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Métodos e estratégias em protedmica e suas aplicacées na area vegetal
Methods & strategies in proteomics and their applications in plants
Fernanda Salvatoe' Mayra Costa da Cruz Gallo de Carvalho"

-REVISAO BIBLIOGRAFICA-

RESUMO

A implementagdo da espectrometria de massa (MS) para as analises de peptideos (MS)
e de aminoacidos (MS em tandem ou MS/MS) tornou possivel a identificagdo de centenas de
proteinas em experimentos Unicos. Uma grande variedade de estratégias estd disponivel
atualmente para o fracionamento e a purificagdo de amostras, a identificagdo de proteinas, a
quantificagdo, a analise de modificagdes pos-traducionais (MPT’s) e os estudos de interacio.
Dessa forma, a protedmica abre novas perspectivas na biologia de plantas com énfase nos

estudos de variabilidade genética, estresses fisiologicos e desenvolvimento de plantas.
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ABSTRACT

The implementation of mass spectrometry (MS) for peptides (MS) and amino acids
(tandem MS or MS/MS) analysis allowed the identification of hundreds of proteins in single
experiments. A number of different strategies are current available for sample fractioning and
purification, proteins identification, quantification, post-translational modifications (PTM)
and interaction analyses. In this way, the proteomics open up new perspectives in plant
biology with emphasis on studies of genetic variability, physiological stresses and plant
development.
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INTRODUCAO

No contexto da genética atual, o fenotipo pode ser observado a partir dos pontos de
vista morfoldgico, fisioldgico, bionquimico e molecular. Sob a visdo molecular, o fenoétipo
pode ser descrito em termos de RNAm e proteinas, associados ao genoma e influenciados
pelo ambiente. Dessa maneira, a relagdo entre genétipo e fenotipo torna-se bastante complexa
(MATTICK, 2003). A sequéncia de um gene ndo deve ser mais considerada isoladamente na
predi¢do de sua fungdo, ¢ a andlise do RNAm ¢ somente um pouco mais informativa. Ja a
atividade das proteinas estd proximamente associada a fun¢do do gene, uma vez que é o
produto final da regulacdo da atividade génica. Nesse sentido, a protedmica, que visa a
caracterizar o conjunto de proteinas expressas em um dado momento, surge como mais uma
ramificagdo entre as dmicas para complementar os estudos sobre a biologia molecular das
células (WILKINS et al.,, 1996). A protedmica ¢ também uma poderosa ferramenta no
melhoramento genético, pois, diferentemente do que ocorre quando sdo utilizados marcadores
fenotipicos ou baseados em DNA, a protedmica fornece informag¢ao em nivel molecular da
variabilidade genética que ¢ efetivamente expressa do genoma (PENNINGTON & DUNN,
2001).

Muitas das tecnologias hoje utilizadas na protedmica foram desenvolvidas muito antes
do inicio da protedmica. No entanto, foi o avango na tecnologia de sequenciamento de
proteinas por meio da espectrometria de massas que possibilitou o seu surgimento e
desenvolvimento (TYERS & MANN, 2003). O inicio da protedomica foi marcado pela
caracterizagdo de perfis proteicos, passando, posteriormente, a focar outros aspectos como a

quantifica¢do de proteinas, as interagdes entre proteinas e as modificagdes pos-traducionais.
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Nesta revisao, serdo abordadas as principais estratégias para caracterizagao de proteinas em
larga escala e sua aplicacao na area vegetal.
M¢étodos experimentais e tecnologia

O fluxo experimental normalmente utilizado na protedmica consiste na extragao de
proteinas, separagdo, quantificacdo e, por ultimo, na sua identificagdo (Figura 1). As
informagdes sobre o proteoma de uma amostra podem derivar da analise de proteinas intactas
(protedmica fop-down) ou de seus peptideos (protedmica bottom-up). Na protedmica bottom-
up, as proteinas de uma mistura sdo digeridas, e os peptideos resultantes sdo analisados por
MS. As limitagdes dessa estratégia podem estar na cobertura incompleta da sequéncia das
proteinas, na perda das MPT’s e nas degradacdes como resultado da digestao proteolitica. Ja a
analise top-down permite deduzir a estrutura primaria da proteina e a maior parte das MPT’s.
No entanto, essa estratégia ¢ limitada pela energia de colisdo necessaria na fragmentacao da
proteina que € insuficiente para proteinas maiores que S0KDa, ficando restrita sua aplicagao a
analise de proteinas purificadas (NESATY & SUTER, 2008).
Separacao e identificacdo das proteinas

