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RESUMO 

A atividade de proteínas quinases é responsável pela regulação de muitos processos 

biológicos através de cascatas de sinalização que levam a diferentes efeitos celulares. No entanto, 

a análise da reação de fosforilação reversível catalisada por estas enzimas é prejudicada pela 

complexidade inerente às interações entre proteínas neste sistema de sinalização. 

Consequentemente, o foco em uma única proteína quinase pode não ser suficiente para revelar 

completamente os mecanismos por trás dos fenótipos observados. Nesse sentido, em conjunto 

com outras técnicas de análise em larga.escala como  de expressão de mRNA, arranjos de 

peptídios contendo substratos de proteínas quinases vem sendo cada vez mais utilizados por 

pesquisadores. No entanto, a falta de uniformidade na análise estatística desses  tem sido um 

grande empecilho à obtenção de dados relevantes com o uso dessa técnica. Por conta disso, o 

objetivo desse trabalho foi desenvolver uma metodologia, chamada de PepMatrix, capaz de 

aplicar estatística básica de forma automatizada visando a seleção de replicações com baixa 

variabilidade e a obtenção da anotação das proteínas envolvidas nos eventos de fosforilação 

ocorridos no . Esse novo método foi aplicado em vários conjuntos de dados de diferentes 

experimentos biológicos e seus resultados revelaram atividades quinásicas significativamente 

alteradas, muitas das quais tiveram confirmação por . Além disso, os resultados 

ressaltaram a importância da análise sistêmica dos eventos de sinalização celular em conjunto 

com uma análise crítica das replicações. O alto grau de uniformidade analítica obtido por esse 

método faz com que ele seja uma poderosa e confiável ferramenta na análise quinômica em larga.

escala. 
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ABSTRACT 

The activity of protein kinases governs many biological processes through signaling 

cascades that lead to distinct outputs, from homeostasis to disease. However, analysis of the 

reversible phosphorylation perpetrated by these enzymes is hindered by the inherent complexity 

of interactions in this signaling system. Consequently, focusing on a single kinase may not be 

enough to completely unfold the mechanisms behind observed phenomena. In this sense, together 

with other omics approaches like mRNA expression analysis, peptide arrays have shown 

increasing popularity, particularly ones containing kinase substrate sequences. The lack of 

uniformity in statistical analysis of these chips, though, has been a major issue for the field. In 

this paper, we propose PepMatrix, a fast and accurate method for selecting so called "reliable 

replicate spots" and automatically retrieving differential activity and annotation information 

about phosphorylation events identified in a peptide array of kinase substrates. Here, we present 

several cases where this new methodology was applied to biological datasets. We successfully 

identified putative up and down.regulated kinases, many of which were confirmed to have altered 

activity by Western blot. Moreover, the results emphasized the need for a true systems biology 

approach to the cellular signaling events alongside a critical replicate selection method. The high 

degree of analysis uniformity we achieved with this method provides a powerful and reliable 

addition for high.throughput kinome analysis. 
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1 INTRODUÇÃO 

A Biologia Molecular tem apresentado, nos últimos anos, descobertas apoiadas em 

metodologias que anteriormente não estavam disponíveis ou que possuíam um custo 

demasiadamente elevado. A extensão dos avanços tecnológicos a um número cada vez maior de 

cientistas fez com que a quantidade de dados biológicos gerados aumentasse de forma 

exponencial, já que técnicas como  de DNA e de proteínas, 

 e duplo híbrido vem sendo associadas a ferramentas computacionais capazes de 

armazenar, manipular, combinar e recuperar tais dados. Nesse contexto, o presente trabalho tem 

por objetivo o desenvolvimento de um  para análise em larga escala de uma técnica 

voltada para a obtenção de informações sobre eventos de fosforilação proteica. Esse mecanismo 

controla a maior parte da transdução de sinal em células eucarióticas através de proteína quinases, 

enzimas capazes de transferir o grupo fosfato terminal do ATP para resíduos de aminoácidos em 

uma cadeia polipeptídica. A técnica consiste de um  contendo peptídios que são 

substratos conhecidos de proteína quinases dispostos numa lâmina ( ). Quando submetidos ao 

lisado de uma célula, os subtratos são fosforilados por suas quinases e posteriormente 

identificados através de um marcador radioativo. Como nas outras técnicas de , existe 

um grande número de informações que precisam ser pré.analisadas para depois fornecer ao 

pesquisador um conjunto de dados com o qual trabalhar. No entanto, pelo fato de ser uma técnica 

nova, o  não possui uma metodologia de análise estabelecida, levando a dificuldades para 

interpretar os dados brutos gerados e tranformá.los em informações de significância biológica. 

Este trabalho descreve a construção de um sistema capaz de automatizar a análise dos dados do 
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 e fornecer aos cientistas que o utilizam informações quantitativas baseadas em parâmetros 

estatísticos sobre eventos de fosforilação passíveis de ocorrência no ambiente celular. 

 

1.1 PRINCÍPIOS GERAIS DE SINALIZAÇÃO CELULAR 

A capacidade celular de receber e reagir a estímulos externos é fundamental para a vida. 

Células bacterianas recebem constantemente sinais de proteínas de membrana relacionados ao 

meio que as cerca, trazendo informações como as condições de pH, salinidade, presença de 

nutrientes, oxigênio e luz, além de substâncias tóxicas, predadores ou competidores. Esses sinais 

desencadeiam respostas apropriadas, como o movimento em direção ao alimento, a fuga de 

substâncias tóxicas ou a formação de esporos num meio sem nutrientes. Em organismos 

multicelulares, células com diferentes funções trocam uma grande quantidade de sinais. Células 

vegetais respondem a hormônios de crescimento e a variações luminosas. Células animais trocam 

informações sobre a concentração de íons e de glicose em fluidos extracelulares, sobre atividades 

metabólicas ocorrendo em diferentes tecidos e sobre o correto posicionamento de cada uma 

durante o desenvolvimento de um embrião. Em todos esses casos, o sinal representa informação, 

detectada por receptores e convertida numa resposta celular, sempre envolvendo um sinal 

químico. A conversão de informação em um sinal químico é chamada de transdução de sinal, 

uma propriedade universal das células (Figura 1). 

O número de sinais biológicos a que as células respondem é grande, bem como a 

quantidade de respostas celulares a cada um deles. Contudo, existem mecanismos conservados 

para a detecção de sinais extracelulares e para a sua transdução em modificações intracelulares. 
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Frequentemente, esses mecanismos resultam na fosforilação de proteínas que fazem parte de uma 

cascata de sinalização. (NELSON & COX, 2004, pp. 421.422). 

 

Figura 1. Mecanismo básico da atuação de um receptor de sinal celular. Ao interagir com um sinal específico que 
pode ser físico (luz, impulsos elétricos ou estímulos mecânicos) ou químico (metabólitos, hormônios, 
neurotransmissores etc.), o receptor é capaz de transmitir a informação recebida até um domínio efetor, que por sua 
vez pode ativar proteínas mediadoras (levando a uma cascata de sinalização) ou então passar a funcionar como um 
canal iônico (frequente em receptores de neurotransmissores). Adaptado de Koolman & Röhm, 2004. 

 

1.2 MODIFICAÇÕES COVALENTES ALTERAM A ATIVIDADE 

ENZIMÁTICA 

A atividade de uma enzima pode ser drasticamente alterada pela ligação covalente de 

certos grupos à cadeia polipeptídica, que causa modificações importantes em sua conformação. A 

alteração de atividade pode ser decorrente de mudanças na afinidade pelo substrato ou na 

sensibilidade a efetuadores alostéricos. A modificação covalente constitui uma reação química e, 

portanto, catalisada por enzimas. A mudança de atividade não é definitiva, pois o sistema celular 

também inclui enzimas capazes de catalisar a retirada do grupo adicionado, retornando a enzima 
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modificada à sua conformação original. Várias são as modificações possíveis (metilação, 

adenilação, acetilação etc.), porém a mais prevalente consiste na fosforilação da cadeia 

polipeptídica. A fosforilação é catalisada por proteína quinases, enzimas que constituem uma das 

maiores famílias proteicas conhecidas, contando com mais de 500 integrantes em  

(MARZZOCO & TORRES, 2007, p. 263). Também conhecidas como proteína cinases, possuem 

esse nome porque são capazes de alterar as propriedades cinéticas de seus substratos através de 

uma reação de fosforilação. Tal reação é capaz de alterar as propriedades conformacionais da 

proteína.alvo e, assim, alterar parâmetros cinéticos como atividade catalítica e afinidade com seu 

próprio substrato. 

 

1.3 QUINASES TRANSFEREM UM GRUPO FOSFORIL DO ATP PARA 

RESÍDUOS DE AMINOÁCIDOS 

As atividades de muitas enzimas, canais de membrana e outras proteínas são controladas 

por fosforilação catalisada por quinases, uma reação que envolve a transferência do grupo fosforil 

terminal (γ) do ATP para resíduos específicos de serina e treonina (muito embora outros resíduos 

também, raramente, possam sofrer fosforilação) por uma classe de quinases ou para resíduos de 

tirosina por outra classe, formando uma ligação éster fosfórico: 

Proteína – OH + ATP → Proteína – O – P + ADP + H+ 

Os substratos de uma reação de fosforilação localizam.se no interior celular, onde o ATP 

doador de grupos fosforil é abundante. Proteínas exclusivamente extracelulares não são reguladas 

por fosforilação. 
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Um outro grupo de enzimas, as proteína fosfatases, é capaz de reverter os efeitos da 

fosforilação através da remoção por hidrólise do grupo fosforil ligado covalentemente a cadeias 

proteicas: 

Proteína – O – P + H2O → Proteína – OH + Pi 

É importante notar que a reação catalisada por fosfatases não é a simples reversão da 

reação de fosforilação. Ambas são irreversíveis em condições fisiológicas. Além disso, ambas 

ocorrem a velocidades extremamente baixas na ausência de enzimas. Dessa forma, a fosforilação 

de uma proteína só ocorrerá pela intervenção direta de uma quinase, às custas de ATP, enquanto 

a desfosforilação depende da atuação de uma fosfatase. A predominância da forma fosforilada ou 

desfosforilada depende essencialmente das atividades relativas de quinases e fosfatases 

(MARZZOCO & TORRES, 2007, p. 263; STRYER , 2002, pp. 275.278). 

