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RESUMO

A utilização da espectrometria de massas em abordagens proteômicas revolucionou a análise de amostras biológicas por permitir a identificação de padrões ainda não caracterizados de expressão de proteínas e/ou e o papel de suas interações e modificações pós-traducionais em diferentes estágios de desenvolvimento embrionário ou de uma patologia. Esta nova fronteira de conhecimento constitui atualmente numa ferramenta fundamental para a elucidação de problemas biológicos, por fornecer informações que não podem ser obtidas por métodos mais focalizados, ou com alvos específicos. Essa revisão salienta as novas perspectivas geradas pela contribuição da proteômica baseada na espectrometria de massas para o estudo da placenta, das membranas embrionárias e do embrião, com ênfase nas comparações entre condições normais e aqueles provenientes de estados patológicos ou conseqüentes ao uso de biotecnologias reprodutivas e à transferência nuclear.
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SUMMARY
The use of mass spectrometry proteomic approaches revolutionized the analysis of biological samples allowing the identification of different patterns of protein expression not yet characterized and/or the role of their interactions and post-translational modifications in different stages of embryonic development or a as a consequence of a pathological states. This new frontier of knowledge is now an essential tool for the elucidation of biological problems, by providing information that can not be obtained by methods more focused or targeted. This review highlights the new perspectives and the contribution of proteomics based on mass spectrometry for the study of the placenta, embryonic membranes and the embryo,  with emphasis on comparisons between normal and diseased tissues or consequent of reproductive biotecnologie or  nuclear transfer techniques.
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1. INTRODUÇÃO

1.1. Histórico e desenvolvimento da Proteômica baseada em Espectrometria de Massas
A proteômica surgiu no final de 1970 quando pesquisadores começaram a criar as bases de dados de proteínas usando naquela época a “moderna” técnica de eletroforese bidimensional (O`FARREL, 1975). A partir de então, muito se progrediu em termos técnicos até os dias de hoje, pois embora a eletroforese bidimensional seja capaz de caracterizar uma grande variedade de proteínas, ou parte tão importante quanto essa primeira, somente pode ser indentificada com o uso da espectrometria de massas, cuja resolução e especificidade são infinitamente maiores.
Define-se como proteoma todo o conteúdo de proteínas expressas por um genoma ou, no caso de organismos multicelulares, ao complemento protéico expresso por um tecido ou células diferenciadas (WILKINS et al., 1996). Após a euforia em torno do seqüenciamento dos genomas de diferentes organismos, percebeu-se que, a compreensão da função gênica está necessariamente vinculada a um estudo em larga escala das proteínas expressas em diversos tecidos, uma vez que a identificação e análise das seqüências de nucleotídeos nem sempre reflete diretamente os níveis de proteínas expressas e, conseqüentemente, a atividade biológica ou o metabolismo (GYGI et al., 1999). Portanto, desde a revolução genômica, uma série de esforços científicos, também permitiu a identificação, caracterização funcional e a interação entre biomoléculas essenciais para a célula, tais como as proteínas. Esses esforços deram origem às abordagens denominadas “ômicas” como transcriptômica, proteômica e metabolômica (Figura 1, FERREIRA et al. 2010). Atualmente, outros subconjuntos de metabolômica estão evoluindo como a lipidômica, glicômica e fluxômica, com o objetivo final de integrar o quadro das “ômicas” por meio da interactoma de genes transcritos, proteínas e metabólitos representantes da complexidade da função celular (DENNIS, 2009). 

O objetivo inicial dos estudos proteômicos foi a identificação em larga escala de todas as proteínas presentes em uma célula ou tecido. Atualmente, a proteômica visa a análise de misturas complexas de proteínas como aquelas provenientes de lisados celulares e extratos de tecidos com o intuito de detectar diferenças quantitativas e qualitativas na expressão protéica global (WESTERMEIER; NAVEN, 2002). 