Apds a extragdo de proteinas, o resultado ¢ uma mistura complexa que deve ser
resolvida em fragdes simples de proteinas individuais ou em uma mistura simples de proteinas
para identificacdo (Figura 1). Na analise bottom-up, de misturas complexas, sdo utilizados
géis desnaturantes (2D) ou cromatrogafia liquida.

Na eletroforese bidimensional a massa e a carga das proteinas s3o utilizadas em duas
etapas (focalizagdo isoelétrica e eletroforese em gel de poliacrilamida) para promover a
separagdo de misturas complexas com melhor resolucdo. O resultado da eletroforese
bidimensional é um perfil de distribui¢do de spots formados por proteinas unicas ou misturas
simples de proteinas (PENNINGTON & DUNN, 2001). As principais limita¢des associadas a

eletroforese bidimensional sdo a sua baixa reprodutibilidade ¢ o seu pequeno poder de
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automagdo. A reprodutibilidade pode ser aumentada definindo-se condi¢des Otimas para a
eletroforese, mas a automagao do processo sO € possivel com relagdo a andlise de géis. Os
softwares de analise de géis determinam os spots, identificam aqueles diferencialmente
expressos e seus volumes, inferindo uma quantificacao relativa da expressao daquela proteina
em comparagio ao mesmo spot de outro gel (LOPEZ et al., 2002). Como a automagio
completa é o principal alvo dos métodos para analises em larga escala, foram desenvolvidos
métodos de separacdo livres de gel por cromatografia liquida de fase reversa acoplada a
espectrometria de massas em tandem (LC/MS/MS). Maior automagdo ¢é possivel com a
cromatografia liquida multidimensional que utiliza diferentes caracteristicas das proteinas em
colunas de propriedades distintas ou em uma unica coluna bifasica (MOTOYAMA &
YATES, 2008). A fragdo eluida na primeira coluna ¢ diretamente introduzida na segunda
coluna, a qual pode ser diretamente acoplada ao espectrdmetro de massas. Essa técnica,
chamada de MudPIT (Multidimensional Protein Identification Technology), esta inserida no
contexto da protedmica shotgun, em que uma maior resolucdo dos proteomas ¢ possivel,
facilitando a identificacdo das proteinas menos abundantes, frequentemente perdidas quando
utilizados os géis (WASHBURN et al., 2001).

Depois de separadas as misturas complexas de proteinas, o proximo passo ¢
caracterizar os componentes dessas fragdes (Figura 1). Quando o objetivo do estudo
compreende a producdo de mapas protedmicos, a espectrometria de massas surge imperativa,
permitindo o processamento de centenas de amostras em uma uUnica analise. A identificacao
de proteinas por meio da espectrometria de massas depende da digestdo proteolitica que
produz uma cole¢do de peptideos que sdo ionizados por eletronebulizagdo ou por dessorcao a
laser auxiliada por matriz (PENNINGTON & DUNN, 2001). Apds a ionizacdo, analisadores
de massas detectam as relagdes massa/carga (m/z) e os espectros resultantes e relacionam a

abundancia dos fragmentos versus a relagdo m/z, os quais sdo entdo confrontados nos bancos
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de dados para a identificacdo das proteinas. As andlises podem ser realizadas a partir de ions
de peptideos intactos (espectrometria de massa ou MS) — fingerprint - ou de peptideos
fragmentados (espectrometria de massa em tandem ou MS/MS) (TWYMAN, 2004). Nas
analises de fingerprinting, os valores m/z dos peptideos intactos sdo correlacionados as
proteinas de um banco de dados especifico, o que torna esse método aplicavel somente as
espécies com genomas sequenciados. Ja4 na espectrometria de massas em tandem, a
fragmentacdo dos peptideos em aminodcidos possibilita determinar a relagdo m/z desses
residuos identificando-se a sequéncia de aminoacidos, o que torna possivel trabalhar com
genomas nao sequenciados e moléculas desconhecidas (AEBERSOLD & GOODLETT,
2001).