 

1.4 A FOSFORILAÇÃO É UM MEIO EFICIENTE DE REGULAÇÃO DA 

ATIVIDADE PROTEICA 

Estruturalmente, um grupo fosforil adiciona duas cargas negativas à cadeia proteica. 

Interações eletrostáticas previamente estabelecidas podem ser rompidas e novas interações 

podem ser formadas, o que pode levar a alterações drásticas na capacidade de interação da 

proteína com seu substrato e em sua atividade catalítica. Além disso, um fosfato pode formar três 

ou mais ligações de hidrogênio, o que permite novas e específicas interações com outras 

moléculas. 

Termodinamicamente, a energia livre da reação de fosforilação equivale a .50kJ.mol.1, 

sendo que a energia provém do ATP. Aproximadamente metade dessa energia é conservada na 
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ligação covalente. Levando em conta que uma alteração de energia livre de 5,69kJ.mol.1 

corresponde a um fator de 10 numa constante de equilíbrio, pode.se concluir que a reação de 

fosforilação é capaz de promover uma grande alteração do equilíbrio conformacional entre 

diferentes estados funcionais, correspondente a um fator de aproximadamente 104. 

As reações de fosforilação e de desfosforilação podem também ser reguladas 

cineticamente para ocorrerem de acordo com as necessidades de um processo fisiológico, 

ocorrendo em uma fração de segundo ou ao longo de várias horas. Além disso, esse tipo de 

reação é capaz de gerar efeitos em larga escala, uma vez que uma única quinase ativa pode 

fosforilar centenas de substratos num curto intervalo e, por sua vez, alguns desses substratos 

podem ser outras enzimas, levando a uma nova cascata de reações e efeitos celulares. Por fim, o 

uso do ATP como doador do grupo fosforil faz com que essas reações estejam intimamente 

relacionadas à regulação do metabolismo (STRYER , 2002, pp. 275.278). 

 

1.5 QUINASES POSSUEM DIFERENTES ESPECIFICIDADES 

DETERMINADAS PELA SEQUÊNCIA DE AMINOÁCIDOS DO SUBSTRATO 

Ao passo que existem quinases específicas, capazes de fosforilar apenas uma única 

proteína ou um grupo de proteínas similares, também existem quinases pouco específicas, 

capazes de fosforilar substratos dos mais variados, tendo um grande alcance e regulando uma 

miríade de processos. Independentemente do tipo, as quinases são capazes de reconhecer seu 

substrato por conta de uma , que corresponde a uma sequência determinada 

de aminoácidos presente na cadeia da proteína.substrato. Como exemplo, a sequência consenso 

para a proteína quinase A (PKA) é Arg.Arg.X.Ser.Z ou Arg.Arg.X.Thr.Z, sendo que X é um 
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resíduo qualquer contendo um radical pequeno e Z é um resíduo hidrofóbico. O sítio de 

fosforilação é o resíduo de serina ou de treonina. Essa sequência consenso, no entanto, não é 

estritamente necessária: um resíduo de lisina pode substituir um dos resíduos de arginina, levando 

a uma redução de afinidade com a PKA. Peptídios curtos sintéticos (como os presentes no ), 

contendo uma sequência consenso são quase sempre fosforilados por serina.treonina quinases. 

Dessa forma, o fator mais importante na determinação da especificidade é o conjunto de resíduos 

adjacentes ao sítio de fosforilação. No entanto, resíduos distantes do sítio de fosforilação também 

podem contribuir para a determinação da especificidade, na medida em que são capazes de alterar 

a conformação da proteína e alterar a acessibilidade do sítio de fosforilação às proteína quinases 

(STRYER , 2002, pp. 275.278). 

 

1.6 TIPOS DE QUINASES 

O sequenciamento do genoma humano revelou que aproximadamente 20% dos genes 

humanos codificam proteínas envolvidas na transdução de sinal (MANNING , 2002). Dentre 

elas, mais de 500 são proteína quinases, que podem ser subdivididas em duas classes, 

dependendo de sua especificidade catalítica em relação a tirosina ou a serina/treonina. Tirosina 

quinases, que incluem RTK ( ) ativam numerosas vias de sinalização, 

levando a proliferação celular, diferenciação, migração e alterações metabólicas. Além disso, a 

atividade elevada de tirosina quinases é uma característica marcante de uma considerável fração 

de tumores e outras doenças proliferativas. Serina/treonina quinases também tem um papel 

fundamental na homeostase e na sinalização celular, já que são responsáveis pela fosforilação de 

fatores de transcrição, reguladores do ciclo celular e de um grande número de efetores 
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citoplasmáticos e nucleares. Também estão associadas a alguns tipos de câncer, principalmente 

através da perda de regulação de MAPK ( ), Aurora e PLK 

( ), famílias que estão relacionadas ao crescimento de tumores, metástases e a um 

prognóstico clínico ruim (HUNTER & COOPER, 1985; EDELMAN , 1987; CAPRA , 

2006). 

1.7 O CONCEITO DE QUINOMA 

O quinoma corresponde ao complemento quinásico do proteoma, ou seja, o conjunto de 

proteína quinases codificadas pelo genoma de um organismo (GOMASE & TAGORE, 2008). 

Manning  identificaram 518 genes no genoma humano que codificam proteínas contendo 

domínios catalíticos quinásicos. Esses genes foram classificados em duas famílias principais: 

ePK e aPK. A primeira agrupa todas as enzimas que possuem o domínio catalítico das quinases 

de eucariotos, correspondendo a 478 genes. A segunda família contém todas as quinases que não 

possuem esse domínio mas que apresentam atividade quinásica, sendo portanto chamadas de 

atípicas e totalizando 40 genes. Como cada uma das 518 proteína quinases catalisa a fosforilação 

de um conjunto distinto de substratos, é possível construir redes complexas interligando a 

atividade de uma quinase a toda uma cascata de reações e a uma resposta celular. Para isso, 

existem duas questões principais: quais substratos e sítios cada quinase é capaz de fosforilar, e 

qual quinase é responsável pela fosforilação de um sítio sabidamente fosforilado? Classicamente, 

as reações de fosforilação são estudadas por métodos bioquímicos bastante laboriosos, como 

mapeamento de peptídios, análise de fosfoaminoácidos e purificação de quinases. Apesar de 

essas técnicas terem permitido a obtenção de informações previamente indisponíveis e ainda hoje 

apresentarem utilidade, o desafio que se apresenta no mapeamento das redes de sinalização 
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protagonizadas pelas enzimas integrantes do quinoma possui uma escala que demanda o uso 

combinado de diferentes técnicas, conforme apresentado na figura 2 (JOHNSON & HUNTER, 

2005). Uma delas, a de  via arranjo de proteínas, é capaz de responder não só qual é o 

substrato que uma determinada quinase é capaz de fosforilar, mas quais são as quinases expressas 

e ativas numa determinada condição celular, o que permite associar as vias de sinalização ativas 

numa célula com os processos biológicos apresentados por ela. Essa abordagem busca integrar 

vários eventos celulares envolvendo quinases considerando que o conjunto deles é responsável 

pelo fenótipo celular, culminando numa abordagem sistêmica da sinalização celular.



Desenvolvimento de um  para Análise em Larga Escala de um  de Proteínas Quinases                10 

 

Figura 2. Fluxograma de estratégias disponíveis para a identificação de um substrato ou quinase. Técnicas marcadas com * oferecem resultados que 
precisam ser posteriormente validados usando metodologias experimentais. Adaptado de Johnson & Hunter, 2005. 
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1.8 BIOLOGIA SISTÊMICA: O PASSO APÓS O REDUCIONISMO EM 

SISTEMAS COMPLEXOS 

A definição de Biologia Sistêmica (também conhecida como Biologia de Sistemas) 

envolve o estudo de redes gênicas, proteicas, metabólicas e assim por diante, de modo a 

compreender os princípios de funcionamento de sistemas biológicos complexos. Esses estudos 

podem focar em redes em larga escala (formadas por genomas, proteomas etc.) ou em pequenos 

subcircuitos da rede. A Biologia de Sistemas começa com um fenômeno biológico complexo 

visando um arcabouço explicativo simples e lógico evidenciando o mecanismo por trás da 

ocorrência dos eventos que compõem o fenômeno estudado, de modo a gerar um conjunto de 

dados capaz de descrever processos biológicos e identificar interações entre seus componentes 

(Figura 3). 

A Biologia Sistêmica não é a antítese do reducionismo, que por sua vez é uma abordagem 

para o entendimento da complexidade através do estudo específico de suas partes. Muitas vezes 

os componentes individuais de um evento já foram descritos através de abordagens reducionistas 

e é sobre essa fundação que a abordagem sistêmica se apoia. As propriedades de sistemas 

complexos são diferentes das propriedades de proteínas individuais. Essas propriedades, 

chamadas emergentes, são o objeto de estudo da Biologia Sistêmica (FERRELL JR., 2009). No 

caso do  de substratos de proteína quinases, o objetivo é exatamente partir dos eventos 

individuais de fosforilação e analisá.los em conjunto, visando compreender como a ocorrência 

deles é capaz de regular um processo biológico complexo. 

