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Resumo

Técnicas protedmicas estdo cada vez mais sendo empregadas na descoberta de

biomarcadores, para a definicdo e caracterizacdo de ambos 0s processo, fisiolégico normal e o
patologico. Os recentes progressos de metodologias empregadas nas abordagens protemicas
tém aberto novas oportunidades de aplicacdo médica, inclusive no campo das doencas
hematoldgicas e medicina transfusional. No presente artigo é feita uma revisao das aplicac6es
das protebmica no campo da hematologia, incluindo os resultados obtidos nas areas da
protedmica clinica, medicina transfusional e farmacoproteémica.
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Abstract

Proteomic techniques are increasingly being employed for biomarker discovery, to the
definition and characterization of both, physiological normal and the pathological processes.
Recent progresses of methodology used in proteomic approaches have been open new
opportunities for medical application, including in the field of hematological diseases and
transfusion medicine. In the current report, the clinical application of proteomics in the field
of hematology is reviewed, including the results obtained in the clinical proteomics,
transfusion medicine and farmacoproteomic.
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INTRODUCAO

O termo “proteoma” foi descrito pela primeira
vez por Marc Wilkins em 1994 (Wilkins et al
1994) e refere-se ao conjunto de todas as proteinas
que intervém nos processos bioldgicos, as quais
sdo produzidas com base no genoma. Enquanto o
genoma é essencialmente estatico e ndo muda de
uma célula para outra de um mesmo organismo, o
proteoma é altamente dindmico e dependente do

estado da célula [1]. Entretanto, a complexidade do

proteoma ndo se explica apenas pelo nimero de
proteinas, mas também, devido as indmeras

possibilidades de interacfes proteina-proteina e as

modifica¢bes pds-traducionais (PTMs), as quais
apresentam um papel importante na funcdo das
proteinas [2]. Tal complexidade, fez necessario a
introdugdo de outros processos, como sub-
fracionamento da amostra ou imunoprecipitagéo de

proteinas, dando origem ao termo - subproteoma -
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[3], o qual descreve um grupo especifico de
proteinas de um proteoma total, por exemplo:
fosfoproteoma (conjunto de proteina fosforiladas);
glicoproteoma (proteinas glicosiladas), ou ainda o
proteoma de organelas celulares de interesse, tais
como: nlcleo, membrana, mitocondria e outros.

Atualmente, denominagdes com o sufixo -
Omica - tém proliferado para designar a descri¢ao
em larga escala de um grupo de diferentes
moléculas, tais como: metaboloma, usado para
uma colecdo de metabdlitos produzidos em um
determinado momento fisiologico [4]; interactoma,
que descreve as interagdes de uma proteina com as
demais [5] e secretoma, para proteinas secretadas
[6].

Muitas técnicas empregadas em protedbmica
tém como foco a identificagdo de biomarcadores,
outras tém potencial para automagdo e utilizacdo
na rotina clinica com propdsito diagnostico e
permitem a andlise de inumeros tipos de amostras
e de alteragdes no perfil de expressdo proteica
associada a uma doenca. De maneira geral, as
metodologias empregadas em protedmica (Figura
1) envolvem a extragdo das proteinas da amostra,
separacdo por eletroforese uni (SDS-PAGE) ou
bidimensional (2D-PAGE) e/ou cromatografia
liquida (LC), seguida de analise por espectrometria
de massas (MS). A MS é uma técnica analitica que
permite separar particulas de diferente relacéo
massa-carga (m/z) em uma mistura complexa,
muito utilizada em abordagens protedmicas,
aplicadas em larga escala, para identificar
proteinas expressas por um genoma, célula, tecido
ou organismo [7].

Nos ultimos anos, muitas questfes importantes,
referentes aos processos bioldgicos e mecanismos
bioguimicos, tém sido respondidas com auxilio da
protedbmica e centenas de biomarcadores
candidatos ja foram descritos [8-14]. Assim, a

aplicacdo das técnicas protedmicas representa uma
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importante etapa na expansdo do conhecimento
sobre a fisiopatologia das alteracdes hematoldgicas
[15], bem como dos processos e vias metabolicas
[16, 17].

