Amparoa
Pesquisa do Estado de Sio Paulo (FA-
PESP). Diversos grupos inseridos no
Genoma Funcional da FAPESP ainda
continuam trabalhando com técnicas
protedmicas com o objetivo de ma-
pear as proteinas funcionais impor-
tantes no estabelecimento da doenca
do “amarelinho”e a sobrevivéncia da
bactéria naslaranjeiras variedade doce.
Com os resultados obtidos destes es-
tudos espera-se criar estratégias de
controle desta doenca, a qual ja tem
causado sérios danos a citricultura
paulista.
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