No contexto dos microarranjos de DNA ou de proteínas, a importância dessas 

metodologias é justamente a de permitir uma análise ampla das vias metabólicas e de sinalização 
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ao verificar a atividade de milhares de enzimas, no caso dos  de proteínas, ou os níveis de 

expressão de milhares de genes, no caso dos  de DNA, ao mesmo tempo. No entanto, 

biologicamente, é mais importante o foco na atividade enzimática do que na concentração de 

metabólitos ou na expressão gênica (van BAAL  2006; DIKS , 2004; IRISH , 

2004; ANAMIKA & SRINIVASAN, 2007), justamente por conta de que a presença de um 

metabólito ou do produto de um gene na célula não garante que a mesma esteja ativa, uma vez 

que isso depende de modificações pós.traducionais. 

 

Figura 3. Exemplo extremo de rede de interações entre proteínas humanas, obtida a partir de um estudo na área de 
Biologia de Sistemas. Cada ponto corresponde a uma proteína, enquanto as retas correspondem a interações entre 
proteínas. Retas vermelhas representam interações obtidas a partir de um estudo de duplo.híbrido ao passo que retas 
azuis correspondem a interações obtidas na literatura a partir de um conjunto de 7200 genes que codificam proteínas. 
Adaptado de Rual, , 2005. 
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1.9 O 

Este trabalho visa a construção de um fluxo metodológico que permita a análise dos dados 

produzidos por uma técnica relativamente nova na área da Biologia Molecular, uma placa de 

microarranjos contendo substratos de proteínas quinases, conhecida como PepChip® e produzida 

pela empresa Pepscan Presto BV. Este  foi desenvolvido pelo grupo do Dr. Maikel 

Peppelenbosch, na Universidade de Groningen, Holanda, e sua utilização no Laboratório de 

Transdução de Sinal e Bioensaios – IB – Unicamp é constante, como parte da intensa 

colaboração existente entre os dois grupos. Devido ao seu recente e contínuo desenvolvimento, 

esta técnica é ainda incipiente em relação a processos de análise que produzam informações 

relevantes aos pesquisadores da área biológica. 

O  é constituído por uma lâmina de vidro coberta com uma superfície hidrofílica de 

50nm a 100nm de espessura contendo peptídios aderidos correspondentes a sequências consenso 

reconhecidas por proteína quinases. Essa superfície, segundo o fabricante, possui excelentes 

propriedades para o reconhecimento de peptídios por enzimas e com uma baixa taxa de ligação 

não.específica, resultando em altas razões sinal/ruído. Os peptídios são covalentemente ligados à 

superfície de forma estável e em alta densidade. Na superfície, são alocados em  e agrupados 

blocos de 32x32 em triplicata, totalizando 1024 peptídios no caso do PepChip® Kinomics™ ou 

de 28x42 em duplicata, totalizando 1176 peptídios, no caso do PepChip® Kinase™. Nos dois 

casos há espaço para canaletas e bordas de 3mm. A distância de um  para o outro (centro a 

centro) é de 560km (Figura 4). O PepChip® Kinomics™ contém somente sequências oriundas de 

, com foco especial em substratos de relevância fisiológica, como os relacionados a 

estresse, crescimento e diferenciação celular. O PepChip® Kinase™, por sua vez, contém 
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sequências de várias espécies, permitindo investigações evolutivas a respeito da especificidade de 

quinases e caracterização da atividade de novas quinases. 

A preparação do  consiste em obter uma cultura das células desejadas e promover sua 

lise com um tampão de lise comercial adicionado de Tris.HCl 20mM (pH 7,5), NaCl 150mM, 

EDTA 1mM, EGTA1 mM, 1% Triton X.100, pirofosfato de sódio 2,5mM, h.glicerofosfato 

1mM, vanadato de sódio 1mM, fluoreto de sódio 1mM, leupeptina 1kg/mL e aprotinina 1kg/mL. 

Os lisados são então centrifugados a 20000g por 10 minutos a 4ºC e o precipitado é descartado. 

Na sequência, 50kL de lisado é adicionado a 12kL do mix de ativação contendo glicerol 50%, 

MgCl2 60mM, Brij.35 0,05% (v/v), albumina de soro bovino 0,25mg/mL e [γ.33P] ATP 

250kmol/L a 2000 Ci/mL. O  é então incubado com os lisados por 90 minutos numa estufa a 

37ºC e depois lavado duas vezes em PBS contendo Triton X.100 0,1%, duas vezes em NaCl 2M 

contendo Tween 20 0,1% e duas vezes em água destilada. Depois, é seco ao ambiente e exposto à 

uma tela sensível a radiação por 72 horas. O objetivo até aqui é que o [γ.33P] ATP tenha 

fornecido o grupo fosforil radioativo como substrato para a reação de fosforilação promovida 

pelas quinases presentes no lisado. Geralmente é realizado um controle para garantir a ligação 

específica do [γ.33P] ATP, substituindo.o por [α.33P] ATP: como na reação de fosforilação o γ.

fosfato do ATP é o fosfato incorporado na proteína, espera.se que com o uso de [α.33P] ATP não 

seja detectada radioatividade nas amostras. 

O então, após os procedimentos experimentais, tem suas imagens processadas pelo 

aplicativo gratuito EisenLab ScanAlyze, versão 2.50. Após alinhamento do  específico 

correspondente a posição dos  e otimização da localização dos , o programa cria 

arquivos DAT contendo informações sobre a intensidade de radiação de cada , gerada pela 

fosforilação dos substratos do  a partir de γ.33ATP. 
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Figura 4. Estrutura de  no PepChip® Kinomics™ (a) e Kinase™ (b). O primeiro apresenta 1024  (32x32) 
em triplicata, contendo apenas sequências humanas, enquanto o segundo contém 1176  (28x42) em duplicata, 
contendo sequências de diversas espécies. 
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1.10 BIOINFORMÁTICA 

A Bioinformática pode ser definida como o estudo da informação existente nos seres 

vivos. Longe de ser apenas uma ferramenta operacional, também pode ser definida como a 

aplicação da Tecnologia da Informação no manejo de dados biológicos (GIBAS & JAMBECK, 

2001). Isso envolve o desenvolvimento e o uso de ferramentas computacionais visando a 

expansão e facilitação do uso de dados biológicos através da capacidade de adquirir, armazenar, 

organizar, analisar e visualizar tais dados, de acordo com o NIH – NCBI (

). Longe de ser um fim em si mesma, a 

Bioinformática é um dentre os vários componentes das Ciências Biológicas. 

Base da Tecnologia da Informação, os computadores são dispositivos poderosos para a 

compreensão de qualquer sistema que pode ser descrito matematicamente. Processos biológicos 

geralmente envolvem proteínas, que por sua vez são sintetizadas a partir do fluxo de informação 

codificada no DNA. O estudo desses processos ocorre, na maioria das vezes, uma proteína de 

cada vez: cientistas determinam a sequência ou a estrutura ou analisam os perfis de expressão de 

um produto gênico de cada vez, levando a uma compreensão detalhada dessa entidade. No 

entanto, o mecanismo pelo qual uma via bioquímica ou uma proteína interage com outros 

componentes biológicos é um problema de escala muito maior e mais difícil de ser abordado. São 

necessárias técnicas para realizar experimentos em larga escala e ferramentas para armazenar e 

analisar os dados gerados por esses experimentos. Usando os microarranjos de DNA ou de 

peptídios como exemplo: os  permitem que sejam realizados, efetivamente, milhares de 

experimentos individuais de expressão gênica ou de atividade enzimática simultaneamente numa 

pequena lâmina de vidro. Os resultados desses experimentos precisam ser armazenados num 
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banco de dados relacional, que proporcione rápido acesso posterior e eficiente manipulação dos 

dados, tal como buscas cruzadas e exportação para outros formatos. No entanto, devido à 

natureza complexa e interligada da informação biológica, cada  num microarranjo de DNA 

está conectado não só a informações sobre sua intensidade, mas a várias camadas de informação 

relacionadas a localização no genoma, sequência de DNA, estrutura, função etc. Os genes ou 

proteínas de interesse estão presentes em bases de dados que contém informações geradas 

por inúmeros outros experimentos de pesquisadores espalhados pelo mundo. Esses genes ou 

proteínas possuem sequências biológicas também disponíveis na . As sequências 

podem apontar para genes ou proteínas similares no mesmo ou em outros organismos. Além 

disso, cada gene no genoma não é uma entidade independente. Múltiplos genes interagem para 

formar vias bioquímicas, que por sua vez alimentam outras vias e sofrem a influência do 

ambiente externo, como patógenos e outros estímulos. Existem bancos de dados catalogando 

interações entre proteínas, como o DIP ( ) (XENARIOS, 2000) e 

o IntAct (ARANDA, 2009), o que permite a um pesquisador desenhar um mapa de interações que 

descreva um processo biológico observado a partir de algumas proteínas identificadas como 

relevantes em seus próprios experimentos. Ainda no campo das interações entre proteínas, existe 

um meta banco chamado STRING (JENSEN, 2009), que permite a busca por interações entre 

proteínas catalogadas em diferentes bancos de dados (incluindo os bancos citados acima) 

armazenando esse tipo de informação derivada desde interações verificadas experimentalmente 

até aparições conjuntas de proteínas em resumos de artigos científicos. Dessa forma, é possível 

obter a informação de diferentes bancos de dados em uma visualização concentrada, ideal para 

que o pesquisador seja capaz de integrar tal informação e inferir suas conclusões de modo mais 

completo e prático. 
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1.10.1 Conclusão 