Analise de modificag¢des pos-traducionais (MPT’s)

Uma das formas de se produzir proteinas diferentes de um mesmo gene € por meio das
MPT’s. Essas ocorrem em sitios especificos nas proteinas (BLOM et al., 2004), alterando
suas propriedades fisicas, quimicas e biologicas (NESATY & SUTER, 2008). Elas podem
ocorrer por meio de clivagens ou pela adi¢do de um grupo quimico a um ou mais aminoacidos
(MANN & JENSEN, 2003). Os principais objetivos dos estudos de MPT’s em protedmica sao
identificar as proteinas que as apresentam, mapear os sitios onde essas modificagdes ocorrem,
quantificar a ocorréncia das MPT’s nos diferentes sitios e caracterizar MPT’s cooperativas
(SEO & LEE, 2004). Mais de 300 diferentes tipos de MPT’s ja foram identificados até o
momento com o auxilio da espectrometria de massas. O fato de que modificagdes covalentes
resultam em alteragdes nas massas moleculares de proteinas torna possivel que essas
modifica¢des e o aminodcido que as carregam sejam identificados por MS. A espectrometria
de massas, no entanto, possui um poder reduzido de resolugdo de MPT’s, pois estas ocorrem
em niveis estequiométricos baixos (MANN & JENSEN, 2003). Esse problema pode ser

resolvido adotando-se métodos de fracionamento anteriores ao sequenciamento que permitam
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um enriquecimento da amostra para as proteinas que apresentam um determinado tipo de
MPT. Os sistemas de enriquecimento de proteinas modificadas em larga escala sdo
geralmente realizados por meio da cromatografia de afinidade. Um exemplo ¢ o sistema
IMAC (coluna de imobilizagdo por afinidade a um metal) para isolamento de proteinas
fosforiladas em que ions metalicos de Fe(Ill) sdo aderidos a matrix para promover o
isolamento de proteinas que possuem residuos fosforilados, ja que o ion Fe(IIl) ¢ capaz de
interagir reversivelmente com o grupo fosfato do peptideo modificado mantendo-o fixo a
coluna (VENER et al., 2001).

Diferentemente do que ocorre com as MPT’s reversiveis, nas permanentes, como a
glicosilacdo, a baixa estequiometria ndo ocorre, mas a adicdo de carboidratos dificulta a
digestao proteolitica necessaria para a identificagdo por MS (PENNINGTON & DUNN,
2001). Além disso, quando o peptideo modificado ¢ fragmentado para o sequenciamento, ele
perde residuos de acucar, impedindo a identificagdo dos aminodcidos modificados. Para
resolver esse problema, realiza-se uma digestdo das proteinas de forma a remover os residuos
de agucar e produzir uma modificagdo no sitio modificado que o torne identificavel (CANTIN
& YATES, 2004).

Géis de eletroforese também podem ser utilizados no enriquecimento de amostras para
MPT’s como realizado para detec¢do de fosforilagdes e glicosilagdes com kits
comercialmente disponiveis. As proteinas modificadas, especificamente marcadas no gel, sdao
visualizadas e excisadas para identificagdo por espectrometria de massas. Um aspecto
interessante do uso de géis para identificagdo de MPT ¢ a possibilidade de visualizar os spots
diferencialmente expressos entre amostras que apresentam a MPT.

Quantificacao relativa de proteinas
Os métodos de quantificagdo de proteinas em larga escala possibilitam uma estimativa

da expressdo relativa de proteinas por meio da marcagdo com isdtopos radioativos,
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fluorescentes e leves/pesados, permitindo que uma mesma proteina seja quantificada de forma
relativa entre amostras marcadas diferentemente. Os mais utilizados sao o iICAT (Isotopic
coded affinity tag), iTRAQ (isobaric tags) e HO'™.

