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GONCALVES, Michelli Cristina de Andrade. Proteoma do Exercicio: principios, aplicacdes e
perspectivas. 2006, 35f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagio) - Faculdade de Educagio
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RESUMO

A pritica regular de atividade fisica estd associada a diversos beneficios para a saide € na
prevencio de doengas crdnicas como diabetes, problemas cardiovasculares, osteoporose,
hipertensfio, cancer, depressio entre outras. A admirdvel capacidade das diversas células
musculares do nosso organismo se adaptar em resposta ao exercicio fisico estd relacionada a
ativacdio da transcricio de genes ¢ posterior sintese protéica, que irfio conferir as células
caracteristicas Unicas e melhores do que as detectadas anteriormente. A andlise protedmica
permite separar, quantificar e identificar o perfil protéico de tecidos e fluidos biolégicos,
possibilitando a identificacdo de biomarcadores que se alteram em resposta a um estimulo
estressor. Permite também caracterizar o fluxo de informagSes catalisado por proteinas que
controlam a transcrigdo de diversos genes em diferentes processos bioldgicos. A andlise
protebmica ainda nfo é aplicada em larga escala na ciéncia do esporte. S80 poucos os estudos
nessa area que se preocupam em desvendar os mecanismos moleculares envolvidos nos
processos adaptativos e nfo adaptativos decorrentes do exercicio fisico. O objetivo do presente
trabalho € apresentar os principios € técnicas envolvidas na andlise protedmica, sua
aplicabilidade dentro da ciéncia do esporte e apontar perspectivas futuras na pesquisa com

exercicio.

Palavras-Chaves: Proteoma; Exercicio; Ciéncia do Esporte.



GONCALVES, Michelli Cristina de Andrade. Exercise Proteomics: principles, aplications and
perspectives. 2006, 35f. Trabalho de Conclusfio de Curso (Graduago) - Faculdade de Educacdo
Fisica. Universidade Estadual de Campinas, Campinas, 2006.

ABSTRACT

The physical activity regular practice is associated to diverse benefits for health and prevention
of chronic disease such as diabetes, cardiovascular problems, osteoporosis, hypertension,
cancer, depression and others. The admirable capacity of muscular cells of our organism to
adapt in response to physical exercise is related to gene transcription and subsequent protein
synthesis activation that will confer better phenotypes to cells than the previous one. Proteomic
analysis allows to separate, quantify and identify the protein profile of tissues and biological
fluids making possible the biomarkers identification that alters in response to stress stimulus. It
also allows to characterize the information flow catalyzed by proteins that controls the
transcription of variety genes in different biological processes. The proteomics analysis isn't yet
applied on a large scale in sport science. There are few studies in this area which goals are to
understand the molecular mechanisms involved in adaptative and non-adaptative response to
physical exercise. The goal of the present work is to present the principles and techniques
involved in the proteomic analysis, its applicability in sports science and to point out future

perspectives in the research with exercise.

Keywords: Proteomics; Exercise; Sport Science.
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1 Introducéao

Os beneficios gerados pela pratica regular de exercicio fisico para a satde sdo decorrentes
de uma resposta adaptativa positiva a aplicagfio de um programa de treinamento. Um programa
ou periodiza¢do de treinamento ¢ caracterizado por modulagBes na intensidade ¢ volume de
esfor¢o, com aplicagdo de estimulos sucessivos ao longo das semanas, de forma a sempre induzir
umn desequilibrio na homeostasia do organismo, uma vez que a adaptagio positiva, refletida pelo
aumento do desempenho, & uma resposta ao estresse dos exercicios.

A resposta a0 exercicio é a somatéria de dois momentos, que ocorrem durante ¢ apds a
realizagfo do estimulo. A aplicagfio do principio da sobrecarga durante o exercicio induz um
desequilibrio na homeostasia, relacionado a fadiga, que sinaliza agdes integradas entre cérebro,
glandulas, hormoénios, sistema imune, coragfio, musculatura esquelética, sangue € pulmdes,
permitindo a adequacfio no recrutamento muscular e fornecimento de combustivel, oxigénio e
energia. Ja a resposta adaptativa esperada em resposta a esse estimulo estressor ocorre apds o
exercicio, durante a recuperacio, no chamado periodo regenerativo.

