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NEUROPROTEOMICA: A PROCURA DO (DES)CONHECIDO!

Bruno MANADAS®

A neuroprotedmica é uma &rea de investigacdo que integra o conhecimento gerado a partir de expedi¢cdes de procura
de informagéo (proteinas) em tecidos do sistema nervoso com o papel que essa informacédo representa e desempenha.
A grande maioria do conhecimento alcangado nesta area passa pela utilizagcdo da espectrometria de massa enquanto
recurso para a obtencdo de informacéo estrutural de proteinas e/ou péptidos. O desenvolvimento observado nos ultimos
anos na preparacao das amostras, andlise por espectrometria de massa e a integra¢@o da enorme quantidade de dados
gerados com os mecanismos fisiolégicos e patofisioldgicos, representam um salto quantitativo e qualitativo significativo
no nosso conhecimento. A espectrometria de massa é hoje uma ferramenta ndo s6 essencial, mas imprescindivel para o
conhecimento do cérebro e de todo o0 sistema nervoso.

O cérebro é um 6rgéo fascinante pelo
seu nivel de complexidade e capaci-
dade. E constituido por diversos te-
cidos e tipos de células. Entre estas
contam-se mais de 10 mil milhées de
neurdnios que comunicam entre si por
mais de 100 bilides de sinapses. Cada
sinapse € um elemento chave no flu-
xo continuo de informagéo e assume
uma identidade unica com subdomi-
nios de especializagédo (Figura 1A-E).
Este nivel de especializagdo € sem
duvida fascinante, mas dificulta a ca-
racterizagéo destes dominios pelo seu
reduzido conteudo proteico. O estudo
da composi¢ao proteica do cérebro,
de tecidos, de células, ou mesmo de
compartimentos especificos, envolve
a decisédo da escolha do método de
fracionamento com potencial de gerar
mais e melhores resultados. Do ponto
de vista de diminuigdo da complexida-
de proteica, a escolha do melhor mé-
todo nado sera certamente consensu-
al. Os diversos métodos disponiveis
apresentardo as suas vantagens e
desvantagens, possivelmente com o
fracionamento por gel de SDS (1D-
-SDS-PAGE) como exemplo de um
método simples e rapido de executar.
Técnicas mais elaboradas como os
geéis bidimensionais (2D-SDS-PAGE)
podem demorar varios dias a concluir,
possuindo no entanto um maior poder
de resolugdo. Para além destas, séo
atualmente utilizadas multiplas sepa-
ragbes cromatograficas (Figura 2),

* Unidade de Proteédmica do Centro de Neurociéncias e
Biologia Celular da Universidade de Coimbra
Biocant, Centro de Inovagédo em Biotecnologia, Coimbra
E-mail: bmanadas@gmail.com

Quimica 124 - Jan/MaR 12

diferentes técnicas de centrifugacgéo,
filtrac&o, isolamento de organelos, hi-
drofobicidade, entre outras.

O fracionamento proteico permite as-
sim diminuir a complexidade da amos-
tra inicial antes do processo de diges-
tdo, normalmente com recurso a enzi-
ma tripsina. Uma mistura complexa de
péptidos é posteriormente analisada,
quer diretamente por espectrometria
de massa, quer por cromatografia li-
quida acoplada a espectrometria de
massa (LC-MS). Os espectros obtidos
sdo posteriormente relacionados com
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bases de dados que permitem a iden-
tificagdo do complemento proteico do
genoma (Figura 1F-l). Este processo
podera assim ser indicado como o flu-
xo de trabalho na area da neuropro-
teémica, cujo principal objetivo é o da
identificagdo do proteoma em tecidos
do sistema nervoso. No entanto, esta
definicao “simplista” encontra-se lon-
ge de fazer jus a complexidade dos
estudos envolvidos.