A Biologia Molecular atual gera tal quantidade de informação que seria impraticável 

realizar análises sistêmicas eficientes sem ferramentas computacionais adequadas, além da 

tendência de disponibilidade pública de dados permitir aos cientistas uma grande economia de 

tempo e recursos. Contudo, é de extrema importância ressaltar que a Bioinformática não é capaz 

de resolver por si só os problemas enfrentados pela Biologia Molecular. Ela é também uma 

ferramenta capaz de atribuir significados e gerar interpretações falsas a partir de resultados 

experimentais. A busca por padrões e a inferência de predições a partir de dados biológicos 

fatalmente resultará em erros sem uma compreensão profunda de onde provêm os dados 

biológicos e em que contexto estão inseridos. O potencial da Bioinformática está em exatamente 

ser uma ferramenta, como os métodos recentes da Biologia Molecular, expandindo os limites do 

que pode ser estudado. 
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2 OBJETIVO 

Com base nos avanços que a Biologia Molecular vem apresentando nos últimos anos, 

diversas novas técnicas são desenvolvidas e disponibilizadas aos pesquisadores. Contudo, muitas 

vezes esse desenvolvimento não acompanha metodologias de análise apropriadas para a geração 

de dados relevantes e confiáveis no contexto da pesquisa em questão. Um exemplo de técnica que 

até hoje recebe críticas quanto aos resultados que produz é o microarranjo de DNA, apesar de já 

ser bem.aceita e amplamente utilizada pela comunidade científica. Outros tipos de microarranjos, 

como o de substratos peptídicos de proteínas quinases, encontram dificuldades em se estabelecer 

como técnica corrente nos laboratórios devido à falta de metodologias apropriadas de análise que 

facilitem a obtenção de informações relevantes pelo usuário final. Nesse contexto, o objetivo 

deste trabalho é o desenvolvimento de um  automatizado que permita a análise dos 

resultados do PepChip®, um microarranjo contendo substratos de proteínas quinases voltado a 

elucidação da atividade quinásica e a integração dessa informação no contexto de vias 

metabólicas e de sinalização celular. 
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3 RESULTADOS 

3.1 PepMatrix 

O principal resultado deste trabalho é o desenvolvimento de um método para análise 

estatística qualitativa automatizado do PepChip®. Batizado de PepMatrix, ele permite a 

determinação da confiabilidade de cada  do , uma vez que o número baixo de replicações 

disponíveis aos pesquisadores é uma característica inerente à técnica e essa prática é corrente em 

outros tipos de microarranjos. As particularidades do PepChip®, no entanto, exigiram uma 

abordagem peculiar, que contemplasse as necessidades de uso dos pesquisadores. 

 

3.1.1 AS PARTICULARIDADES DO  

Microarranjos, sejam de proteínas ou de ácidos nucleicos, apresentam como característica 

marcante um baixo número de replicações, tornando extremamente difícil avaliar os resultados 

obtidos e determinar diferenças estatisticamente significativas entre os níveis de fosforilação, no 

caso do PepChip®, em  representando condições biológicas distintas. Com o aumento no 

uso desse tipo de tecnologia, especialmente a de microarranjos de DNA, a variabilidade dos 

dados e a avaliação da qualidade dos resultados tem sido bastante discutida (MURIE , 2009; 

ROCKE , 2009; KOOPERBERG , 2002; JEFFERY , 2006) e gerou diversos 

métodos de análise (SCHUCHHARDT , 2000; KAUFFMANN ., 2009), bem como 

algumas ferramentas para avaliação da qualidade de tipos específicos de arranjos (DUNNING 

, 2007; BUNESS ., 2005). No entanto, como é de se esperar, as metodologias 

desenvolvidas para microarranjos de DNA não são facilmente adaptáveis para microarranjos de 

proteínas, sendo a principal razão para isso a diferença fundamental no objetivo de cada 
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experimento: enquanto os primeiros procuram avaliar os níveis de expressão do mRNA associado 

a um determinado gene e seu produto proteico, os últimos identificam a atividade de uma enzima 

ao invés de sua presença na célula. Os parâmetros ideais para determinação desses distintos 

objetivos são também, naturalmente, diferentes. Como exemplo, as ferramentas de avaliação de 

microarranjos de DNA frequentemente trazem limites inferiores de intensidade de  para 

afirmar que o mRNA de determinado gene hibridizou.se com o cDNA presente na placa. Quanto 

maior a intensidade, maior a expressão do gene em questão. Já no caso de arranjos de proteínas, 

tomando como exemplo o PepChip®, intensidades muito altas podem indicar não uma grande 

quantidade de quinases presentes na célula promovendo essas reações (ainda mais levando em 

consideração que as vias de sinalização não dependem de grandes quantidades de enzimas, uma 

vez que uma única é capaz de fosforilar centenas de substratos, como visto na Introdução). Ao 

contrário, intensidades altas podem indicar fosforilações inespecíficas, com várias quinases 

fosforilando um determinado substrato no . Assim, a metodologia de análise do PepChip® 

demanda uma abordagem específica e desenvolvida levando em conta tais particularidades. 

 

3.1.2 O ALGORITMO E A ESTATÍSTICA 

O primeiro passo da metodologia de análise envolve a importação dos dados presentes nos 

arquivos DAT gerados a partir das imagens do  de forma que seja possível manipulá.los 

satisfatoriamente. Esses arquivos contém informações como a intensidade bruta de cada , 

seus respectivos  (  ao redor do ) médios e medianos, além de outras 

informações que permitem identificar cada . Os arquivos DAT contêm informações em 

formato texto, separadas por tabulações e facilmente importáveis para um editor de planilhas. 
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Levando em consideração o  de usuários do PepChip®, estabeleceu.se que o objetivo 

específico era determinar quais  apresentavam condições de serem levados adiante em 

análises posteriores. Para isso, conceitos estatísticos foram calculados a partir das informações 

dos arquivos DAT, visando a construção de uma matriz contendo apenas  que apresentaram 

replicações com variações aceitáveis, determinadas por dois índices de confiabilidade. 

No caso do PepChip® Kinomics™, que possui 1024 substratos em três replicações por 

, três conceitos estatísticos principais agrupados em dois índices de confiabilidade são 

calculados: o desvio.padrão (SD), a média (A) e a mediana (M) das três replicações (cada uma 

definida como o valor bruto de intensidade de cada  subtraído da intensidade da mediana dos 

 do ), sendo que um dos índices é composto pela razão SD/A e o outro pela 

razão A/M. O segundo índice é irrelevante para a versão Kinase™ do , uma vez que com 

apenas duas replicações, M = A. Os valores recomendados de cada índice são SD/A < 20% e 

80% < A/M < 120%, uma vez que nos testes realizados com dados reais foram os valores que 

apresentaram o melhor equilíbrio entre a qualidade e a quantidade dos  retornados. No 

entanto, o usuário é livre para alterar esses valores conforme for apropriado. 

Ajustando.se cada um desses índices de forma que seja possível selecionar apenas  

que satisfaçam as condições estabelecidas, tem.se uma maneira extremamente simples de 

determinar individualmente a robustez dos valores de intensidade apresentados por um  com 

base em suas replicações. O conceito de avaliação individual é extremamente importante porque 

as metodologias de análise anteriores, derivadas de técnicas para análise de microarranjos de 

DNA, valiam.se da correlação entre os  de diferentes replicatas, analisando o  como um 

todo. No entanto, se apenas alguns poucos  apresentarem replicações muito divergentes e, 

portanto, inadequados para futura inferência biológica, a correlação entre as replicações não será 
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afetada significativamente. Na prática, um pesquisador que se baseie apenas na correlação geral 

entre replicações pode utilizar em sua pesquisa  inadequados, acreditando que a qualidade 

do  como um todo é alta, conforme visto na figura 5. 

Figura 5. Índices de correlação e respectivos gráficos de um PepChip® Kinomics™. Os índices de correlação 
apresentam.se todos acima de 0,8, o que é tomado como adequado pelos pesquisadores usuários do , já que 
índices próximos de 1 são inatingíveis na prática. No entanto, observa.se claramente que muitos  apresentam 
replicações inadequadas, muitas vezes chegando a variações de até 1000% (setas). 

Existem diversas possibilidades de uso dos : a principal é a comparação entre  

de diferentes condições biológicas realizada de forma a determinar o perfil quinômico de cada 

uma. Uma outra possibilidade é verificar quais são os substratos mais fosforilados num 

determinado momento celular, o que envolveria apenas um . No primeiro caso, a comparação 

se dá  a , observando as diferenças de fosforilação entre os dois . Da mesma forma, 

a seleção dos  chamados confiáveis ocorre simultaneamente nos dois . De nada 

adiantaria um  apresentar replicações dentro dos parâmetros estabelecidos se sua contraparte 

no outro  também não o fizer. 
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3.1.3 A NORMALIZAÇÃO 

Os  selecionados são, então, submetidos a um processo de normalização para 

permitir a comparação entre  diferentes. Um valor  é definido para rotular os valores 

extremos de intensidade, com base em um percentil. Seu valor é definido como , 

correspondendo ao percentil para um conjunto de dados contendo  elementos com 

valores , ,... , como em 

  (1) 

onde  é um valor intermediário posteriormente separado em seus componentes inteiro,  e 

decimal, , tal que é então calculado como 

 (2) 

A normalização prossegue definindo os valores de percentis nos dois extremos dos dados 

(de modo a eliminar os  menos intensos e os   mais intensos do , visando 

evitar incluir nos dados tanto ausências completas de fosforilação como fosforilações 

inespecíficas, que não são o foco de análise do . De qualquer forma, esses parâmetros são 

ajustáveis e, caso o usuário deseje não excluir esses valores, isso é perfeitamente possível. Os 

valores normalizados são dados por 

 (3) 

onde  corresponde aos valores normalizados,  é o percentil inferior e  é o percentil superior. 