A resposta adaptativa envolve resposta inflamatoria branda, com a fungdo de reparo ¢
regeneracio dos tecidos lesionados, aumentos nas concentracdes das reservas intramusculares de
ATP e nas atividades de enzimas-chave do metabolismo, além da sintese de novas proteinas
(SMITH, 2000; 2004). A adaptagio positiva ao treinamento € resultado de uma alternincia
corretamente programada entre indugdo de estresse e periodo de regeneraciio (BOMPA, 2001).
Ou seja, a relagdo entre quantidade de estimulo e tempo de recuperacdo entre cada sessdo de
treinamento, ¢ de fundamental importancia para o pico dessa resposta adaptativa, e € chamado no
treinamento de supercompensagio.

O desequilijbrio crénico entre quantidade de estimulo e tempo de recuperacio pode levar a
instalagdo de um processo conhecido como overtraining, de mal-adaptacfio ao treinamento, que
esta associado sempre 3 queda no desempenho. O overtraining ainda ndo é bem conhecido ¢
diagnosticado, sendo a 1inica caracteristica comum em todos os casos a queda na performance.
Qutras alterag¢des podem ou ndo acompanhar a diminuigdo da performance como, por sxamplo,

alteragdes comportamentais, fisiologicas e psicolégicas. Entretanto, essas alteragbes ndo se
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repetem em todos o0s casos (HALSON, JEUKENDRUP, 2004).

Pelo exposto, fica claro que a adaptagiio positiva ao treinamento é resultado de uma
alterndncia corretamente programada entre indugfio de estresse e perfodo de regeneracfio
(BOMPA, 2001). Ou seja, a relagio entre quantidade de estimulo x tempo de recuperago entre
cada sessdo de treinamento e a otimiza¢do das cargas de treino sfo de fundamental importéncia
para a supercompensagdo. Por este motivo, o tempo dedicado ao periodo regenerativo também
deveria estar sempre quantificado numa periodizacdo de treinamento, embora na pratica ele seja

freqiientemente negligenciado.

1.1 Adaptacoes moleculares ao exercicio

A regulacio da expressdo génica estd associada as condigbes que o organismo é
submetido. Assim, € esperado que um mesmo tecido ou célula, na presenga de diferentes
situagBes de exercicio fisico apresente padrdes de expressdo de proteinas tanto quantitativos
como qualitativos diferentes. Esta plasticidade fenotipica ja estid bem caracterizada e conhecida
em alguns tecidos, como o tecido muscular esquelético de mamiferos, porém, somente nos niveis
estrutural e funcional. Por exemplo, sabe-se que o treinamento de resisténcia resulta em aumentos
de massa muscular e da forca, além de hipertrofia de fibras (MCDONAGH, DAVIES, 1987,
TESCH, 1987) e que o treinamento de endurgnce resulta e€m aumentos na densidade
mitocondrial, capilarizagiio e captagio maxima de oxigénio, além de alterar enzimas-chave do
metabolismo (HOLLOSZY e BOOTH, 1976; STJODIN, 1990). Além disso, sdo bem estudadas as
adaptagBes fisiolégicas ¢ bioquimicas decorrentes da préitica regular de atividade fisica que
beneficiam a prevengdo e tratamento de doencgas cronicas como doengas cardiovasculares
(KOHL, 2001; SHEPHARD, 2001) osteoporose (WOLFF et al., 1999; CARTER et al., 2001),
diabetes (LARKIN, 2001; CAUZA et al., 2005; LAAKSONEN et al., 2005) dislipidemias (Leon
et al., 2001; WILLIAMS et al., 2000), obesidade (BLAL, 1999; WING et al., 2001), céncer
(LEE, 2003; THUNE, 2001} hipertensdo (WARBURTON et al., 2004) e depressdo (DUNN,
2001; WARBUTON, 2001).
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Estudos sobre as adaptagdes moleculares ao exercicio sdo ainda em pequeno niimero, mas
apontam que as respostas adaptativas moleculares sejam mediadas pela ativacdo/inibigdo de
diversos genes, que produzem fenétipos variados que se sobressaem 20s fenétipos presentes
anteriormente (BRAY, 2000). Existem trabalhos mostrando um aumento significativo na
concentragdo de RNA mensageiros correspondentes a genes envolvidos na resposta metabdlica
(KOVAL et al, 1998; KRANIOU et al, 2000, WADLEY et al., 2001), coordenagio
(PUNTSCHART et al., 1998; GUSTAFSSON et al., 1999) e proteinas de estresse (FEBBRAIO,
2000; NEUFER, 1998) apds uma sessdo de exercicio. Outros trabalhos tém mostrado que pode
ocorrer inibigdo a0 invés de ativagio de determinados genes (O’NEILL et al, 1999;
RICHARDSON et al., 2000).