No presente artigo é feita uma revisdo das
aplicagbes das protedbmica no campo da
hematologia, incluindo os resultados obtidos nas
areas da protedmica clinica, medicina transfusional

e farmacoprotedmica.
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Figura 1- Visdo geral das metodologias empregadas em
protedmica. A separacdo das proteinas de uma amostra
complexa pode ser realizada por diferentes técnicas
acopladas a espectrometria de massas (MS). As técnicas
mais comumente utilizadas envolvem  separagdo
eletroforética unidimensional (SDS-PAGE) ou
bidimensional (2D-PAGE), bem como a cromatografia
liguida (LC). A identificacdo das proteinas pode ser
realizada pelo software Mascot, através de dois métodos: o
PMF (do inglés: peptide mass fingerprint) ou o0 MS/MS.
No PMF, o Mascot compara o padréo de digestdo ou PMF
da proteina que queremos identificar com os gerados
teoricamente para todas as sequéncias de proteinas
depositadas nos bancos de dados disponiveis on line.
Enquanto que, o MS/MS realiza o sequenciamento e
identificacdo dos aminoacidos que compdem pequenas
regifes dos peptideos detectados. O conjunto de todas as
proteinas identificadas constitui o Proteoma da amostra
analisada.

Protedmica Clinica
A busca por marcadores moleculares que

auxiliem no diagndstico e tratamento de doencas



humanas, incluindo as neoplasias hematoldgicas,
tem focado na analise protedmica de amostras
bioldgicas, objetivando identificar alteragdes no
padrdo proteico associado a uma doenca. Esse
novo ramo da medicina foi recentemente
denominado de Protedmica Clinica [18-20].
Biomarcador ou marcador biologico foi
definido como uma caracteristica que pode ser
medida experimentalmente e indica a ocorréncia
de uma determinada funcdo normal ou patoldgica
de um organismo ou uma resposta a um agente
farmacolégico [21]. Em suma, existem trés tipos
de biomarcadores: tipo zero, biomarcadores de
doencas, que indicam determinadas patologias;
tipo 1, biomarcadores usados pra detectar o efeito
de uma droga; e o tipo 2, com aplicagdo em
ensaios clinicos [22]. Dentre as abordagens
protedmicas utilizadas na busca de biomarcadores,
podemos citar um trabalho realizado por Bassim et
al [23], o qual utilizando LC-MS/MS, os autores
avaliaram amostras de saliva de pacientes com
Doenca do Enxerto Contra o Hospedeiro, também
conhecida como DECH ou GVHD (do inglés:
graft-versus-host disease), uma complicacdo
comum apos o transplante de medula 6ssea (TMO)
alogénico. Esse estudo permitiu a identificacdo de
um padrédo proteico na DECH, caracterizado pela
reducdo na expressdo de duas proteinas, a
lactotransferrina e a lactoperoxidase. Os autores
sugerem que essa metodologia pode ser aplicada
como um teste ndo invasivo para detec¢do precoce,
rastreamento e acompanhemento da DEHC, em
larga escala, nos pacientes ap6s TMO alogénico.
Uma abordagem semelhante j& havia sido descrita
para deteccdo de DEHC em amostras de urinas
[24], onde um modelo de painel com multiplos
marcadores foi sugerido como um método
eficiente e sensivel de aplicagdo da protedmica
clinica para o diagnostico hematologico.

Recentemente, foi publicada uma revisdo
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mostrando um grupo de 21 proteinas candidatas a
biomarcadores da DECH, identificadas por
metodologias protedmicas ou imunooensaios [22],
chamando a atencdo para a importancia das
pesquisas nessa area. Outro exemplo importante,
foi a descricdo de um biomarcador para o
diagndstico diferencial do Linfoma de Hodgkin
Cléssico dos demais linfomas, a proteina ligadora
de galactina 1 (Gal-1) [20]. Os autores descrevem
gque a superexpressdo da Gal-1 esta também
associada ao mal prognéstico, bem como na
refratariedade ao tratamento, nessa doenca.