O 1CAT consite na adigao de uma etiqueta que tem afinidade por residuos de cisteina e
que possui uma molécula ligada de oito 4&tomos de hidrogénio ou oito atomos de deutério.
Uma amostra ¢ marcada com a etiqueta contendo hidrogénio e a outra amostra com a etiqueta
contendo o deutério. Apos digestdo das proteinas, os peptideos resultantes sdo identificados
por MS. Peptideos iguais marcados nas duas amostras sdo identificados pela sobreposi¢ao dos
picos que apresentaram m/z distintas devido ao tipo de isotopo ligado, sendo a relacdo entre a
area dos dois picos uma medida relativa da expressdo daquela proteina. Os principais
problemas associados a técnica sdao a obrigatoriedade da presenca de residuos de cisteina, o
alto custo dos reagentes ¢ o maior tempo necessario para o sequenciamento (Y1 &
GOODLETT, 2003).

Na técnica de iTRAQ, também ¢ utilizada a marcag¢dao de proteinas com etiquetas e
identificagcdo por MS. As etiquetas se ligam a todos grupos do tipo amino livres no terminal N
de todos peptideos e nas cadeias laterais internas com residuos de lisina e variam em fungao
do grupo reporter que carregam, podendo ter: 114, 115, 116 ou 117Da, possibilitando assim a
quantifica¢do de proteinas em até quatro tipos de amostras a0 mesmo tempo. A quantificagdo
relativa € realizada da mesma forma que no iCAT, mas seu elevado custo tem restringido seu
uso ( SCHMIDT & URLAUB, 2009).

As técnicas citadas anteriormente requerem o consumo de reagentes especificos e
caros. No entanto, o0 mesmo objetivo pode ser alcangado com um método mais simples de
marcagdo, em que as proteinas sdo marcadas com um ou dois atomos de O incorporados no

terminal carboxil, por meio do simples fornecimento de uma solu¢do com H,O para uma
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amostra ¢ uma solugdo com H2018 para a outra amostra. Assim, estima-se a abundancia
relativa dos peptideos que irdo diferir por 2Da (YE et al., 2009).
Interatomica

A interatomica destina-se ao estudo das interacdes entre proteinas sendo, portanto,
fundamental para a compreensao do seu papel biologico. Os estudos que visam a caracterizar
em larga escala proteinas que interagem podem ser realizados in silico (DROIT et al., 2005),
utilizando ferramentas de predigdo computacionais (baseadas em dominios ou sitios
evolutivamente conservados), in vitro (MONTI et al., 2009), com sistemas cromatograficos,
ou in vivo (SUTER et al., 2008), por meio dos sistemas de hibridos.

As estratégias in vitro para detec¢do de interagdes proteicas dependem da reducdo da
complexidade de proteinas presentes na amostra. A cromatografia de afinidade ¢ utilizada
com esse objetivo. Para estudos em larga escala, podem ser empregados os microarranjos de
proteinas ; ou entdo a purificagdo por afinidade em tandem (TAP) e os hibridos de levedura
(POPESCU et al., 2007), os quais sdo os dois sistemas mais utilizados.

O TAP consiste na expressdo de proteinas-alvo fusionadas a etiquetas introduzidas
geneticamente para promover a identificagdo dos hibridos. As proteinas-alvo fusionadas
passam por uma matriz que contém um ligante especifico para a etiqueta e sdo posteriormente
eluidas da matrix pela acdo de uma enzima com afinidade a outra por¢ao da etiqueta. Os
hibridos de levedura também envolvem a manipula¢ao genética das leveduras para deteccao
de proteinas em larga escala que interagem no ambiente nuclear. No sistema two-hybrid
system, duas culturas haploides de leveduras sdo utilizadas na constru¢do de duas bibliotecas
de cDNA. Em uma biblioteca, o vetor possui a sequéncia de um dominio de ligagdo ao DNA
de um fator de transcri¢do fusionada a sequéncia-alvo (da amostra); na outra biblioteca, o
vetor possui a sequéncia do fator de transcrigdo propriamente dito fusionada a sequéncia-alvo.