A tabela 1 apresenta como os valores de intensidade são alocados para os cálculos que geram os 

valores de intensidade que serão submetidos à metodologia de seleção, além da normalização que 
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será utilizada na comparação entre . A tabela 2 mostra os cálculos dos parâmetros que 

compõem os índices e a seleção propriamente dita. 

Tabela 1. Primeiros 43  de um PepChip® Kinomics™. A. As colunas Int_1, Int_2 e Int_3 correspondem aos 
valores brutos de intensidade de cada replicação, respectivamente. As colunas BG_1, BG_2 e BG_3 correspondem 
aos valores de intensidade de background relativos a cada . Os resultados da subtração das colunas BG das 
colunas Int resultam nos valores das colunas Val_1, Val_2 e Val_3. Esses são os valores utilizados para a seleção dos 

 com base nos índices SD/A e A/M. B. Os valores normalizados estão apresentados nas colunas Norm_1, 
Norm_2 e Norm_3 e são utilizados na comparação entre dois , através dos  selecionados previamente. 

A 
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B 
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Tabela 2. Os mesmos 43  mostrados na tabela anterior agora alocados no passo seguinte da metodologia 
PepMatrix, que consiste no cálculo dos índices SD/A e A/M. Isso permite a seleção dos  com base na prévia 
determinação dos parâmetros relacionados a esses índices, como observado na última coluna da tabela: dentre todos 
os  mostrados, apenas o  presente na linha 29 apresentou replicações consistentes o bastante para sobreviver 
aos parâmetros selecionados (SD/A < 20% e 80% < A/M < 120%). Como esse é um  contendo uma condição 
controle e existe um outro  contendo a condição tratada, o  de número 29 ainda não está necessariamente 
aprovado: apenas o será se seu correspondente no outro  também apresentar replicações consistentes. 
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3.1.4 TESTES ESTATÍSTICOS 

Após os valores de intensidade terem sido normalizados, podem então ser comparados de 

modo a definir se são ou não significativamente diferentes entre dois . O teste estatístico 

utilizado para isso é o teste  bicaudal. A natureza paramétrica deste teste, que exige condições 

normais, não interfere devido ao baixo número de replicações, o que impede determinações 

precisas de normalidade. No entanto, um segundo requerimento do teste é o conhecimento sobre 

as variâncias das replicações. Para isso, é utilizado o teste . Se as variâncias não forem 

estatisticamente diferentes, o teste  aplicado é o homoscedástico. Caso contrário, é utilizado o 

teste  heteroscedástico, garantindo maior precisão nos resultados finais. 

 

3.1.5 NÚCLEO DE INFORMAÇÕES DA MATRIZ 

Após todos os testes terem sido realizados e um destaque aplicado aos  que 

apresentaram fosforilação diferencial, todos os  que se mostraram confiáveis de acordo com 

os parâmetros definidos são associados a suas respectivas informações.chave, obtidas 

diretamente com o fabricante do : um identificador de localização, a sequência peptídica, o 

identificador UniProt ou RefSeq da proteína doadora da sequência, o nome da proteína e a 

provável quinase responsável pelo evento de fosforilação observado. O resultado final da análise 

é mostrado na tabela 3. 
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Tabela 3. A.  selecionados a partir de dois  e com índices definidos como SD/A < 20% e 80% < A/M < 
120%. Dos 1024  presentes no PepChip® Kinomics™, 32 apresentaram replicações consistentes nos dois  
e foram selecionados para a análise diferencial. Destes, 23 apresentaram fosforilação diferencial (p < .05) na coluna 
R (Parte B) e 9 não apresentaram diferenças estatisticamente significativas na fosforilação. As colunas B, C, D e H, 
I, J contêm os valores de intensidade normalizados para os  selecionados de cada , respectivamente. As 
colunas E, F e K, L apresentam os valores de média e mediana para cada . Já as colunas O e P contêm a razão de 
alteração observada (conhecida como FoldChange ou FC) entre as médias na coluna O e entre as medianas na coluna 
P. B. A coluna Q contém os valores do teste  para a determinação da existência de diferença significativa entre as 
variâncias das replicações entre os dois . Caso exista diferença (p < .05), o teste  realizado na coluna R é 
heteroscedástico. Caso contrário, o teste  realizado é homoscedástico. Os  estão ordenados de forma ascendente 
pela coluna R. Nas colunas T, U, V, W e X estão dispostas as informações específicas sobre cada : 
respectivamente, o identificador no , a sequência presente no , o identificador RefSeq ou SwissProt dessa 
sequência, o nome da proteína de qual a sequência foi retirada e a provável quinase responsável pelo evento de 
fosforilação naquele . 

A
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B

 

 

3.1.6 O CÓDIGO 

A metodologia PepMatrix foi implementada visando a maior usabilidade e 

disponibilidade possível. Por conta disso, foi escrita em VBScript, linguagem universal em 

sistemas Microsoft® Windows™ e facilmente compilada para execução nesses sistemas. O 
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código, conforme implementado na versão 2DAT (ver adiante) do PepMatrix para o Microsoft® 

Excel™ 2003, segue abaixo. 
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O código utiliza um arquivo base consistindo numa tabela na qual os dados de replicações 

serão inseridos, permitindo que os parâmetros utilizados para os índices sejam facilmente 

alteráveis pelo usuário e permitindo a comparação imediata entre diferentes parâmetros de 

confiabilidade. Como padrão, a tabela base traz os índices SD/A < 20% e 80% < A/M < 120%, 

estabelecidos de forma a atingir o máximo equilíbrio entre o número de  selecionados e a 

qualidade de suas replicações. O objetivo geral do método é selecionar e trazer para o usuário 

apenas os  que apresentem variações entre as replicatas dentro desses limites. 
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Existem diversas possibilidades de uso dos , o que demanda a adequação da 

metodologia PepMatrix a cada uma delas. Como ela foi construída em VBScript e depende do 

aplicativo Microsoft® Excel™, foram criadas versões adequadas para o Microsoft® Excel™ 

2007, bem como para Microsoft® Excel™ 2003 e anteriores. Além disso, os  podem ser 

usados em conjunto para a comparação de uma condição controle com uma condição alterada, o 

que demanda uma análise comparativa entre . Para esse caso existe uma versão do 

PepMatrix chamada de 2DAT, na qual, após a seleção dos  confiáveis, são calculados o 

 (definido como a razão entre as médias ou medianas de intensidade de cada  do 

tratamento em relação aos  controle); o teste , de modo a determinar se as variâncias entre 

as amostras eram comparáveis e o teste  apropriado em relação às variâncias de cada amostra 

(homoscedástico para variâncias semelhantes e heteroscedástico para variâncias diferentes). A 

partir do teste  são selecionados os  que apresentam diferença significativa no valor da 

média (p < 0,05), permitindo ao pesquisador proceder à análise dos substratos e quinases 

correspondentes. 

Uma outra possibilidade de uso do  é verificar quais são os substratos mais 

fosforilados num determinado momento celular, o que envolveria apenas um . Para isso, 

também existe uma versão do PepMatrix chamada de SingleDAT, adaptada para realizar a 

seleção dos  confiáveis e retorná.los por ordem de intensidade apresentada. Além disso, 

conforme já exposto, existe ainda um outro tipo de PepChip®, o Kinase™. Ao contrário da 

versão Kinomics™, que apresenta substratos quinásicos chave para o estudo de alterações da 

sinalização celular em doenças humanas, a versão Kinase™ possui substratos oriundos de 

diferentes espécies e é voltado para para a caracterização de quinases e potenciais inibidores. O 

PepChip® Kinase™ possui 1176 substratos em apenas duas replicações, o que exige uma versão 
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do PepMatrix, a Kinase, adequada tanto para o número de replicações e substratos quanto para os 

índices estatísticos que são utilizados, já que com apenas duas replicações o uso da mediana 

torna.se irrelevante. É importate ressaltar o fato de que não é necessário utilizar apenas um  

para cada condição analisada, de modo que quanto mais replicações, tanto técnicas (utilizando a 

mesma amostra) quanto biológicas (utilizando amostras equivalentes), estiverem disponíveis, 

existe uma tendência ao enriquecimento da qualidade dos dados analisados. Contudo, o uso de 

mais de um para cada condição biológica é uma impossibilidade técnica ou financeira para 

muitos laboratórios. 

 

3.1.7 A INTERFACE COM O USUÁRIO 

Foi construído e disponibilizado um  onde pesquisadores usuários do PepChip® 

podem submeter os arquivos DAT relacionados a seus experimentos à metodologia PepMatrix. 

No próprio  o usuário define os parâmetros estatísticos desejados e depois recebe uma tabela 

com os  selecionados no endereço de  informado. Além disso, a metodologia, devido a 

sua natureza de seleção de replicações consistentes, pode ser aplicada para qualquer conjunto de 

dados com baixas replicações, como por exemplo outros tipos de microarranjos e fosfoproteomas 

determinados por espectrometria de massas. O  está também preparado para aceitar 

submissões desses tipos de dados. A figura 6 mostra a página inicial do , de onde é 

possível também acessar os arquivos executáveis associados à metodologia. Através do  

desses arquivos, um pesquisador pode implementar a metodologia PepMatrix localmente. 
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A página está disponível no endereço http://pro.161.70.ib.unicamp.br/~renatomilani/PHP/. Um 

endereço de atalho, conhecido como  de fácil memorização está localizado em 

http://tinyurl.com/pepmatrixonline. 