Contudo, a maioria desses estudos limitam-se a analisar a sintese de RNAm, ou seja, o
processo de transcrigio génica. Niveis aumentados de RNAm indicam quais genes estdo ativos,
sem informar a funco e possivel acio desse gene no processo adaptativo {(GOLDSPINK, 1998;
BOOTH et al., 1998). Dessa forma, para se investigar os mecanismos moleculares envolvidos na
resposta adaptativa ao exercicio seria interessante conhecer o produto dos genes: as proteinas,
expressas em fungio dos diferentes tipos de exercicios. Nesse sentido, a andlise protedmica
aparece como um enorme atrativo, pois permite a separa¢do, quantificagdo e identificacdo em
larga escala das mais diversas proteinas expressas pelo nosso organismo em diferentes situagoes
(WILKINS et al., 1995).

O conhecimento do proteoma dos mais diversos tecidos e fluidos biolégicos tem sido
apontado por muitos autores como a ferramenta que promovera uma revolugdo em diversas areas,
por representar o elo entre os genes e as proteinas e também os mecanismos de transmissdo de
informacfo em diferentes situagdes (LOHR, 2004; PETRICOIN et al., 2002).

Neste trabatho, vamos discutir os principios e técnicas envolvidas na analise protedmica ¢
sua aplicabilidade dentro da Ciéncia do Esporte, apontando perspectivas futuras da pesquisa com

exercicio.



2. Mecanismos envolvidos na sintese protéica

Um estimulo gerado pelo exercicio ativa ou inibe determinados genes. O gene representa
uma pequena parte do DNA que contém a informagdo da seqiiéncia de aminoacidos presentes em
uma determinada proteina. Uma vez ativados, a informagdo contida nestes genes € copiada,
através de um processo chamado de transcrigdo. Em seguida, a informagdo ¢é traduzida, gerando
uma nova proteina atraves de um processo conhecido como tradugéo.

As ativagdes dos genes ocorrem atraves de uma cascata de reagdes, desencadeadas por um
estimulo que ao final ira ativar diversos fatores de transcrigdo (FT) especificos. Estes, por sua
vez, irdo identificar o gene a ser transcrito, dando o sinal para o inicio da transcri¢ao.

A transcrigdo, ou seja, a copia do gene ¢ feita por agdo de uma enzima chamada RNA
polimerase. Esta enzima é capaz de se ligar a fita de DNA no gene indicado pelo fator de
transcrigdo e copiar a seqliéncia de bases (adenina, guanina, imina e citosina) presentes neste
gene. A copia é uma molécula de RNA que carrega a informagdo da seqiiéncia de aminoacidos da
nova proteina a ser sintetizada, conhecido como RNA mensageiro (RNAm). A figura | mostra

um esquema que 1lustra esta etapa.

estimulo
estressor

Cascata de
reagoes

———

Figura 1: Esquema do processo de transcrigdo génica.

A proxima etapa do processo consiste na tradugio deste RNAm pelos ribossomos. Ou

seja, o RNAm ¢ lido e traduzido para a seqiiéncia de aminoacidos que compdem a proteina. Os

14
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aminoacidos sdo encaminhados até os ribossomos através de uma molécula de RNA chamada
RNA transportador (RNAt). Cada um dos 20 aminoacidos possui um RNAt especifico, com uma
sequiéncia unica de trés bases. Os aminoacidos sdo ligados ao seu RNAt correspondente pela agdo
de enzimas chamadas aminoacilRNALt sintetase, especificas para cada um dos aminoacidos.

Os nbossomos possuem trés sitios para ligagdo do RNAt, chamados de A, P e E. No sitio
A sempre liga um RNAt que esta trazendo um novo aminoacido para ser incorporado na cadeia
peptidica. No sitio P situa-se o RNAt que esta segurando a cadeia peptidica que esta sendo
formada. O sitio E representa um sitio de saida para o RNAt livre apos a hgagdo do seu
aminoacido.