Nesse contexto, o estudo do proteoma de embriões merece atenção, somando-se ainda de ter-se que sobrepujar dificuldades técnicas tais como a pequena quantidade de amostra possível de se obter nesse período gestacional. No entanto, com o desenvolvimento dos métodos analíticos com utilização da MS, a complexidade do embrião e o processo de embriogênese começam a ser revelada. O interesse por esse estudo deve-se ao diversos aspectos. Em ruminantes, cerca de 40% da morte embrionária precoce ocorre no período pré-implantação, ou seja, entre 8 e 17 dias de gestação (HUMBLOT, 2001; THATCHER et al., 2001), período no qual o estabelecimento da comunicação materno-fetal com a participação do interferon tau é essencial (BAZER et al.,1997). Assim, o proteoma dessa fase gestacional, bem como as modificações protéicas pós-traducionais, interações proteína-proteína, existência de isoformas, atividade e estrutura presentes nas membranas embrionárias e fetais, contribuirão para a compreensão da relação materno-fetal, e, certamente para o aprimoramento de biotecnologias tais como a inseminação artificial, a transferência de embriões, a fertilização in vitro e a clonagem. Além disso, não apenas nessa fase gestacional, a compreensão do envolvimento das proteínas na organogênese e diferenciação celular podem ter aplicação no campo da terapia celular, com a identificação de proteínas e fatores de transcrições envolvidos nesse contexto e que podem também, potencialmente, ser utilizados como biomarcadores (POTTEN et al., 1997). As aplicações da proteômicas deverão rapidamente impactar métodos de avaliação da fertilidade e de diagnóstico de infertilidade nos animal e humana, assim como, pode levar a otimização de protocolos reprodutivos relacionados à cultura de embriões e oócitos, seleção de oócitos para fertilização in vitro e de embriões para transferência de embriões com a utilização de biomarcadores para o diagnóstico de infertilidade (FERREIRA et.al., 2010). No estudo da placenta e membranas embrionárias, a abordagem proteômica será relevante da complexidade destas estruturas responsáveis pela manutenção e desenvolvimento do embrião, desde a fase pré-implantacional até o final da gestação.

1.2. Desenvolvimento e função placentária
A formação da placenta, que liga o feto em desenvolvimento com o corpo da mãe, é uma característica essencial da gestação em mamíferos. O desenvolvimento da placenta e função são precisamente regulados e coordenados para promover a troca de nutrientes e produtos residuais entre o sistema circulatório materno e fetal (WOODING et al., 1994). No final da gestação, a placenta passa por mudanças rápidas em preparação para o parto. A maturação placentária é pensada para ser um pré-requisito para o descolamento parcial e sub-liberação da membrana fetal (WILLIAMS et al., 1987; STALLMACH et al., 2001). Portanto, a placentação desempenha um papel importante na patogênese de algumas doenças congênitas, promove a transmissão transplacentária teratogênica de agentes microbianos, e contribui para a falha na gestação de bezerros clonados (HILL et al., 1999). Nesse contexto, as proteínas controlam a maioria dos processos celulares, os quais ocorrem em grande diversidade, podendo agir como enzimas, anticorpos, hormônios, componentes estruturais e receptores celulares (AEBERSOLD; MANN, 2003), certamente envolvidas no entendimento da patogênese de diversos processos como os citados anteriormente.

1.3. Desenvolvimento de plataformas de proteômica baseadas em espectrometria de massas
Desde seu surgimento, no inicio do século XX, a MS foi largamente empregada para a análise de compostos orgânicos de baixa massa molecular. Nas últimas décadas, essa técnica tornou-se uma ferramenta valiosa devido aos grandes avanços obtidos na identificação das proteínas (HAGER, 2004). A MS é uma ferramenta analítica utilizada para medir a massa molecular de substâncias químicas (que devem estar eletricamente carregadas). Essa técnica permite também identificar, quantificar e elucidar as propriedades estruturais de moléculas e atualmente é indispensável em diferentes áreas, como química, biologia, ciências médicas, tecnológicas e inúmeras outras.

Quanto à biotecnologia da reprodução, as aplicações baseadas em MS são de interesse especial devido à grande quantidade de dados estruturais e informações moleculares obtidos a partir de quantidades mínimas de amostras. Introdução e desenvolvimento de estudos em “ômicas” irá contribuir decisivamente para a compreensão das perguntas ainda não respondidas a respeito do embrião pré-implantacional em embriões in vitro necessidades metabólicas, a criopreservação de gametas e reprogramação genética (FERREIRA et al., 2010).

2. PROTEÔMICA

O termo proteoma indica as proteínas expressas em um genoma ou tecido. Enquanto o genoma representa a soma de todos os genes de um individuo, o proteoma não é uma característica fixa de um organismo. O proteoma altera com o estado de desenvolvimento, do tecido ou mesmo sob as condições nas quais o individuo se encontra. Por tanto, há muito mais proteínas no proteoma do que genes no genoma, especialmente para eucariotos. Isto porque há várias maneiras do gene expresso, o RNA total, sofrer redução (splicing) para construir o RNA “maduro”. Este então irá servir de molde para a tradução de uma proteína, a qual sofre modificação pós-tradução (DI CIERO, BELLATO; 2003).