 

Figura 6.  da metodologia PepMatrix. Através dessa página, pode.se submeter arquivos DAT contendo 
replicações obtidas através do PepChip®.  
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3.2 Perfil quinômico de células TF1 expostas à violaceína 

A violaceína é um composto antibiótico produzido pela bactéria 

. Esta bactéria é gram.negativa e anaeróbica facultativa, sendo parte da água e solo de 

regiões tropicais e subtropicais. A violaceína mostra atividade contra amebas e tripanossomas, 

sendo que existem evidências de que pode auxiliar no tratamento de câncer colorretal e outros 

tipos de câncer através da modulação de vias de sinalização (KODACH , 2006). 

Como parte de um estudo amplo em colaboração sobre os efeitos da violaceína em 

sistemas celulares, o perfil quinômico de células TF1 (derivadas de um paciente com leucemia 

mieloide) foi obtido através do PepChip® Kinomics™ pelo Laboratório de Transdução de Sinal e 

Bioensaios – IB – Unicamp e os conjuntos de dados obtidos foram submetidos à metodologia 

PepMatrix. As células TF1 foram expostas à violaceína por 30 minutos, 16 horas e 24 horas, 

antes de terem seus lisados processados e submetidos ao  conforme descrito anteriormente. 

Um controle sem exposição foi utilizado. A variabilidade encontrada nas replicações de todos os 

foi, conforme esperado, bastante alta, sendo que a metodologia PepMatrix provou.se útil 

em selecionar apenas os com replicações consistentes. A figura 7A mostra as três 

replicações para o de 16 horas e a distribuição das intensidades de fosforilação. Na figura 7B 

pode.se observar as razões SD/A para cada , em duas escalas diferentes. 

No  de 30 minutos, 142  foram selecionados como tendo replicações confiáveis 

de acordo com os parâmetros SD/A < 20% e 80% < M/A < 120%, que foram selecionados 

buscando o melhor equilíbrio entre o número de  selecionados e a qualidade de suas 

replicações. Nos tempos de 16h e 24h foram selecionados, respectivamete, 69 e 75 . De 

todos os  selecionados, 84 apresentaram atividade quinásica diferencial em relação ao 
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controle (p < .05) (Tabelas 4, 5 e 6 e figuras 8, 9 e 10). Dos 84 com fosforilação diferencial, 

foram realizadas análises por  para GSK3β e Src devido à sua importância para vias 

de proliferação celular. Os resultados mostram um notável aumento da fosforilação do resíduo 

inibitório S9 da enzimas GSK3β, confirmando a redução de 26% da atividade de todas as 

fosforilações atribuídas a GSK3β no  de 30 minutos (Figuras 8, 11 e tabela 4). Além disso, a 

atividade da quinase Src não mostrou diferenças significativas (p > .05) no mesmo tempo de 

exposição, confirmando a densidade constante no  para os resíduos Y416 e Y527, 

respectivamente responsáveis pela ativação e inibição de Src (Figura 11). 
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Figura 7. As replicatas no  podem ser altamente variáveis, o que torna os  associados a elas inadequados para posterior inferência biológica. A. 
Intensidade de cada  em triplicata para as células TF1 expostas à violaceína por 16h. Os  são ordenados pela mediana da intensidade de forma 
ascendente, formando uma trilha de pontos seguida quase perfeitamente pela linha de regressão mais clara. As replicações afastam.se da linha bastante 
frequentemente. B. Razões SD/A calculadas a partir de valores normalizados. Para um índice de SD/A < 20% em valores não.normalizados, a máxima 
razão SD/A em valores normalizados ficou em 24%. A primeira figura apresenta as razões SD/A numa escala de 0.10 e a segunda numa escala de 0.1 
(sendo que SD/A =1 significa que o desvio.padrão das replicações é igual à média delas). Os pontos claros indicam os  selecionados pela metodologia 
PepMatrix (considerando também o  controle). 
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Tabela 4. Primeiros 29  confiáveis selecionados a partir de células TF1 expostas à violaceína por 30 minutos 
 um controle sem exposição. A.  selecionados com índices definidos como SD/A < 20% e 80% < A/M < 

120%. Ao todo, 142  foram selecionados e, destes, 11 apresentaram fosforilação diferencial (p < .05) na coluna 
R (Parte B). As colunas B, C, D e H, I, J contêm os valores de intensidade normalizados para os  selecionados 
de cada , respectivamente. As colunas E, F e K, L apresentam os valores de média e mediana para cada . Já 
as colunas O e P contêm a razão de alteração observada (conhecida como FoldChange ou FC) entre as médias na 
coluna O e entre as medianas na coluna P. B. A coluna Q contém os valores do teste  para a determinação da 
existência de diferença significativa entre as variâncias das replicações entre os dois . Caso exista diferença (p < 
.05), o teste  realizado na coluna R é heteroscedástico. Caso contrário, o teste  realizado é homoscedástico. Os  
estão ordenados de forma ascendente pela coluna R. Nas colunas T, U, V, W e X estão dispostas as informações 
específicas sobre cada : respectivamente, o identificador no , a sequência presente no , o identificador 
RefSeq ou SwissProt dessa sequência, o nome da proteína de qual a sequência foi retirada e a provável quinase 
responsável pelo evento de fosforilação naquele . 

A
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B
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Tabela 5. Primeiros 29  confiáveis selecionados a partir de células TF1 expostas à violaceína por 16 horas 
 um controle sem exposição. A.  selecionados com índices definidos como SD/A < 20% e 80% < A/M < 

120%. Ao todo, 69  foram selecionados e, destes, 33 apresentaram fosforilação diferencial (p < .05) na coluna R 
(Parte B) (nem todos são exibidos). As colunas B, C, D e H, I, J contêm os valores de intensidade normalizados para 
os  selecionados de cada , respectivamente. As colunas E, F e K, L apresentam os valores de média e 
mediana para cada . Já as colunas O e P contêm a razão de alteração observada (conhecida como FoldChange ou 
FC) entre as médias na coluna O e entre as medianas na coluna P. B. A coluna Q contém os valores do teste  para a 
determinação da existência de diferença significativa entre as variâncias das replicações entre os dois . Caso 
exista diferença (p < .05), o teste  realizado na coluna R é heteroscedástico. Caso contrário, o teste  realizado é 
homoscedástico. Os  estão ordenados de forma ascendente pela coluna R. Nas colunas T, U, V, W e X estão 
dispostas as informações específicas sobre cada : respectivamente, o identificador no , a sequência presente 
no , o identificador RefSeq ou SwissProt dessa sequência, o nome da proteína de qual a sequência foi retirada e a 
provável quinase responsável pelo evento de fosforilação naquele . 

A
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B
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Tabela 6. Primeiros 29  confiáveis selecionados a partir de células TF1 expostas à violaceína por 24 horas 
 um controle sem exposição. A.  selecionados com índices definidos como SD/A < 20% e 80% < A/M < 

120%. Ao todo, 75  foram selecionados e, destes, 40 apresentaram fosforilação diferencial (p < .05) na coluna R 
(Parte B) (nem todos são exibidos). As colunas B, C, D e H, I, J contêm os valores de intensidade normalizados para 
os  selecionados de cada , respectivamente. As colunas E, F e K, L apresentam os valores de média e 
mediana para cada . Já as colunas O e P contêm a razão de alteração observada (conhecida como FoldChange ou 
FC) entre as médias na coluna O e entre as medianas na coluna P. B. A coluna Q contém os valores do teste  para a 
determinação da existência de diferença significativa entre as variâncias das replicações entre os dois . Caso 
exista diferença (p < .05), o teste  realizado na coluna R é heteroscedástico. Caso contrário, o teste  realizado é 
homoscedástico. Os  estão ordenados de forma ascendente pela coluna R. Nas colunas T, U, V, W e X estão 
dispostas as informações específicas sobre cada : respectivamente, o identificador no , a sequência presente 
no , o identificador RefSeq ou SwissProt dessa sequência, o nome da proteína de qual a sequência foi retirada e a 
provável quinase responsável pelo evento de fosforilação naquele . 

A
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Figura 8. Quinases reguladas e reguladas com base na fosforilação dos  confiáveis de acordo com os parâmetros estabelecidos para um  
de células TF1 expostas à violaceína por 30 minutos  um controle sem exposição selecionados pela metodologia . Apenas os nomes das 
quinases potencialmente responsáveis pelas fosforilações e que apresentaram fosforilação diferencial são mostrados. 
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Figura 9. Quinases reguladas e reguladas com base na fosforilação dos  confiáveis de acordo com os parâmetros estabelecidos para um  
de células TF1 expostas à violaceína por 16 horas  um controle sem exposição selecionados pela metodologia . Apenas os nomes das 
quinases potencialmente responsáveis pelas fosforilações e que apresentaram fosforilação diferencial são mostrados. 
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Figura 10. Quinases reguladas e reguladas com base na fosforilação dos  confiáveis de acordo com os parâmetros estabelecidos para um 
 de células TF1 expostas à violaceína por 24 horas  um controle sem exposição selecionados pela metodologia . Apenas os nomes das 

quinases potencialmente responsáveis pelas fosforilações e que apresentaram fosforilação diferencial são mostrados. 
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Figura 11. Avaliação dos  confiáveis no  originou resultados confirmados por outras técnicas. A. 
 de células TF1 expostas a violaceína por 30 minutos para pGSK3β (S9 . inibitório) e pSrc (Y416 . ativador e 

Y527 . inibitório). B. Intensidades das replicações de  contendo substratos de GSK3β e Src num  contendo 
lisados de células TF1 expostas a violaceína por 30 minutos. É notável a redução da intensidade de fosforilação no 
substrato de GSK3β (p < .05) enquanto o substrato de Src não apresentou diferença significativa (p > .05). 