Independentemente das técnicas usa-
das para o fracionamento das prote-
inas, a espectrometria de massa é
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Figura 1 — Fluxo de trabalho em neuroprotedmica. Selegdo ou isolamento do érgdo, tecido,
células ou dominios: cérebro (A), hipocampo indicado a vermelho (B), rede neuronal (C), sinapse
(D), “lipid-rafts” (E). Os péptidos resultantes da digestdo das proteinas (F), sdo analisados por MS
(G), e relacionados com a base de dados para identificagdo das proteinas (H). Por fim processa-se

a analise e integragdo dos resultados (1)
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cada vez mais a ferramenta impres-
cindivel em projetos de neuroproteo-
mica. E possivel no entanto encontrar
alguns grupos de investigagdo que
desenvolvem projetos de neuroprote-
émica apenas com recurso a anticor-
pos (possuindo uma biblioteca com
mais de 15.000 anticorpos e os custos
dai inerentes).

A espectrometria de massa comegou
por ser uma ferramenta que permi-
tia obter um espectro de massa ao
fim de algumas horas de mestria do
operador em frente a um conjunto
complexo de botbes, e como produto
final de uma mescla de muito conhe-
cimento, intuicdo e uma boa dose de
sorte. A evolugdo da tecnologia per-
mitiu, num curto espaco de tempo,
aumentar consideravelmente a capa-
cidade de aquisicéo de dados, sendo
atualmente possivel adquirir de forma
automatica dezenas de espectros de
fragmentacdo por segundo. No caso
de amostras complexas analisadas
por LC-MS, poderdo ser adquiridos
numa unica analise dezenas de milha-
res de espectros. Esta quantidade de
informacao torna incontornavel a utili-
zacao de programas informaticos que
permitam a analise dos dados e sobre
a qual é limitada, ou mesmo inexisten-
te, a validagao por parte do utilizador.

A automacgao do processo de identifi-
cacgao de proteinas por espectrometria
de massa passou a estar ao alcance
de investigadores que ndo compreen-
dem, nem precisam de compreender
na maioria dos casos, conceitos de io-
nizagao ou radiofrequéncias. A simpli-
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ficagdo da identificacao de proteinas
foi certamente benéfica e abriu portas
a uma investigacao mais interdiscipli-
nar, havendo agora contacto intimo
entre as areas da biologia funda-
mental, quimica, informatica e conse-
quente interpretacéo e integracdo do
conhecimento.

Assim, um dos maiores avancos da
ciéncia nas Ultimas décadas talvez
nao tenha sido a descoberta de novos
conceitos e nogdes fundamentais, ou
mesmo do genoma humano, mas sim
a quebra das barreiras entre as areas
do conhecimento. Nunca como hoje
houve equipas de investigacao téao in-
terdisciplinares e onde a variedade de
conhecimento dos diversos elemen-
tos € uma mais valia ou mesmo uma
necessidade.

HBPP - ProJeTo DO PROTEOMA DO
CEREBRO HumANO

Os projetos de larga escala na area
da protedmica necessitam de um
conjunto de parédmetros de padroni-
zagao, cujo consenso é normalmente
alcangado sob a orientacéo de orga-
nizagdes cientificas, como é o caso
da “Human Proteome Organization”
(HUPO — www.hupo.org). O projeto
do proteoma do cérebro (BPP — www.
hbpp.org) pretende assim juntar gru-
pos de investigacao que partilham for-
mas de trabalhar semelhantes, com o
objetivo de caracterizar o proteoma do
cérebro humano e do ratinho. O prote-
oma do cérebro do ratinho é sem du-
vida uma mais valia, considerando os
inimeros modelos de ratinhos para as
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Figura 2 — Diagrama de decisdo numa analise proteémica incluindo fracionamento da amostra,
fracionamento proteico e decisdo do ponto de vista quantitativo com marcagdo por isétopos
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diversas doengas humanas. No entan-
to, como o préprio consércio indica, “o
melhor modelo humano é o Homem”.
Mais do que uma simples compilagao
das proteinas expressas no cérebro
num dado momento, € também ne-
cessario haver uma integracéo exten-
sa desta informagédo com a interagao
entre as proteinas, sua localizacéo e
modificagbes pds-traducionais, o es-
tagio de desenvolvimento, fendtipo,
patologia, entre outros. A integracéo
de todo este conhecimento, ou o po-
tencial que esta integracdo apresenta,
permite sonhar com a compreensao
dos fendmenos fisioldgicos e fisiopa-
tolégicos através da caracterizagéo
proteica, incluindo a identificacdo de
modificagcbes pds-traducionais.