Os eritrocitos (do inglés: RBC, red blood cells)
circulam no sangue, durante 120 dias, em contato
com uma variedade de outras células e substancias.
Portanto, muitas alteracbes nos RBC podem
resultar da interacdo dos RBCs com proteinas
plasmaéticas, drogas ou substancias secretadas por
células ativadas. A membrana eritrocitaria contém
proteinas do citoesqueleto e proteinas integrais,
imersas na bicamada lipidica, todas importantes
para a manutencdo da integridade e forma celular.
Defeitos nas proteinas do citoesqueleto levam a
alteragbes na forma e fragilidade osmotica dos
RBCs [25-27]. O primeiro estudo envolvendo
proteoma dos eritrécitos foi realizado por Low et
al [28] e descreveram 84 diferentes proteinas de
membrana dos RBCs por MALDI TOF MS/MS.
Atualmente, o proteoma das células vermelhas do
sangue humano apresenta aproximadamente 750
proteinas descritas [29]. A partir da descricdo do
proteoma dos eritrocitos normais, € possivel
avaliar as alteracGes que ocorrem nas proteinas de
membrana  dos  eritrécitos  nas  doengas
hematoldgicas, como por exemplo, na anemia
falciforme [19] ou na esferocitose hereditaria [30].
Um revisdo dos artigos publicados sobre
protedmica envolvendo os eritrdcitos e plasma de
paciente com doenca falciforme, descreve a

ativagdo de proteinas antioxidantes, aumento dos



defeitos nas proteinas do citoesqueleto, bem como
aumento das proteinas do reparo e desregulacdo
das apolipoproteinas, como achados importantes e
associados aos portadores de hemoglobina S (HbS)
[19]. Um estudo realizado por Yuditskaya et al
[31] mostrou evidéncias que a deficiéncia nos
niveis de ApoA-1 predispde o desenvolvimento da
hipertensdo pulmonar arterial (HPA) em pacientes
com doenca falciforme. Esse achado representa um
possivel alvo terapéutico, onde o aumento nos
niveis de ApoA-1 poderiam prevenir complicacdes
e aumentar a qualidade de vida desses pacientes.
Os autores sugerem ainda, que os niveis baixos de
ApoA-1 possam predispor outras complicacBes
vasculares comuns na doenca falciforme, como o
priapismo e a Ulcera cutinea de perna. Com
relacdo a esferocitose hereditéria, o defeito mais
comum observado num grupo de 300 pacientes, foi
a deficiéncia de uma proteina transmembrana,
denominada de proteina banda-3 [30].

Atualmente, j& existe descricdo de 1.200
proteinas plaquetarias [32-35]. Zahedi et al. (2008)
recentemente identificaram um novo sitio de
fosforilagdo na GPla. (24), a qual juntamente com
GPIB sdo covalentemente ligadas por pontes
dissulfetos a glicoproteina GPIb, um componente
central do complexo GPIb-1X-V, receptor do Fator
de von Willebrand (FVW) que medeia a ativagdo e
adesdo plaquetdria. Embora, sabe-se que GPIp é
regulada negativamente por quinases A e G (PKA
e PKG), nédo havia sido descrito que GPla. pudesse
ser alvo de fosforilagdo. O processo de inibicdo da
GPla ndo é regulado pelas PKA e PKG, assim 0s
autores supfem que outro tipo de quinase possa
desempenhar um papel importante no processo de
regulacdo da adesdo plaquetéria. Varios autores
tém dispensado esforgos no sentido de entender
como 0s mecanismos de modificagdes pos-

traducionais (PTMs) tais como fosforilagdes [36] e
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glicosilacdes [37] podem modular as funcdes das
proteinas eritrocitarias e plaquetarias [29, 38].

A purpura trombocitopénica idiopatica (PTI) é
uma patologia adquirida que leva a reducdo da
contagem de plaquetas, mediada por mecanismo
imunolégico. O  tratamento inicial é a
corticoterapia e, se caracterizada a faléncia ou
dependéncia desta, a esplenectomia é a segunda
opcdo. Zheng et al [11] analisaram amostras de
soro de pacientes com PTI, os resultados indicaram
que o nivel de haptoglobina sérica pode ser
utilizado como um indicador da eficicia da

esplenectomia nesses pacientes.