Nos ribossomos, cada trés bases do RNAm sdo lidas no sitio A, possibilitando a ligagio
do RNAt com a sequéncia de bases correspondentes ligado ao seu aminoacido. A ligagdo
peptidica ocorre entre os aminoacidos situados nos sitios A e P. Apos ocorrer a ligagdo peptidica,
o ribossomo se desloca as custa de energia, deixando novamente o sitio A livre para entrada de
novo RNAt com seu aminoacido, deslocando o RNAt livre para o sitio E, para ser liberado. Este
ciclo se repete até a ligagdo de um fator de liberag@o, que indicara o fim da sintese protéica. A

figura 2 ilustra essa sequiéncia de reagdes.

GTP GDP +Pi

Ribossomo /\ GTP GDP+ Pi 1 GTP

GDP + Pi

% —

nova proteina

Figura2: Esquema do mecanismo de tradugdo nos ribossomos.
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Apos serem sintetizadas as proteinas s3o enderecadas para o Complexo de Golgi ou
reticulo endoplasmatico onde podem sofrer mudangas pds-traducionais, como por exemplo:
acetilagdes, fosforilagdes, metilagGes, pontes dissulfeto, glicosilaco e lipidacao.

Apos essa etapa, as proteinas vao para os lisossomos, vesiculas secretoras, citosol, nucleo

e membrana plasmatica para desempenhar suas diferentes fungdes.



3. Analise ProteOmica

Um dos objetivos mais ambiciosos da ciéncia neste século foi atingido recentemente com
o seqiienciamento de diversos genomas, incluindo o genoma humano (VENTER et al., 2001). No
entanto, embora hoje sejamos capazes de ler nossa seqiiéncia genética, ainda ndo conseguimos
correlacionar essa informagdo com os diversos mecanismos fisioldgicos ou patologicos que
ocorrem no nosso organismo. Isto ocorre porque a informagéo da seqiliéncia génica indica apenas
um estado estatico das diversas maneiras que as células podem responder, através das proteinas
expressas, nas mais variadas situagdes a que sdo submetidas.

Como ja abordamos anteriormente, a analise dos niveis de RNAm {iuianscriptoma)
representa uma parte importante da compreensio da tradugfio da informac@io genética em
proteinas funcionais no nosso organismo, indicando quais genes estdo ativos ou inibidos em
determinada situagdo. Contudo, € dificil tragar uma correlagdo entre niveis elevados de RNAm e
sintese de determinadas proteinas, devido a natureza transiente do RNAm (que pode durar de
poucos minutos até horas), a ativa¢ao da tradug@o desse RNAm para a sintese protéica e a propria
meia-vida da proteina (SMITH et al., 2002). Devido a estes fatos, o aumento da transcrigio
(sintese de RNAm) e tradugdo (estabilidade e eficiéncia na sintese protéica), assim como as
mudangas pds traducionais que ocorrem na proteina, ainda sdo muito pouco compreendidos.

A anélise protedmica surge neste contexto como o elo entre a informag@o genética e seu
produto - as proteinas - nas mais diversas vias de sinalizagdes envolvidas em processos
fisiologicos e patologicos que ocorrem no organismo (PLEBANI, 2005).

O termo protedmica foi introduzido inicialmente em 1995, e foi definido como sendo a
caracterizacdo em larga escala do conjunto de protefnas expresso numa célula ou tecido em um
determinado momento e sob determinada condigdo (WILKINS et al., 1995; PENNINGTON,
1997). A analise protedmica permite a separagdo, quantificagdo e identificagdo das proteinas
expressas por uma célula, assim como a detecgdo de modificagdes pds-traducionais sofridas por
cada proteina e possiveis interagdes proteinas-proteinas.