Desenvolvimento de um  para Análise em Larga Escala de um  de Proteínas Quinases                49 

3.3 Perfil quinômico de pré7osteoblastos MC3T37E1 em adesão 

A adesão a uma matriz é um processo essencial na diferenciação de osteoblastos. O 

processo de remodelação óssea, pelo qual o tecido ósseo passa ao longo de sua existência visando 

a regulação da homeostase de cálcio, microrreparos na estrutura e definição do esqueleto durante 

o crescimento, envolve intensa relação entre a matrix extracelular e os osteoblastos, apresentando 

forte influência nos mecanismos de transdução de sinal. A expressão de proteínas da matriz extra 

celular, do citoesqueleto e de membrana, como integrinas e caderinas, é finamente regulada por 

mecanismos de sinalização celular (ANSELME, 2000). Durante a vida, algumas condições como 

envelhecimento e estresse mecânico podem alterar essa regulação. Nesse contexto, a busca por 

novas terapias envolvendo o tecido ósseo tem obtido destaque na área de biomateriais. A 

engenharia de tecidos tem oferecido subsídios pelos quais células osteoprogenitoras podem ser 

associadas a biomateriais com o objetivo de desenvolver osteossubstitutos ideais capazes de 

restaurar e manter as características do tecido (ZAMBUZZI, 2008). 

Nas últimas décadas, os osteoblastos vêm sendo amplamente utilizados  para o 

estudo do metabolismo ósseo e interações células.biomateriais. Para este fim são utilizadas 

linhagens celulares provenientes de ratos (UMR.106), camundongos (MC3T3.E1), fetos 

humanos (hFOB 1.19) e osteosarcoma (SAOS.2). Particularmente, a linhagem celular de pré.

osteoblastos MC3T3.E1, obtida por Sudo   em 1983, tem sido muito utilizada para o estudo 

do processo de diferenciação de osteoblastos e subsequente mineralização biológica. 

Nesse contexto, como parte de um estudo em colaboração com o Laboratório de 

Transdução de Sinal e Bioensaios – IB . Unicamp, o perfil quinômico de células MC3T3.E1 foi 

estudado através do PepChip® Kinomics™ e os resultados foram submetidos à metodologia 
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PepMatrix. As células foram cultivadas sobre superfícies de poliestireno e as amostras foram 

coletadas 2 horas, usada como condição experimental, e 10 dias depois, usada como controle. Os 

resultados mostraram diversas quinases com atividade diferencial, conforme a tabela 7. 

Tabela 7. Primeiros 29  confiáveis selecionados a partir de células MC3T3.E1 submetidas a adesão em uma 
placa de poliestireno por 2 horas versus um controle de células já aderidas em cultura por 10 horas. A.  
selecionados com índices definidos como SD/A < 20% e 80% < A/M < 120%. Ao todo, 32  foram selecionados 
e, destes, 23 apresentaram fosforilação diferencial (p < .05) na coluna Q (Parte B). As colunas A, B, C e G, H, I 
contêm os valores de intensidade normalizados para os  selecionados de cada , respectivamente. As colunas 
D, E e J, K apresentam os valores de média e mediana para cada . Já as colunas N e O contêm a razão de 
alteração observada (conhecida como FoldChange ou FC) entre as médias na coluna N e entre as medianas na coluna 
O. B. A coluna P contém os valores do teste  para a determinação da existência de diferença significativa entre as 
variâncias das replicações entre os dois . Caso exista diferença (p < .05), o teste  realizado na coluna Q é 
heteroscedástico. Caso contrário, o teste  realizado é homoscedástico. Os  estão ordenados de forma ascendente 
pela coluna Q. Nas colunas S, T, U, V e W estão dispostas as informações específicas sobre cada : 
respectivamente, o identificador no , a sequência presente no , o identificador RefSeq ou SwissProt dessa 
sequência, o nome da proteína de qual a sequência foi retirada e a provável quinase responsável pelo evento de 
fosforilação naquele . 

A
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 As quinases Src, PKC e FAK apresentaram significativa atividade diferencial, sendo pelo 

menos duas vezes mais ativas durante a adesão (Figura 12). Essas proteínas estão entre os 

principais reguladores da adesão celular através do estabelecimento de adesões focais. O 

mecanismo envolve a ativação de integrinas, ao que se segue a interação direta entre Src, PKC e 

FAK, levando a uma cascata de sinalização através de Rho, ROCK, paxilina e talina e alcançando 

o elemento final da cascata, a cofilina. A cofilina é responsável pela determinação do 

comprimento dos filamentos de actina e consequentemente pelo rearranjo do citoesqueleto 

(YANG , 1998) (Figura 14). 
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 Além disso, a cascata também ativa GSK3β, responsável por fosforilar e 

consequentemente inibir a proteína β.catenina, reduzindo a sinalização para a proliferação 

celular. As proteínas PAK e RAP1 também fazem parte da cascata de sinalização durante a 

adesão, sendo importantes para a sinalização de sobrevivência celular através de Bcl.2 (Figura 

14). 

 A adesão celular também depende da sinalização de sobrevivência celular, bem como da 

inibição da proliferação. Os resultados do  mostraram que a quinase GSK3β apresentou 

atividade aumentada durante a adesão na fosforilação de um peptídio derivado de c.Myc 

contendo o sítio T58, levando à sua inativação e subsequente inibição da proliferação celular 

(SMITH , 2002). A GSK3β também é responsável pela fosforilação e consequente inibição 

de β.catenina (um co.ativador transcricional de c.Myc), portanto inibindo a proliferação celular 

também pela via Wnt (Tabela 7 e figuras 13 e 14). Na tabela 7, observa.se que o pseudosubstrato 

derivado de c.Myc pode ser fosforilado por CK2 ou GSK ( ), sendo que 

ambas atuam em conjunto num  proteico que faz parte da via Wnt (Figura 13). 

 Um substrato presente no  derivado de RAP1A ( ) foi mais 

fosforilado consistentemente ao longo das replicações durante a adesão. A intensidade no foi 

mais de oito vezes maior durante a adesão do que durante a condição controle. A enzima 

responsável é provavelmente uma PKA (Tabela 7), estabelecendo uma possível rota para a 

manutenção da viabilidade celular através da sinalização por MAPK e BCL.2 desencadeadas por 

integrinas (Figura 14). 
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Figura 12. Quinases reguladas e reguladas com base na fosforilação dos  confiáveis de acordo com os parâmetros estabelecidos para um 
 de células MC3T3.E1 submetidas a adesão em uma placa de poliestireno por 2 horas um controle de células já aderidas em cultura por 10 

horas selecionados pela metodologia . Apenas os nomes das quinases potencialmente responsáveis pelas fosforilações e que apresentaram 
fosforilação diferencial são mostrados. As quinases Src, PKC, PAK1 e FAK estão relacionadas a vias reguladoras do remodelamento do citoesqueleto de 
actina e ao estabelecimento de adesões focais, processos relacionados à adesão celular. 



Desenvolvimento de um  para Análise em Larga Escala de um  de Proteínas Quinases                54 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Via de sinalização Wnt canônica mostrando o  proteico responsável pela fosforilação de β.catenina envolvendo CK2 e GSK3β. À direita 
encontra.se o fator de transcrição c.Myc, responsável pela proliferação celular. Adaptado de KEGG ( ). 
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Como mostrado acima, houve alterações significativas nos  relacionados a 

replicações consistentes. No entanto, uma análise da atividade quinômica global também pode 

trazer resultados significativos e correlacionados aos resultados anteriores. O gráfico mostrado na 

figura 15 mostra a mediana das intensidades de todos os 1024 , em condições de adesão 

 condições controle, normalizadas de 0 a 100 e com uma cauda de exclusão de 5%. No 

geral, observa.se que há quinases mais ativas durante a fase de adesão. A possibilidade de 

fosforilações inespecíficas nos  acima da cauda de normalização e abaixo da linha horizontal 

em 100 em 2h de adesão é desconsiderada porque nas condições controle o limite de 100 não foi 

ultrapassado. Assim, Src, PKA, FAK, GSK3β, PKC dentre outras, apresentam forte evidência de 

ativação específica durante a adesão. Isso foi confirmado através da técnica de  , de 

acordo com a disponibilidade de anticorpos, que validou as atividades quinásicas observadas no 

 (Figura 16). 