Medicina  Transfusional na era da
Protedmica

Esse topico descreve como as abordagens
protedmicas tém contribuido na questdo do
controle de qualidade dos processos de obtencéo e
estocagem de hemocomponentes e hemoderivados.
O concentrado de hemacias (CH) é o
hemocomponente mundialmente mais
transfundido, seguido do concentrado de plaquetas
(CP) e plasma fresco congelado (PFC) [39].

Alguns trabalhos aplicando metodologias
protebmicas no controle de qualidade de
hemocomponentes tém sido publicados, incluindo
plasma [40], hemacias [41] e plaquetas [42, 43].
Um estudo coordenado por Springer et al (2009)
mostrou uma diferenga marcante no perfil
protedbmico das plaquetas de pacientes com
Diabetes tipo 1l em relagdo as plaquetas de
doadores de sangue saudaveis, bem como
diferentes efeitos da estocagem. Foram descritas
122 proteinas diferencialmente expressas (do total
de 844 analisadas) no grupo de pacientes
diabéticos. Os autores sugerem que os achados
indicam a necessidade de aprofundar as analises de
adequabilidade da doacdo de plaquetas pelos

diabéticos, uma vez que essas plaquetas



envelhecem e ativam mais rapidamente durante a
estocagem [44]. A deteccdo da ativacdo
plaquetaria pode avaliar precocemente as
alteracbes que irdo influir na viabilidade das
plaquetas durante o periodo de estocagem [45].
Resultados semelhantes tém sido descritos para
plaquetas doadas por voluntarios hipertensos
tratados com antagonista do receptor de
angiotensina Il [46]. Esses achados sdo de extrema
importdncia, uma vez que esses pacientes,
diabéticos e hipertensos, quando oportunamente
tratados séo aceitos como doadores de plaquetas,
embora a funcdo hemostitica possa estar
comprometida [39].

Comparado com os demais hemocomponentes,
os CPs apresentam um risco maior de
contaminacdo bacteriana durante a estocagem, uma
vez que sdo mantidos a temperatura ambiente
(22°C). Atualmente, o qualidade dos concentrados
de plaquetas € determinada in vitro pela andlise da
morfologia plaquetaria, pH e pelo teste de
agregacdo plaquetaria ou citometria de fluxo para
avaliar a funcdo [47]. Embora ainda exista
limitagbes com relacédo as analises de morfologia e
funcéo das plaquetas mantidas sob estocagem [48].
Wurtz et al [49] e Glenister et al [50] comparam 0s
efeitos da estocagem em concentrados de plaquetas
randomizados e obtidos por aférese. O primeiro
grupo descobriu que os niveis de fator plaquetario
4 (PF4) e B-tromboglobulina (B-TG) sdo maiores
nos concentrados de plaquetas obtidos por aférese.
Essas proteinas sdo encontradas nos a-granulos
secretados ap6s ativacdo plaquetaria  [51].
Portanto, os autores sugerem que o método de
coleta por aférese, o qual apresentou maior
guantidade das proteinas plasmaticas PF4 e B-TG,
possa produzir uma maior ativacdo das plaquetas
durante a estocagem. No mesmo trabalho, Wurtz et
al [49] descrevem a utilizacdo de um teste que

combina esferas magnéticas (ClinProt, Bruker
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Daltonik, Germany) e LC-MS/MS Bruker
Daltonik, Germany) para detectar lesdes
plaquetdrias causadas pela estocagem. Os
sobrenadantes de plaquetas estocadas foram
submetidos ao teste, o qual foi capaz de identificar
picos em 7807 e 9347 m/z, correspondentes as
proteinas  plasméaticas PF4 e a B-TG,
respectivamente [49].