A fun¢io das mais diversas proteinas esta estreitamente ligada a sua localizagdo celular e
ao contexto fisiologico em que € expressa. As interagdes entre as mais diversas proteinas em uma

célula e entre células podem caracterizar o fluxo de informagdes em uma via de sinalizagdo
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envolvida nos diversos mecanismos biolégicos (PAWSON, 1995: SCHWIKOWSKI, 2000:
LEGRAIN, 2001). Assim, a possibilidade de acesso e visualizagdo do “circuito” protéico
presente tanto em células e tecidos como em fluidos biol6gicos, que conectam o meio intra e
extracelular, gerada pela andlise protedmica, permitem a compreensio ¢ comparagio dos
mecanismos moleculares envolvidos em diferentes condigdes: normal, doengas e exercicio fisico
(PETRICOIN et al., 2003; LIEBOLD, 2006).

Devido a quantidade de informacdes obtidas com a analise protedmica, Andy et al. (2003)
sugeriram a divisdo em trés tipos de anélise:
v Protein expression proteomics — objetiva uma analise quantitativa da expressdo protéica,
com o objetivo de identificar novas proteinas e biomarcadores;
v Structural Proteomics — o objetivo principal é mapear estruturalmente complexos
protéicos e separar as proteinas de acordo com sua localizagio celular (mitocondria, nucleo,
membrana etc.);
v Functional Proteomics — objetiva a andlise do perfil protéico para compreender a
organiza¢do celular ao nivel molecular.

Para atender a esses objetivos, a caracterizagdo de determinado proteoma requer métodos
analiticos sensiveis para separar, detectar € quantificar as proteinas tanto na sua forma normal

quanto modificada (PLEBANI, 2005).

3.1 — Técnicas Utilizadas na Analise Protedmica

A andlise protedmica foi possivel devido ao desenvolvimento de métodos de detecg@o e
identificacdo de proteinas (DOVE, 1999). A tecnologia mais aplicada atualmente para isso ¢ a
combinag¢do da eletroforese de duas dimensdes (2DE) em gel de poliacrilamida, para separagdo,
detecgdo e quantificagdo das proteinas, com a espectrometria de massa, para identificacdo das
proteinas separadas.

Embora a 2DE seja uma técnica muito utilizada na analise protedmica, ela ainda apiesenta
limita¢des, devido ao grande manuseio que a técnica exige e também pelas dificuldades na

separagdo de determinadas proteinas. Para superar essas limitagoes, outras técnicas de separagdo



podem ser associadas a 2DE, resultando em maior eficiéncia. A mais utilizada é cromatografia

liquida de alta performance (HPLC), que auxilia no pré-fracionamento de amostras através da

separagdo de proteinas por exclusdo molecular, carga idnica ou afinidade (ISSAQ et al., 2002).
A 2DE baseia-se na combinagdo de duas técnicas de separagao em gel de poliacrilamida:

focalizagdo 1soelétrica seguida de eletroforese em SDS PAGE, conforme mostrado na figura 3.

12 Dimensac 22 Dimensao

> Mr

pH 10¢ > PH3

Figura 3: Esquema da 2DE, 1" Dimensao: strip holder no aparelho de focalizagdo isoclétrica que separa as
proteinas pelo seu ponto isoelétrico, determimado pelo pH. 2" Dimensio: o gel da primeira dimensio ¢ acoplado ao
gel da segunda dimensfo e as proteinas sio separadas por peso molecular (Mr).

O primeiro passo € a separagao das proteinas pelo seu ponto isoelétrico (pl), através da
focalizagao 1soelétrica (IEF), ou primeira dimensao da 2DE. Para i1sso, inicialmente estabelece-se
um gradiente de pH, atraves da aplicagdo de um campo elétrico ao longo de um gel. Ao aplicar
uma mistura protéica nesse gel cada proteina ira migrar até alcancar a regido de pH i1gual ao seu
pl, definido como o valor de pH especifico no qual a proteina permanece em uma posi¢ao
estacionaria, onde sua carga € zero.

A disponibilidade atual de s#rips com diferentes intervalos de pH vem possibilitando uma
melhora na resolugdo dos géis. Faixas mais amplas (3-10) permitem a visualizagao de cerca de
1000 — 3000 spots por gel (HOVING et al., 2002). Strips com faixas mais estreitas, os chamados
“zoom géis” permitem a visualizagdo de proteinas menos abundantes (WILDGRUBER et al ,

2000; HOVING et al., 2002).