Esse fator de transcricdo ¢ capaz de promover a transcricdo de um gene reporter somente
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quando ligado ao dominio de ligagdo ao DNA. Assim, quando as duas culturas haploides sao
cruzadas, sera observada a expressdao do gene repérter somente nas células diploides em que
as sequeéncias-alvo codificam para proteinas que interagem na célula, o que causa a
aproximacao do dominio de ligagdo ao DNA e do fator de transcri¢do no promotor do gene
reporter. Depois de identificadas as células, DNA plasmidial ¢ sequenciado para identificacao
das proteinas (CAUSIER, 2004).

Aplicacdes da protedmica na area vegetal

A producdo de géis 2D tornou-se rotina na protedmica vegetal para estudar a
expressdo de centenas de genes, produzindo mapas proteicos correspondentes a diferentes
gendtipos, estadios de desenvolvimento e condigdes estressantes. Recentemente, o mapa
proteico de raizes da leguminosa Lupinus albus foi caracterizado para identificar proteinas
envolvidas na tolerancia dessas plantas a substratos pobres em fosforo e também na
capacidade fitorremediadora que esta leguminosa apresenta com o acumulo de metais pesados
(TIAN et al., 2009).

Os spots resolvidos nos géis 2D podem ser considerados marcadores genéticos ou
fisioldgicos, sendo uteis no acesso a variabilidade genética, bem como no estabelecimento de
distancias genéticas ¢ relagdes filogenéticas entre linhagens, espécies e gé€neros
(THIELLEMENT et al., 2002). Em um estudo conduzido com linhas dipldoides de Triticum
sp., Secale sp. ¢ Hordeum sp., foram estimadas as distancias genéticas e suas relagdes
filogenéticas entre as espécies com base no niimero de spots comuns € ndo comuns em géis
2D (ZIVY et al., 1995). A aplicabilidade da abordagem utilizada foi também evidenciada por
meio da concordancia dos resultados obtidos com aqueles oriundos da taxonomia classica.

A produgdo de perfis proteicos na comparagdo de individuos com caracteristicas de
interesse contrastantes em espécies agronomicas envolvendo embrides (FUKUDA et

al.,2003), endospermas (KOMATSU et al. 1993), raizes (ZHONG et al., 1997), cultura de
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células e folhas (SHEN et al., 2002) contribuem cada vez mais para o estudo funcional de
proteinas envolvidas na germinagdo, no enchimento ¢ na maturagdo de graos € no
desenvolvimento tardio ou precoce de graos (HAJDUCH et al., 2005; DAI et al., 2007).

Em geral, a aplicacdo da protedmica no melhoramento genético de plantas pode se
iniciar com a detec¢do de proteinas responsivas aos efeitos bidticos ou abidticos. Estudos na
area de estresses abioticos, como seca, temperatura (SULE et al., 2004) e salinidade (DANI et
al., 2005), e estresses bidticos, como doengas (KONISHI et al., 2001) e pragas, podem
empregar a analise de proteinas diferencialmente expressas, com o intuito principal de
fornecer base a descoberta de novos marcadores moleculares. Muitas dessas proteinas podem
revelar fungdes consistentes com a resposta ao estresse. O proximo passo € verificar se o
comportamento das proteinas cosegrega com a caracteristica de interesse ou com um QTL
(locos de caracteres quantitativos), permitindo a integragdo de genes de interesse em
programas de melhoramento genético assistido por marcadores moleculares ou ainda em
programas que incluem a transformagdo genética (TOUZET et al., 1995; SALEKDEH &
KOMATSU, 2007). A identifica¢dao dos principais efetores envolvidos na resposta de plantas
ao estresse de déficit hidrico, por exemplo, tem sido alvo de muitos trabalhos. As respostas
fenotipicas ao estresse de seca sdo comuns as plantas tolerantes e sensiveis (XIAO et al.,
2009), o que dificulta a selecdo de individuos superiores. Nesse sentido, XIAO et al. (2009)
utilizaram gel-2D e MS para identificar proteinas diferencialmente expressas entre plantas de
Populus adaptadas e ndo adaptadas a condi¢do de seca as quais podem funcionar como
biomarcadores na selegao assistida.