Uma vez coletados, os concentrados de
plaquetas podem ser submetidos a leucorredugéo
com a finalidade de amenizar a ocorréncia de
complicacBes transfusionais, tais como: reacdo
transfusional febril ndo-hemolitica (RTFNH),
aloimunizagdo contra antigenos leucocitarios
humanos (HLA), refratariedade plaquetaria e
prevencdo de infecgBes transmitidas por leucécitos
(CMV, HTLV e Creutzfeldt Jacob) [52]. Nesse
sentido, Ryu et al analisou o filtrado de
concentrados de plaquetas ap6s 24 e 120 horas de
estocagem. Os resultados mostraram que 0 nimero
de spots/proteinas, no sobrenadante, aumentou
com a estocagem e diminuiu com a filtragdo. Em
particular, a quimiocina CXCL2 (proteina
inflamatéria o de macréfago), fator estimulador de
coldnias megacariocitico (Meg-CSF) e IL-22,
foram proteinas que exibiram maiores alterac@es,
corroborando com a importancia da utilizacdo do
procedimento de leucorreducdo. A leucorreducédo
ndo é um procedimento valioso apenas para
concentrados de plagquetas, mas também durante a
preparacdo de concentrados de hemécias.
Resultados similares foram observados por Annis
et al [53], onde os autores demonstraram que 0
sobrenadante de CH ndo leucorreduzido
apresentou um actimulo de proteinas com atividade
imunogénicas e pro-inflamatérias, entre elas um
promotor da adesdo de neutrdfilos e uma proteina
de fase aguda.

As condicBes de estocagem de CHs, sob

condicBes de aerobiose e anaerobiose, foram



avaliados por D'Amici et al [54]. O estresse
oxidativo foi a principal causa das alteracdes nas
proteinas das hemacias estocadas. Os achados
sugerem que a deprivacdo de oxigénio durante a
estocagem protege as proteinas eritrocitarias contra
a degradagéo.

Outra aplicagdo da protedbmica €& no
monitoramento dos efeitos da inativagdo de
patégenos sobre a integridade das proteinas
plasméticas, presentes nos Plasmas Frescos
Congelados (PFCs). Os prions causadores da
variante da Doenga de Creutzfeldt-Jakob (vCJD)
sdo exemplos que ilustram a necessidade de
implantacdo de medidas de controle que previnam
a transmissdo de patdgenos via transfusdo de
hemocomponentes [55]. As técnicas disponiveis
para inativagdo de patogenos séo: azul de metileno
[56], solventes [56], irradiacdo (pra prevencdo de
TRALI) [57], incluindo o Intercept blood system
[58], e mais recentemente o tratamento com
vitamina B12 (riboflavina) [59]. Porém, esses
métodos além da reducdo de agentes patogénicos
podem resultar na reducdo de atividade dos
factores da coagulagéo [56].

Em Medicina Transfusional,
incompatibilidades entre doadores e receptores,
com relagdo aos antigenos plaquetarios humanos
(HPAs), podem causar refratariedade plaquetéria e
purpura pés-transfusdo [60]. Em 2009, Garritsen et
al [61] utilizando metodologia MALDI-TOF-MS
(do inglés: matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometry) [62, 63] validaram uma técnica de
genotipagem de antigenos plaquetarios humanos
(HPAs), a qual se mostrou vantajosa em
comparacdo com 0s métodos convencionais, tais
como rapidez, acimulo de grande quantidade de
dados, analise combinada de seis I6cus (HPA-1,
HPA-2, HPA-3, HPA-4, HPA-5, e HPA-15) em
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uma Unica reacdo e alta precisdo, permitindo o uso

desta técnica em larga escala.

Farmacoprotedmica
O termo  farmacoprotebmica  engloba
ferramentas protemicas utilizadas para a
descoberta e 0 desenvolvimento de novas drogas e
seus mecanismos de acédo [64, 65], bem como para
avaliar a resposta celular a uma determinada droga
ou farmaco [66].

Um estudo combinando técnicas gendmicas e
protedmicas avaliou alteracdes no perfil de
proteinas plasméaticas em pacientes tratados com
anticoagulante oral [66]. Os autores identificaram
altos niveis de transtirretina (TTR) no soro dos
pacientes que receberam dosagens baixas de
warfarina, mas ndo aqueles tratados com doses
elevadas do anticoagulante.