O segundo passo € a solubilizagao das proteinas contidas no gel da primeira dimensao em
tampdo com SDS e a sua separagdo, por meio de corrida da amostra em segunda dimensdo. Dessa
forma, as proteinas separadas por pl através da IEF podem ser separadas pelo peso molecular na
eletroforese do tipo SDS PAGE. Com isso, € possivel separar proteinas de peso molecular
idéntico que diferem no valor de seus pls, ou proteinas com valores de pl semelhantes mas que
apresentam pesos moleculares distintos.

O uso de gel de gradiente na 2DE também possibilitou uma melhora na resolugdo em uma
determinada faixa de peso molecular, favorecendo a visualizagao de regides especificas do gel,
principalmente das proteinas de baixo peso molecular (GORG et al., 2000).

O resultado final dessas separagdes ¢ um gel de duas dimensdes que, por coloragdo por
prata ou Coomassie Blue apresenta um perfil composto de diversos spots (pontos), onde cada spot
representa uma proteina, cujo tamanho € proporcional a sua quantidade.

O perfil do mapa 2DE segue um sistema cartesiano, onde da esquerda para a direita
observa-se um aumento do pl contido sobre o eixo X, enquanto que sobre o eixo Y, de baixo para

cima observa-se 0 aumento da massa molecular, conforme mostrado na figura 4.

3

200 KDa
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Figura 4: Gel de poliacrilamida de soro de rato corado com prata,

Um outro método de coloragdo, que se apresenta mais eficiente atualmente, e por
fluorescéncia, como SYPRO Ruby, que permite uma maior faixa de detecg@o de proteinas, sendo

mais compativel com a espectrometria de massas (PATTON, 2000). Existe também a técnica 2D
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DIGE (Two-dimensional differential gel electrophoresis) que permite o processamento e
comparagdo de trés amostras em um unico gel através de 3 fluorescéncias (Cy2, Cy3 e Cy5)
(CHROMY et al., 2004).

Uma vez feito o mapa, ¢ possivel analisar as imagens dos géis 2D através de sistemas e
programas de computador especializados, capazes de digitalizar essas imagens. Tais programas
permitem a detecgdo dos spofs e sua quantificagdo, bem como estimativas sobre pl e peso
molecular de cada spot. Esses programas sdo indispensaveis também para o armazenamento dos
dados coletados, para a constru¢do de bancos de dados, para analises mais rapidas e para
comparagdes de diferentes géis.

A proxima etapa da analise protedmica € identificar os spots de interesse detectados no
gel. Esses spots sdo extraidos do gel, cortados, digeridos e submetidos a espectometria de massas.

Nesta técnica, apos a digestdo, os peptideos resultantes sdo ionizados e transferidos para
dentro de um tubo a vacuo onde ha um campo elétrico. Deste modo os peptideos atravessam o
tubo de modo que os menores o fazem em menor tempo do que os peptideos maiores. Através
deste tempo de v6o, as massas dos peptideos podem ser quantificadas e posteriormente
comparadas com bancos de dados de proteinas ou seqiiéncias gendmicas, permitindo a
identificag¢d@o das proteinas.

Devido aos crescentes avangos na técnica de espectometria de massas, a alta resolugio e
sensibilidade dos aparelhos estdo sendo possiveis atualmente, além de identificar os peptideos,
caracterizar as principais mudangas pos-traducionais. (LIEBOLD, 2006).

E importante ressaltar que a maioria dos métodos que possibilitaram a identificagdo de
proteinas separadas em 2DE de forma rapida, conclusiva e com sensibilidade foram
desenvolvidos apenas nos tltimos 10 anos (AEBERSOLD, GOODLETT, 2001). Os principais
fatores que possibilitaram o surgimento destes métodos foram avangos na técnica de
espectrometria de massa, disponibilidade de seqiliéncias genémicas completas e desenvolvimento
de programas computacionais para correlagdo dos dados obtidos por espectrometria de massa

com os bancos de dados de seqiiéncias de proteinas.
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3.2 — Aplicacao da Analise Proteémica

A andlise protedmica tem sido aplicada em diferentes areas, desde a investigagio de
mecanismo de doengas cardiovasculares (ZERKOWSKI et al., 2004) e neurodegenarativas
(PIERSON et al., 2004), transplantes de 6rgdos (BOROZDENKOVA et al., 2004), infertilidade
(BOHRING, 2003), desenvolvimento de vacinas e medicamentos (PETRICOIN & LIOTTA,
2003) e nutricdo (FUCHS et al., 2005). No entanto, a area mais promissora € que mais tem
crescido € a que envolve pesquisas com cancer (CLARKE, 2003). O grande objetivo nesta area é
descobrir os mecanismos de desenvolvimento de tumores e principalmente identificar
biomarcadores para diagnostico da doenga ainda em estagios iniciais, na tentativa de garantir um
tratamento com maiores chances de sucesso.