Proteômica é a análise de proteínas em larga escala, que contribuem grandemente para o entendimento da função genética na era pós-genômica. A proteômica pode ser dividida em três áreas principais: (1) Micro-caraterização protéica para a identificação em larga escala de proteínas e suas modificações pós-traducionais; (2); a proteômica manifesta diferença para a comparação dos níveis de proteína com aplicação potencial em uma ampla faixa de doenças; e (3) estudos das interações proteína-proteina usando técnicas tais como a Espectrometria de Massa (PANDEY, MANN; 2000).

Normalmente, a MS tem sido utilizada para obter padrões de expressão protéica, que têm sido formuladas como potenciais biomarcadores para o diagnóstico precoce do câncer e outras doenças. Existem diversas aplicações interessantes da proteômica, como a identificação de proteínas que são expressas apenas em células infectadas para uso no desenvolvimento de novas drogas antivirais. Novas oportunidades experimentais neste campo têm atraído muita atenção, e levaram a um grande número de experiências e grandes quantidades de dados novos (HU et al., 2005).

Em 1990 a MS emergiu como um poderoso método analítico que removeu a maioria das limitações da análise de proteínas. Este desenvolvimento, associado à disponibilidade e o completo seqüenciamento do código genético humano em bases de dados públicas, marcou o começo de uma nova era. Hoje, o termo proteômica cobre mais do que uma análise funcional dos produtos dos genes ou “genômica funcional”, incluindo estudos em larga escala da identificação ou localização de proteínas. O estudo mais enfocado de estrutura de proteínas, contudo, é usualmente não incluído e em vez disso designado “genômica estrutural” (BURLEY, 1999).

O termo proteoma foi proposto por Wilkins e Willians em 1994, visando englobar o estudo do conteúdo de proteínas expressas por um genoma ou, no caso de organismos multicelulares, ao complemento protéico expresso por um tecido ou células diferenciadas (WILKINS et al., 1996). Após a euforia provocada pelo seqüenciamento dos genomas de vários organismos, a comunidade cientifica percebeu que, para se compreender a função gênica em toda sua plenitude, era necessário o estudo em larga escala das proteínas expressas. Constatou-se que, embora importante, a análise das seqüências de nucleotídeos nem sempre reflete uma relação direta com os níveis de proteínas expressas e, conseqüentemente, de atividade biológica (GYGI et al., 1999). 

O controle da expressão gênica ocorre desde a transcrição do mRNA até as modificações pós-traducionais como glicosilação, fosforilação, acilação, hidroxilação, carboxilação, ubiquitinação, entre outras, as quais alteram a atividade protéica. Pelos motivos expostos, a análise proteômica é hoje um dos meios mais eficientes para o estudo funcional dos genes e genomas de organismos complexos (ROCHA et al., 2005).

3. ESPECTROMETRIA DE MASSAS (MS)

MS é uma técnica única de análise, de desenvolvimento incrível nos últimos 25 anos, evoluindo para a vanguarda das técnicas analíticas. É capaz de contar e medir a massa de uma grande variedade de átomos isolados e moléculas gasosas em forma ionizada em um rápido, seletivo e altamente sensível e confiável maneira. MS, portanto, difere de outras técnicas espectroscópicas, tais como ultravioleta, infravermelho e espectroscopia de ressonância magnética nuclear, que são baseados na medição física de eventos resultantes da interação de moléculas orgânicas com radiação eletromagnética. Atualmente, a MS é uma técnica fundamental para a caracterização e quantificação dos átomos e moléculas em química, biologia e ciências médicas (FERREIRA et al. 20010).

 MS instrumentação aumentou aproximadamente 5 vezes na sensibilidade a cada três anos, permitindo estudar biomoléculas de forma inconcebível (ZHOU; VEENSTRA, 2008). Importantes aplicações de MS em ciências biológicas incluem a caracterização estrutural de biomoléculas, tais como carboidratos, ácidos nucléicos e esteróides, seqüenciamento de peptídeos e proteínas e oligossacarídeos, determinação e quantificação de metabolismo de fármacos.  MS pode ser usado até mesmo para produzir imagens químicas seletivas através do controlo dos padrões de distribuição de (bio) moléculas nos tecidos através de uma técnica conhecida como MS imagem (FENG et al., 2008).