Na anemia falciforme (AF), as hemacias
falciformes, ou drepandcitos, aderem ao endotélio
via fosfatidil-serina (PS), aspecto clinicamente
relevante, o qual esta associado as crises de vaso-
oclusivas. Sabemos que os niveis de PS na
superficie celular dos drepandcitos sdo cerca de
cinco vezes maior que nos eritrocitos normais,
efeito induzido pela liberacdo de leucotrienos
seguido pela ativacdo da 5-lipoxigenase [67]. A
hidroxiuréia, um medicamento utilizado na
prevencdo das crises vaso-oclusivas da AF, e que
induz um aumento nos niveis de Hemoglobina F
(HbF), parece atenuar a expressdao de PS na
superficie das hemécias falcizadas e diminui a
adesdo ao endotélio vascular [68]. Hidroxiuréia,
evidentemente induz outros efeitos, independente
do aumento da HbF, tais como aumento da
expressdo de proteinas envolvidas na protecéo
contra estresse oxidativo [69, 70] e proteinas da
via glicolitica, como GAPDH e aldolase [71].

Enzimas da via glicolitica sdo conhecidas por



serem reguladas pelo fator 1 induzivel por hipoxia
(HIF-1)[72], o qual é um regulador central da
resposta a mudancas na concentracdo de oxigénio.

A protedmica tem sido usada para estudar 0s
mecanismos de  resisténcia em  pacientes
intolerantes aos inibidores da tirosino-quinase
(imatinibe) [73]. A identificagdo de proteinas
expressas no plasma obtido da medula 6ssea de
pacientes ndo responsivos ao imatinibe, revelou a
existéncia de regulacdo da via de sinalizacdo
WNT, com ativacdo de Wntl e Wnt5a. A ativacdo
constitutiva da sinalizagdo WNT ¢é considerada um
evento inicial necesséario na génese da maioria das
neoplasias [74]. Portanto, os autores sugerem que
esses achados possam estar contribuindo para a
resisténcia ao tratamento com os inibidores da
tirosina-quinase no grupo de pacientes avaliados
[73].

Recentemente, a protedbmica foi também
descrita como uma metodologia eficiente para a
caracterizagdo do mecanismo de agdo dos
inibidores da tirosina-quinase, 0s quais se
mostraram capaz de induzir a apoptose das células
BCR-ABL positivas [75].

CONSIDERACOES FINAIS

A protedmica tem provado ser uma ferramenta
poderosa para analise de hemocomponentes e
derivados do sangue. Portanto, abordagens
protedmicas estdo cada vez mais sendo aplicadas
na medicina transfusional. Os resultados podem
fornecer dados clinicos relevantes para o aumento
da seguranga e eficécia transfusional, bem como,
para aprimorar os métodos de estocagem desses
produtos. A area da medicina transfusional
descata-se como uma das areas mais promissoras
para aplicacdo da protedmica. Nesse sentido, a
protebmica e medicina transfusional aparecem
como disciplinas complementares, e uma alianca

entre os pesquisadores de ambas as areas se faz
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necessario, objetivando aprimorar os métodos de
obtencdo e manutencdo dos hemocomponentes.
Enquanto que, a protedmica clinica introduz
uma nova perspectiva na geracdo de
biomarcadores com aplicacdo diagndstica ou
terapéutica. Embora, a descricdo de proteinas
diferencialmente expressas nos tecidos doentes
possa  representar  importantes indicadores
moleculares, existem varios desafios técnicos para
0 desenvolvimento de testes clinicos. Portanto,
dificilmente  um  marcador isolado terd
sensibilidade e especificidade suficientes para a
predicdo ou diagnostico, e provavelmente, serdo
necessarios painéis de proteinas associadas a
condicOes especificas. Sendo assim, as pesquisas
com objetivo de buscar biomarcadores, ainda
precisam percorrer um longo caminho até que
possam  efetivamente apresentar  aplicagOes
clinicas. Entretanto, estudos tém dispensado
esforgos nesse sentido, e esperamos que no futuro
breve, a protedbmica possa contribuir para a
melhoria do diagndstico e tratamento dos pacientes

hematol6gicos.
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