Existem ainda grandes desafios a serem vencidos, como, por exemple, vstabelecer uma
correlagdo entre as proteinas diferencialmente expressas nos tecidos e a presenga destas proteinas
no sangue. O sangue reflete o estado fisiologico de todos os tecidos, possibilitando a
identificacao de biomarcadores que no futuro podem ser monitorados por técnicas ndo invasivas,
mais simples e baratas (KENNEDY, 2001; HANASH et al., 2002; LIOTTA, 2003). Embora seja
uma amostra de facil acesso, a analise protedmica de soro ou plasma ¢ considerada um dos
proteomas mais dificeis de se mapear (VEENSTRA et al., 2005).

A literatura ja apresenta alguns estudos que mostram com éxito a identificacdo de
biomarcadores para algumas doengas tanto em tecidos como no soro.

Weekes et al. (1999) estudaram, através de biopsias do coragido de bovinos, a dilatagdo do
miocérdio, uma doenga cujos mecanismos ainda sfio pouco conhecidos. Ela € caracterizada por
um desequilibrio sistélico, que leva a redug@o do volume de sangue gjetado e concomitantemente
a um aumento na pressdo sistolica. Foram identificadas 12 proteinas diferencialmente expressas
em células com a patologia quando comparadas com células sadias e trés proteinas foram
detectadas como possiveis marcadores dessa doenga.

Hojlund et al. (2003) estudaram, através de bidpsias musculares, os mecanismos de
resisténcia a insulina presentes na diabetes do tipo II, com o objetivo de identificar marcadores
protéicos para o diagnostico desta doenga. Através de comparagdes de perfis 2DE entre

individuos sadios e com diabetes foram identificadas oito proteinas com grande potencial para
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atuarem como marcadores desta doenga.

Zhang et al. (2004) identificaram 3 biomarcadores para detecg¢do de cancer de ovario em
estagio inicial através de analise protedmica de soro comparando grupos de mulheres sadias e
mulheres com céncer em estagio inicial e avangado.

Ren et al. (2004) descobriram niveis aumentados da proteina TF-a;-AT em pacienies com
sindrome respiratoria aguda comparada com individuos sadios indicando que esta poderia ser um

biomarcador para a doenga, quem vem causando um impacto severo no mundo.
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4. Proteoma e Exercicio

A aplicagdo da andlise protedmica na pesquisa com exercicio ainda é pouco explorada.
Um dos primeiros estudos nessa 4rea foi conduzido por Isfort et al. (2002). Os autores buscaram
identificar as proteinas diferencialmente expressas no musculo séleo de ratos que foram
impossibilitados de andar, para induzir uma atrofia muscular, e um outro grupo que teve a
locomogdo permitida, com o intuito de induzir uma hipertrofia muscular. Os autores mostraram
alteragdes significativas em 29 proteinas do musculo atrofiado € em 15 proteinas ne musculo
hipertrofiado quando comparado com o normal. Eles identificaram aumento da expressdo no
musculo hipertrofiado das proteinas troponina T, lactato desidrogenase, beta enolase, cadeia leve
da miosina e da anidrase carbonica.