As espécies atômicas ou moleculares analisada pelo MS devem ser carregadas eletricamente e estar em fase gasosa para permitir a manipulação dentro do espectrômetro de massas, que pesa cada espécie gasosa por suas proporções massa por carga (m / z). Estas espécies também podem ser fragmentadas para acesso a informação de conectividade molecular (estrutura). MS permite, portanto, a identificação, quantificação e também elucidação da estrutura molecular (FERREIRA et al., 20010).

Inicialmente, a aplicação de MS foi limitada à análise de gases, volátil, e as moléculas termicamente estável devido às limitações das técnicas de ionização primeiro como ionização de elétrons (EI) e ionização química (CI). Na década de 90, porém, duas técnicas revolucionárias foram desenvolvidas para a ionização de grande e lábil ionização biomoléculas (FERREIRA et al., 20010).

3. ESTUDOS ENVOLVENDO PROTEÔMICA EM PLACENTAS E MEMBRANAS EMBRIONÁRIAS E FETAIS

Em bovinos, o aumento dos níveis das proteínas CAMP, PGLYRP, SERPINB1, eram considerados uma resposta direta a uma reação imuno-inflamatória, episódio causado por uma invasão microbiana do útero, do espaço conceptos ou como conseqüência de uma doença inflamatória, ainda não determinada (RIDING et al., 2008).
A abordagem proteômica foi utilizada para examinar as diferenças na expressão de proteína na placenta humana derivada da tecnologia de reprodução assistida (ART- assisted reproductive technologies ) e à gestação normal.  No total, 20 proteínas foram identificadas por espectrometria de massas MALDI-TOF (espectrometria de massas por ionização/dessorção a laser assistida por matriz - tempo de vôo), incluindo proteínas envolvidas no transporte da membrana, metabolismo de ácidos nucléicos, resposta ao estresse e do citoesqueleto. Notavelmente, cinco proteínas diferentes foram detectadas expressas em ambos os grupos. ART foram identificados como annexina3, hnRNPC1/C2, um SNAP, FTL e ATP5A. A análise permitiu a identificação inicial destas proteínas relacionadas às diferentes funções com placentação que alteraram significativamente nos grupos de ART. Além disso, análises em larga escala ainda certamente ser necessárias para a avaliação da segurança de ART prole (ZHANG et al., 2008).
Em outro estudo, identificou-se 12 proteínas com abundância significativamente alterada em vilosidades placentárias humanas de EPL (early pregnancy loss - perda de gestação precoce). Essas proteínas parecem ser relacionadas com os processos envolvidos na rede de sinalização de largura e a regulamentação das atividades celulares, tais como defesa da célula contra ROS (reactive oxygen species – espécies reativas a oxigenio), diferenciação, proliferação, metabolismo, transcrição, apoptose, e proteólise. Anomalias significativas de algumas destas proteínas foram demonstradas nos mecanismos fisiopatológicos da EPL. Este estudo identificou também diversas proteínas associadas à placentação e desenvolvimento precoce de mamíferos usando técnicas proteômicas, proporcionando uma nova visão funcional sobre as proteínas potencialmente envolvidas na fisiopatologia e mecanismos subjacentes da EPL (LIU et al., 2006).
Em outro estudo in vitro comparativo, foi examinado os efeitos de neurocinina B, uma taquicinina membros da família envolvida nas manifestações sistêmicas de Pré-eclâmpsia (PAGE et al., 2000), sobre as células da placenta. Para este estudo, culturas primárias de células citotrofoblasto termo foram utilizadas. Uso 2 DGE e LC / MS / MS, esses autores observaram que em neurocinina B tratado, 20 proteínas apresentavam significativa diminuição da expressão em relação ao controle de células. Quatro destas proteínas foram envolvidas em vias de defesa antioxidantes, enquanto dois inibiam a anticoagulação intravascular (SAWICKI et al., 2003).
Placentas humanas normais e pacientes com pré-eclâmpsia foram correlacionadas através de 2 DGE-MS. Alta resolução dos mapas foram obtidos através de uma série de estreitos intervalos de pH de focalização isoelétrica para melhorar a resolução local. Esta abordagem, que exige mais gel separado corre para cobrir o espectro de pH utilizando ampla gama de focalização isoelétrica, prevê uma maior cobertura do proteoma. Estes autores também encontraram um maior número de spots detectados quando 8M guanidina foi substituída por uréia 8M como um desnaturante (450 pontos contra 314). Essa resolução é uma tentativa para detectar diferenças nos mapas utilizando técnicas de proteômica comparativa. Para superar esse problema, esses pesquisadores empregados 2-dimensional immunoblotting para triagem de anticorpos circulantes nos soros de pré-eclâmpsia. A partir desta análise, os anticorpos dinactina para P-50 foram identificadas, que, numa análise retrospectiva, foram encontrados para serem elevados em pacientes com pré eclâmpsia e foi positivamente correlacionada com os níveis de severidade da doença (MINE et al., 2007).