Este conhecimento tera o potencial
de levantar o véu para a identificacao
de possiveis marcadores que inequi-
vocamente permitam o diagnostico
precoce, como por exemplo de al-
gumas doencgas neurodegenerativas
e neurolégicas. A auséncia destes
biomarcadores deve-se em parte ao
reduzido numero de estudos desen-
volvidos em amostras provenientes
de doentes ainda numa fase inicial
da doenca. Nestes estudos, a matéria
prima conteria a origem da doenca e
nao as consequéncias e/ou sintomas
da doenca. E neste sentido que um
dos objetivos propostos na missao do
BPP é o da extensa caracterizagao
de amostras provenientes de doentes
com patologias neurodegenerativas e
neuroldgicas que permita a identifica-
¢éo de biomarcadores de prognoéstico
e diagnéstico. Para além da necessi-
dade de diagnosticar estas doencas
precocemente, estes projetos preten-
dem ir mais além com a identificacao
de um conjunto de biomarcadores que
possibilitem a avaliacdo da resposta
do doente a terapia.

IMPACTO SOCIOECONOMICO

O inicio do projeto do genoma huma-
no colocou a fasquia do conhecimento
que se pretendia alcangar num pata-
mar bastante elevado. Por exemplo, a
sociedade esperava que este estudo
resultasse em progressos enormes
no sentido da cura do cancro. Quando
cedo se percebeu que o resultado do
projeto era conhecimento e ndo uma
terapia, as proteinas passaram a ser
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alvos interessantes de analise e apon-
tadas como potenciais alvos terapéu-
ticos, uma vez mais colocando a fas-
quia num ponto mais elevado do que
a capacidade atual de resposta. Fazer
parte destes projetos, onde o resulta-
do se traduz num beneficio direto para
a sociedade, sera certamente apete-
civel para muitos investigadores. No
entanto, a dimensdo destes projetos
coloca um peso enorme sobre o inves-
timento necessario. Nos dias de hoje,
o resultado destes projetos tera de ser
avaliado ndo apenas com a perspeti-
va do conhecimento que sera gerado,
mas também do potencial econdémico.
Com o devido financiamento, um pro-
jeto de neuroprotedémica podera ter o
potencial de gerar fundos suficientes
para sustentar futuros projetos de
igual ou maior envergadura.

O paradigma da investigacao foi assim
alterado nos ultimos anos, dado que o
crescimento observado na quantidade
de investigadores n&o foi acompanha-
do pelo correspondente aumento de
financiamento publico. Por outro lado,
a investigacéo e desenvolvimento re-
presentam hoje um enorme potencial
economico, levando a que alguns re-
sultados cientificos sejam divulgados
na forma de patentes, produtos ou
servigos disponibilizados ao publico.
Assim, um projeto de investigagéo
com o objetivo de identificar biomar-
cadores de diagndstico, prognodstico
ou preditivo de doengas neurodege-
nerativas ou neuroldgicas tera um
enorme potencial comercial e neces-
sitara do investimento que atualmen-
te esta para além das capacidades
de investimento publico em Portugal.

DEsaFIOS

O sistema nervoso resulta de um pro-
cesso de diferenciagdo complexo e é
também nele que ocorre uma longa
lista de doencas (por exemplo: Alzhei-
mer, Parkinson, Esclerose Multipla,
Huntington, Esquizofrenia, Epilepsia,
entre outras). A neuroprotedmica sera
certamente uma das disciplinas mais
complexas, considerando que se
pretende compreender as alteragbes
que ocorrem no proteoma das diver-
sas células que constituem o sistema
nervoso.