Uma análise da composição dos pseudosubstratos presentes no  que apresentaram 

replicações consistentes  o  como um todo revelou que substratos contendo o 

aminoácido serina como sítio conhecido de fosforilação estão presentes em maior proporção no 

conjunto dos  selecionados como confiáveis (Figura 17). Isso provavelmente é um reflexo 

da presença de várias quinases do grupo AGC (ex.: PKC e PKA) sendo capazes de fosforilar 

múltiplos pseudosubstratos que apresentaram fosforilação diferencial dentre os selecionados, 

indicando um papel fundamental desta família de quinases no processo de adesão. 
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Figura 14. Mapa dos processos e sinalização celular envolvidos com a adesão focal do KEGG ( ). Envoltas em 
retângulos destacados estão algumas das quinases discutidas no texto, permitindo a visualização de como ocorre a cascata de sinalização relacionada ao 
processo de adesão de osteoblastos. 
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Figura 15. Análise quinômica global da adesão de células MC3T3.E1 por 2h sobre uma superfície de poliestireno  um controle de células já aderidas 
em cultura por 10 horas. O gráfico classifica cada  representando a condição de fosforilação do substrato presente no . Os substratos (indicados 
entre parênteses) associados às quinases Src, FAK, GSK3β, PKC, PKA, PAK1, PDGFRβ apresentaram aumento na intensidade de fosforilação enquanto 
os substratos associados às quinases MAP3K11 e CAMKII apresentaram redução na intensidade de fosforilação. As condições de fosforilação ao longo do 

 podem variar dramaticamente durante o processo de adesão em relação à condição controle: a região A indica eventos em que a fosforilação foi 
reduzida durante a adesão, enquanto a região C indica eventos em que a fosforilação foi aumentada. A região B indica  em que a variação foi menos 
pronunciada.  na região C abaixo da linha horizontal em 100 são os que apresentaram maior fosforilação diferencial, ao mesmo tempo em que 
provavelmente não indicam eventos de fosforilação inespecífica, já que a mediana correspondente no controle não apresentou intensidade acima da cauda 
de exclusão. 
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Figura 16. A. Replicações de  no PepChip® para as quinases FAK, Src, PKA, PKC, GSK3β e PAK1, todas 
relevantes no processo de adesão osteoblástica. B. Os resultados do  foram validados pela técnica de 

, específica para cada enzima, evidenciando que as quinases acima foram fosforiladas em resíduos específicos 
necessários à sua ativação. No caso de GSK3β, que apresenta.se menos fosforilada durante a adesão, o resíduo em 
questão é inibitório. Portanto, a enzima apresenta.se mais ativa, inibindo a proliferação celular. 
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Figura 17. Os sítios de fosforilação dos  selecionados durante a adesão possuem uma distribuição diferenciada 
em relação ao  como um todo. Um significativo aumento dos peptídios fosforilados em serina pode ser 
observado quando se compara apenas os  diferencialmente fosforilados (círculo externo) em relação à 
distribuição observada em todo o  (círculo interno). Y, S e T correspondem, respectivamente, à resíduos de 
tirosina, serina e treonina. 
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4 DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 

A análise dos resultados de técnicas de biologia molecular é bastante complexa, 

envolvendo questões que vão desde a seleção da metodologia até a validação dos resultados. Este 

desafio é ainda agravado pelos inúmeros  que existem hoje e são desenvolvidos a cada 

dia, aumentando a complexidade da tarefa. 

As próprias metodologias laboratoriais estão sujeitas à dificuldades técnicas que podem 

resultar em dados imprecisos. No caso do PepChip®, essas dificuldades envolvem, entre outras: 

a) fosforilações inespecíficas devido ao pequeno tamanho do pseudosubstrato e b) acessibilidade 

reduzida da enzima ao substrato por conta do emparelhamento de substratos ao longo do  

Essas dificuldades acabam gerando uma grande variabilidade entre as replicações.

O método de seleção de  com base na consistência de replicações aqui proposto e 

aplicado em conjuntos de dados de laboratório reais expôs tais limitações técnicas verificando 

quais são as vantagens e desvantagens presentes na tecnologia do PepChip®. Nos 4 conjuntos de 

dados analisados pela metodologia PepMatrix com parâmetros SD/A < 20% e 80% < A/M < 

120%, houve um retorno médio de 80 selecionados para cada . Esse número representa 

aproximadamente 8% de todos os  presentes no PepChip® Kinomics™, demonstrando que a 

porção útil do  é relativamente pequena. Apesar disso, comprovou.se possível distinguir 

 afetados pelas limitações do  de outros com replicações consistentes. Estudos 

adicionais poderão comprovar se a tendência da reduzida área útil se mantém independentemente 

do tamanho do  ou se seria mais eficiente fabricar  contendo um número menor de  

selecionados de acordo com o interesse dos pesquisadores, ao contrário do  produzido hoje, 
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que contém substratos de um grande número de enzimas pertencentes a processos biológicos não.

relacionados. 

Por outro lado, o PepChip® foi capaz de identificar com precisão eventos de fosforilação 

críticos para determinados processos biológicos, em meio a centenas de pseudosubstratos e 

quinases presentes num único . No caso de células TF1 expostas à violaceína por 30 minutos, 

a técnica de  demonstrou que este composto promoveu considerável aumento da 

fosforilação no resíduo inibitório S9 da enzima GSK3β, relacionada a diversas vias de sinalização 

regulando o crescimento celular, diferenciação e desenvolvimento (SIGFRIED ., 1990; 

BOUROUIS ., 1990). O PepChip®, por sua vez, apontou redução significativa e consistente 

da atividade da enzima. O PepChip® também evidenciou um aumento na atividade de GSK3β 

após 24h de exposição à violaceína, o que pode indicar a redução da atividade do composto após 

esse período. Além disso, a enzima Src, associada a proliferação e diferenciação em uma grande 

variedade de tipos celulares, não apresentou diferença significativa em sua atividade no  e em 

sua expressão no ensaio de . 

Já no caso de células MC3T3.E1 pré.osteoblásticas durante a adesão a superfícies de 

poliestireno, o PepChip® foi capaz de apontar aumento de atividade em enzimas como Src, FAK, 

PKA e GSK3β, cruciais no processo de adesão osteoblástica por seu envolvimento com a 

reorganização do citoesqueleto e a formação da adesão focal (ZAMBUZZI ., 2010), sendo 

que todos os eventos de fosforilação foram validados por um aumento na expressão das 

respectivas enzimas no . 

No contexto da Biologia de Sistemas, a busca pela integração de resultados obtidos em 

estudos em larga escala é uma constante. No entanto, nem sempre é possível agrupar todos 

resultados num mesmo processo biológico. O PepChip®, por exemplo, pela sua própria natureza 
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variada em relação aos substratos presentes, muitas vezes retorna eventos de fosforilação 

relacionados a mais de um evento celular. No caso das células MC3T3.E1, a figura 12 e a tabela 

7 apresentam um evento de fosforilação envolvendo o receptor PDGFRβ, relacionado a doenças 

mieloproliferativas. Contudo, o foco da análise era a adesão osteoblástica e as enzimas 

relacionadas a ela, o que pode levar a estudos adicionais buscando elucidar se PDGFRβ 

efetivamente participa do processo de adesão ou não. 

Ferramentas voltadas a análise de microarranjos, como o PepMatrix, tem sido objeto de 

intenso debate na comunidade científica (MURIE ., 2009; ROCKE ., 2009; 

KOOPERBERG ., 2002; JEFFERY ., 2006). As particularidades de cada  muitas 

vezes tornam um método adequado para um tipo de microarranjo completamente inadequado 

para outro. Nesse contexto, é importante definir um método simples e facilmente adaptável para a 

análise de vários tipos de microarranjos, de modo que os resultados sejam consistentes 

independentemente da técnica utilizada. 

Mesmo ferramentas desenvolvidas visando uma abordagem no contexto da Biologia de 

Sistemas não trazem a facilidade de implementação de forma diversa daquela na qual é 

distribuída: o KegArray (WHEELOCK , 2009) é uma ferramenta desenvolvida para o 

mapeamento dos resultados de estudos em larga escala, incluindo dados de transcriptoma, 

proteoma e metaboloma, em mapas metabólicos do banco de dados KEGG (OGATA, 1999; 

KANEHISA, 2008). Enquanto apresenta um valor incalculável para estudos sistêmicos e a 

conexão entre as entidades biológicas de escala molecular e os fenômenos a elas associados, esta 

ferramenta não permite uma análise ideal dos dados de quinoma, uma vez que não contempla as 

particularidades de microarranjos de proteínas, que demandam análises voltadas à atividade 

enzimática e não à expressão gênica. 
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O uso da Estatística básica para análise de conjuntos de dados derivados de estudos de 

microarranjos provou.se adequado para lidar com as limitações técnicas do , permitindo a 

produção de conjuntos de dados adequados à análise posterior pelos pesquisadores. Apesar de 

não ser uma abordagem nova, as ferramentas disponíveis são focadas, na maioria das vezes, em 

microarranjos de nucleotídeos. Os parâmetros e procedimentos desses tipos de arranjos 

apresentam notáveis diferenças em relação a arranjos de proteínas. Por exemplo, arranjos de 

DNA consideram sinais bastante intensos como sinal de um alto nível de expressão, geralmente 

apresentando um limite inferior para considerar um  válido. O PepChip®, por outro lado, 

avalia a atividade enzimática, o que exige valores de intensidade num intervalo que não seja 

considerado nem fraco demais nem tão forte que sugira uma fosforilação inespecífica. 

Em vista do exposto, o PepMatrix apresenta.se como uma metodologia de análise capaz 

de integrar conceitos estatísticos simples a uma técnica promissora de análise em larga.escala de 

reações de fosforilação. De fácil uso e implementação, os resultados apresentados demonstram a 

robustez da metodologia de análise em vista da validação obtida por técnicas mais específicas. 

Sua adaptabilidade a outras técnicas não a deixa atrelada a apenas um modelo de , já que suas 

premissas também são facilmente alteráveis e sua usabilidade, com a possibilidade de uso através 

de um  ou através da execução local, tornam o PepMatrix uma ferramenta útil na obtenção 

de informações biologicamente relevantes a partir de microarranjos de proteínas. 
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