Em outro estudo, que considera ambos os tecidos complexos e 
contexto clínico, compararam o tecido das vilosidades da placenta humana a partir de terminações indicadas e perda de gestação precoce espontânea por 2 DGE (definir)-MS e MALDI-TOF. Um total de 12 pontos foram posteriormente identificados por MALDI-TOF MS. Três enzimas antioxidantes principais (cobre/ zinco superóxido dismutase, peroxiredoxin 3, e tiorredoxina-like 1 proteína) foram para baixo em perda precoce dos casos de gestação, sugerindo que a depleção de defesas antioxidantes placentárias podem contribuir para complicação da gestação (LIU et al., 2006).
Alguns resultados sugerem que a má formação da placenta de suínos pode ser causada por apoptose de células de placenta via Bad up-regulation e regulação baixa de expressão da proteína 14-3-3.  As alterações resultantes nos níveis de proteína podem resultar na pré-eclâmpsia (PE) e restrição de crescimento intra-uterino (RCIU), como disfunção placentária é considerada uma causa comum. Embora a causa e implicações patológicas de tais fenômenos como PE e / ou RCIU não são totalmente elucidado, as diferenças intrínsecas foram identificados na análise proteômica podendo representar um fator importante na fisiopatologia dessas condições (LEE et al., 2007).
A aplicação prática da clonagem animal por transferência nuclear de células somáticas (TNCS) tem sido prejudicada por uma taxa de sucesso muito baixa. Para resolver se a disfunção placentária em TNCS provoca perda fetal durante a gravidez, foi usada uma abordagem global do proteoma utilizando 2-DE e MS para analisar os padrões diferenciados de proteína de três placentas dos recém nascidos de casos de morte pós-natal, derivado do TNCS gado coreano nativo, e três placentas normais obtidas a partir da placenta de fetos provenientes de inseminação artificial. Na comparação de amostras normais e TNCS, 60 pontos foram identificados como diferencialmente expressos proteínas, dos quais 33 pontos foram as proteínas se regulamentada em placentas TNCS, enquanto que 27 pontos foram reprimidos proteínas. A maioria das proteínas identificadas nesta análise parece estar relacionada com o reparo de proteínas ou de protecção (o citoesqueleto, transdução de sinal, o sistema imunológico, regulação da transcrição do metabolismo da matriz extracelular e remodelação, a estrutura da célula) ou diferenciação e transporte de íons. Uma das proteínas até regulamentados em TNCS foi a TIMP-2, sabidamente relacionadas à matriz extracelular e remodelação durante a gravidez. Western blot mostrou um aumento do nível de TIMP-2 em relação ao TNCS placenta normal. Os resultados revelaram perfis composto de proteínas-chave envolvidas na placenta anormais derivados de TNCS, e sugeriu anormalidade expressão desses genes na placenta TNCS, resultando em perdas fetais após TNCS (KIM et al., 2005).
CONSIDERAÇÕES FINAIS
A construção de um banco de dados de proteômica para a placenta em seus diversos estágios do desenvolvimento fetal, assim como a caracterização do proteoma do embrião no início da gestação, será fundamental para compreender as diferenças morfofisiológicas de placentas normais e aqueles presentes em conceptos gerados por transferência nuclear. Embora a análise proteômica seja de alta complexidade em células e tecidos eucarióticos, essa abordagem tem se disseminado e contribuído para a compreensão da função placentária, assim como no desenvolvimento de novas biotecnologias. As abordagens ômicas se relacionam, espelhando a complexidade celular, de forma que por meio de ferramentas de bioinformática associadas às plataformas de ômicas baseadas em espectrometria de massas proporcionarão a elucidação de redes complexas de integração de vias metabólicas e o interactoma de genes transcritos, proteínas e metabólitos, que fazem parte da complexidade da função celular.
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Figura 1. Representação esquemática do desenvolvimento do campo “OMICs”. Começou com o seqüenciamento do genoma de organismos inteiros (a genômica) e se espalhou para metabolômica, com o objetivo de caracterizar o conjunto de metabolitos. Então, novamente, a expressão do gene pode ser alterada por fatores não relacionados com DNA (epigenética). A abordagem “OMICs” visa a integração de informações biológicas para compreender melhor a lógica biológica, complexidade e fluxo de informações (FERREIRA et al., 2010).
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