Quimica 124 - Jan/Mar 12

Os desafios que sado colocados a neu-
roprotedmica passam primeiro por
uma alteracdo da matéria prima em
estudo. A analise do cérebro como
um todo deixa de fazer sentido e é
necessario uma analise ao nivel dos
tecidos, células, compartimentos, ou
mesmo regibes especificas, como os
“lipid rafts”. Neste campo, os desafios
ao nivel da espectrometria de massa
estdo, ndo s6 no aumento da sensi-
bilidade (para que seja possivel dar
resposta com a reduzida quantidade
de matéria prima normalmente dis-
ponivel), como também no aumento
do intervalo dindmico (possibilitando
na mesma amostra detetar a imensa
quantidade de actina e/ou tubulina e
as proteinas presentes em apenas
algumas copias por célula). A diminui-
¢ao dos passos de pré-processamen-
to das amostras é crucial para evitar
perdas da amostra e tentar coloca-la
0 quanto antes no sistema LC-MS. Na
presenca de grandes quantidades de
amostra é possivel dar largas a ima-
ginacédo com diversos passos de fra-
cionamento, como por exemplo isolar
organelos ou densidades pds-sinap-
ticas, entre outros. Este tipo de ana-
lise encontra-se no entanto longe de
poder ser utilizada no “dltimo grito” da
protedmica: a “single-cell proteomics”,
onde cada célula é uma entidade fun-
cional Unica e possui um proteoma
distinto da célula adjacente (como por
exemplo, a primeira célula a sofrer um
mutacao que resultara no desenvolvi-
mento de um tumor).

De acordo com algumas definicdes
iniciais, o proteoma de uma dada cé-
lula é representado pelo conjunto de
proteinas que essa célula contém.
Este encontra-se em constante alte-
ragdo: ao longo do processo de de-
senvolvimento, no ciclo celular, em
condicbes de stress, ou mesmo em
diferentes momentos ao longo do dia.
Atualmente, estudar toda esta dina-
mica ao nivel de um unico neurénio
é impossivel. E impossivel com as
técnicas atuais recolher todas as pro-
teinas de uma unica célula neuronal
e proceder a sua completa caracteri-
zacao proteica. As técnicas atuais nao
possuem um intervalo dinamico tao
vasto, encontrando-se algumas prote-
inas abaixo do limite de detegédo dos

instrumentos. Algo que podera tornar
uma analise de neuroprotedmica ain-
da mais complexa passa pela identi-
ficagdo da isoforma e/ou modificagéao
pos-traducional da proteina. Esta
questdo podera no entanto levantar
uma discussao interessante: o que
é na verdade a identificacdo de uma
proteina? A resposta podera ser dada
de acordo com uma das definicdes
de proteoma, onde as proteinas sao
identificadas como o complemento
proteico do genoma. Sendo o genoma
conhecido, as proteinas seriam ape-
nas a identificagdo do “produto protei-
co do gene X’. No entanto, uma iso-
forma ou modificagdo pdés-traducional
transforma essa proteina numa nova
identidade. Assim, a identificacdo da
proteina teria de ser “produto proteico
do gene X com as modificacbes A, B e
C nos residuos X, Y e Z”. Na auséncia
desta informacgéo, os projetos de pro-
tedmica permitem a identificagdo de
proteinas que na verdade sdo ainda
identidades desconhecidas, mesmo
depois de identificadas.

Os desafios colocados a protedmica
no passado sao ainda atuais: maior
sensibilidade, maior velocidade, maior
resolugéo, maior cobertura do prote-
oma, maior intervalo dindmico, me-
Ihores algoritmos para a identificacéo
de proteinas, analise de ontologias e
de vias de sinalizagdo. Um dos maio-
res desafios talvez passe pela maior
capacidade de analise dos dados
gerados pelos espectrometros de
massa, que ultrapassa a capacidade
de processamento dos utilizadores.
Neste campo é necessario questio-
nar: porque razao uma dada amostra
processada por LC-MS gera milhares
de espectros sem no entanto haver
uma correspondéncia com a base de
dados (até agora!)?

No futuro, esperamos que a protedmi-
ca possa contribuir com mais € melhor
conhecimento ao nivel da dindmica
do proteoma e interatoma, apresentar
mais biomarcadores e apoiar a medi-
cina personalizada. E necessario au-
mentar o conhecimento com os dados
que foram, sdo e seréo adquiridos. E
ainda necessario haver mais e melhor
ligagéo entre o proteoma detetado e
o fendtipo.
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