Yuan et al. (2004) analisaram o soro de ratos normais e mutantes para o gene CPE™/Rt
envolvido no processo de obesidade, que realizaram exercicio fisico voluntario em comparagdo
com ratos sedentarios. Foram identificadas 20 proteinas que se alteraram em decorréncia do
exercicio nos dois tipos de animais. Seis delas diminuiram significativamente, dentre elas a
cadeia [ da hepatoglobulina e a apolipoproteina-A IV. Os autores sugeriram que niveis
diminuidos de hepatoglobulina poderiam estar relacionados com uma diminui¢do da gordura
corporal e controle do peso nos ratos mutantes exercitados, uma vez que niveis aumentados dessa
proteina estdo associados a grande quantidade de tecido adiposo e futuro ganho de peso (Chiellini
et al., 2002; Engstrom et al., 2003). Ja a apolipoproteina-A IV estaria envolvida na regulacdo da
ingestdo de comida (Tso, 2001). Outras 14 proteinas estavam mais expressas nos ratcs uormais
exercitados, sendo que as proteinas tipo calicreina (kallikrein like proteins) foram umas das mais
expressas. Outros trabalhos apontam que tais proteinas estariam envolvidas na manutengéo da
pressdo arterial (Maeda et al., 2000; Arakawa, 1999). Os autores sugeriram que essas proteinas
poderiam estar envolvidas no efeito cronico do treinamento, que leva a uma diminui¢do da
pressao arterial no repouso.

Boluyt et al. (2006) verificaram as mudangas no proteoma cardiaco, através da analise da
parede do ventriculo esquerdo de ratos submetidos a seis semanas de treinamento intervalado em
esteira, comparados com ratos em repouso. Na andlise comparativa dos géis, 26 spots foram

diferencialmente expressos sendo 12 spots detectados exclusivamente nas amostras dos ratos
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treinados. Dentre as proteinas que estavam mais expressas nos animais treinados foram
encontradas enzimas metabolicas envolvidas na via glicolitica, ciclo de Krebs e cadeia de
transporte de elétrons. Dentre as proteinas exclusivamente expressas pelo grupo treinado foi
identificada a HSP20. Apoiado em resultados de outros estudos, os autores sugeriram que a
HSP20 poderia ser um dos mecanismos pelo qual o exercicio produz efeitos benéficos, uma vez
que ela parece estar relacionada a regulagdo do mecanismo de contragdo do musculo cardiaco,
promovendo prote¢do das células cardiacas contra apoptose (PIPKIN et al., 2003; FAN et al.,
2004).

Existem poucos trabalhos com proteoma do exercicio, mas podemos perceber que os

resultados sdo promissores.
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5. Perspectivas Futuras

Apenas saber quais genes estdo ativos em decorréncia do exercicio fisico ndo desvenda os
mecanismos envolvidos nos processos adaptativos desencadeados pelo exercicio. Nesse sentido,
a analise protedmica se apresenta como uma ferramenta muito util para o entendimente do papel
de tais genes na sintese de proteinas e os mecanismos pelo quais elas alteram o fendtipo dos
diversos 6rgdos e tecidos gerando beneficios.

Esta técnica também pode auxiliar na compreensdo dos mecanismos de interagdo entre o
estimulo gerado pelo exercicio para promover uma adaptagdo positiva e os mecanismos de
diversas doengas cronicas como obesidade, diabetes e doengas cardiovasculares. Isto ajudara a
entender como os fendtipos produzidos pelo efeito do exercicio superam os fendtipos da doenga
ou ate inibem a sua ativagdo.

A analise protedmica pode contribuir também para esclarecer um outro desafio:
compreender a relacdo entre quantidade Otima de treinamento e recuperacéo, identificando os
mecanismos moleculares envolvidos na resposta adaptativa ao treinamento € no overtraining. A
correlaglo entre as proteinas expressas no musculo de individuos treinados e seu aparecimento na
corrente sanguinea permitird selecionar alguns alvos que possam ser monitorados durante o
processo de treinamento. Isto auxiliaria os preparadores fisicos na modulagao correta tanto das
cargas de treino quanto do periodo de recuperacdio. com o objetivo de alcangar a

supercompensagdo e evitar a instalagdo do overtraining.



Conclusoes

A aplicag@o da andlise protedmica nas pesquisas em Ciéncia do Esporte permitird um
avanco enorme no entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos tanto no processo
adaptativo como ndo adaptativo decorrente do exercicio fisico. Tal conhecimento auxiliara
também na compreensdo da interagdo entre as respostas moleculares desencadeadas pela
atividade fisica e seu mecanismo de a¢@o em diversas doengas.

Com isso, novas tecnologias e ferramentas poderdo ser desenvolvidas de modo a auxiliar
a prescri¢do e avaliagdo do programa de treino, otimizando os beneficios obtidos através da
pratica regular de atividade fisica por atletas, sedentarios e individuos com doengas viduico-

degenerativas.
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