Outra aplicacdo importante seria na avaliagdo das modificacdes da expressdo de
proteinas decorrentes de mutagdes (SANTONI et al., 1994) ou até mesmo do processo de
transgenia (RUEBELT et al., 2006). A identifica¢do das proteinas afetadas, nesses casos, pode

fornecer valiosas informagdes sobre os processos bioquimicos que sdo alterados no
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metabolismo desses individuos, derivados tanto dos efeitos pleiotropicos quanto dos
decorrentes das perturbagdes genéticas propriamente ditas (GSTAIGER & AEBERSOLD,
2009). Plantas selvagens, variedades e plantas geneticamente modificadas (GM) de batata
foram avaliadas quanto aos possiveis efeitos ndo intencionais da modificagdo genética sobre o
proteoma de fundo ou ndo alvo da transgenia (LEHESRANTA et al., 2005). Rigorosas
analises tém sido adotadas quando se trata da seguranga alimentar de alimentos transgénicos e
nesse aspecto a analise de perfis proteicos tem sido sugerida como uma estratégia mais
abrangente para avaliacdo da equivaléncia substancial entre organismos GM e seus
equivalentes ndo modificados (LEHESRANTA et al., 2005), como realizado por CORPILLO
et al. (2004), que compararam o proteoma de plantulas de tomates GM para resisténcia a virus
com tomates ndo modificados.

A protedmica tornou-se uma importante abordagem na biologia molecular de plantas,
e sua integragdo com técnicas classicas de melhoramento genético resultam em novas
possibilidades a serem alcancadas no desenvolvimento de variedades de plantas mais
resistentes e produtivas.
CONCLUSAO

O surgimento da espectrometria de massas foi decisivo para o desenvolvimento da
protedmica contemporanea possibilitando experimentos em larga escala. Diversas plataformas
de andlise rapida, direta e sensivel sdo utilizadas, dentre elas, os géis 2D e o shotgun, que
tornou as analises ainda mais dindmicas. No entanto, apenas a geragao de dados protedmicos
ndo resolve por si s6 a complexidade dos sistemas biologicos. E necessaria a integragio de
dados oriundos da protedmica com a gendmica, transcritdbmica e metabolomica, o que nao ¢
uma tarefa trivial. A combinagdo desses dados requer pardmetros normalizadores, controle
experimental rigido e uma visdo ampla para associar resultados estatisticos aos mecanismos

moleculares da atividade celular. Nesse sentido, o futuro da protedmica estd certamente
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calcado no incremento das ferramentas de bioinformatica e estatistica, bem como no
desenvolvimento estratégico e tecnologico. Assim, a protedmica surge para expandir a gama
de informacdes biologicas, permitindo entender melhor aspectos fundamentais da biologia de

plantas e podendo gerar no futuro um evidente impacto nas praticas agrondmicas.
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Figura 1 - Fluxo experimental de um estudo de protedmica. A mistura complexa de proteinas
resultantes da extragdo de proteinas totais pode ser resolvida por meio de HPLC (high
performace liquid cromatography) convencional ou do sistema MudPIT, e/ou ainda
utilizando géis. Uma vez obtida uma mistura simples, esta ¢ submetida ao sequenciamento
para identificacdo das proteinas. Os espectros de massa/carga obtidos podem ainda ser
utilizados na quantificacdo dos niveis de expressdo de proteinas de interesse e na identificacao
de modificagdes pods-traducionais (MPT’s). O sequenciamento MS/MS pode ainda ser
destinado a identificagdo em larga escala de proteinas que apresentam interacdes moleculares,
previamente isoladas em experimentos de conduzidos in silico, in vitro ou in vivo

(interatomica).

OBS.: Caso as legendas sejam enviadas em paginas separadas, ndo irdo contar como pagina
adicional.
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