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RESUMO

O genoma é o conjunto de todo o material genético que compõe um ser vivo, sendo representado principalmente pelo DNA.

O Projeto Genoma Humano reuniu vários cientistas de diversas nacionalidades e especialidades com o intuito de decifrar a seqüência de nucleotídeos do DNA humano, e assim desvendar os mistérios do código genético. Com isso seria possível entender principalmente as mutações, que são eventos que até hoje a ciência não encontrou uma explicação consistente.

No Brasil, o Projeto Genoma está focalizado no estudo de plantas, principalmente as nativas. Esses estudos são realizados nas diversas universidades federais do país, como a USP e a UNICAMP, que já mapearam o código genético da bactéria que causa o “amarelinho” em alguns vegetais.

O bom êxito desse projeto possibilitaria um salto em diversos ramos da medicina e da ciência como um todo. Certas doenças poderiam ser diagnosticadas com mais rapidez, antes mesmo do aparecimento dos primeiros sintomas; auxiliaria na indústria farmacêutica, pois essas doenças teriam tratamentos mais específicos e eficazes; nas ciências agrárias, seria possível o melhoramento genético de plantas para que tenham mais resistência a certos herbicidas, por exemplo. São inúmeras as aplicações e vantagens de se conhecer a fundo o código genético humano, mas por enquanto o projeto ainda está dando seus primeiros passos.

“Proteoma” foi um termo utilizado primeiramente pelo pesquisador Marc Wilkins e nada mais é do que um conjunto de proteínas (compostos orgânicos formados por aminoácidos mais abundantes na matéria viva da célula) que são expressas a partir do genoma. Porém, diferentemente do genoma, o proteoma muda constantemente, pois há variações nas reações do organismo aos diversos estímulos.

Um gene, que não muda (exceto no caso de mutações), é capaz de codificar vários tipos de proteínas com diversas funções, e essas mesmas proteínas podem sofrer muitas modificações durante todo seu trajeto; por isso a diferenciação celular se deve ao seu proteoma (variável) e não ao seu genoma (não varia).

O método mais utilizado para retirar informações dos proteomas, apesar de apresentar deficiências, é a eletroforese bidimensional, na qual, na primeira dimensão, as proteínas são separadas de acordo com suas cargas elétricas e logo depois de acordo com sua massa molecular. Com estas informações e uma parte da seqüência de aminoácidos é possível identificar a proteína. Para tentar reduzir as limitações da eletroforese bidimensional, essa técnica tem sido associada a outras, como com detectores de massa.

Tendo os dados de identificação de proteínas em mãos, são feitos então os mapas do proteoma a partir do escaneamento dos géis dimensionais corados e análise das imagens por meio de programas especiais. Esses mapas permitem que as proteínas afetadas por diversos fatores biológicos sejam rapidamente detectadas, como por exemplo o efeito de fármacos no organismo.

O Projeto Proteoma Humano não existe, por enquanto. Ele seria muito mais complexo que o Projeto Genoma, devido à inconstância das proteínas. No Brasil, as pesquisas envolvendo proteomas estão principalmente nas universidades federais, em sua maioria pesquisando microorganismos. A Universidade de Brasília (UnB) foi uma das primeiras a realizar pesquisas com proteomas, no Laboratório de Bioquímica e Química de Proteínas/ Centro Brasileiro de Serviços e Pesquisas em Proteínas (CBSP/LBQP), em 1995. Os pesquisadores da UnB foram os primeiros a seqüenciar completamente os aminoácidos de uma proteína.

Embora o Genoma e o Proteoma sejam os mais conhecidos, há também um projeto de estudo que mesmo não sendo tão grande, é de muita importância: o estudo dos transcriptomas, ou seja, conjunto de mRNAs.
A análise dos transcriptomas é um novo caminho para se chegar ao proteoma, pois, como o mRNA é sintetizado com base em uma molécula de DNA por meio da transcrição e antes da tradução, se o transcriptoma for estudado e conhecido com detalhes, conseqüentemente também seriam conhecidas as proteínas que são produzidas por ele.
ABSTRACT

Genome is the sum of all the genetic material that forms the living being. It is represented in most creatures by the DNA.

The Human Genome Project gathered many scientists of different countries and specializations with the intention of deciphering the nucleotide sequence of the human DNA, solving the mysteries of the genetic code. This way it would be possible to understand especially the mutations, which still aren’t very understood by the scientists up to date.

In Brazil, the Genome Project is focused on the study of plants, especially the native ones. These studies are being made in many of the universities around the country, such as USP and UNICAMP, that have already mapped the genetic code of the bacteria that causes citrus bacteria canker in some vegetables. 

The excel of this project would enable a huge progress in many areas of medicine and science overall. Certain illnesses could be diagnosed faster and more easily, even before the symptoms appear; pharmaceutical industry would be able to provide efficient and more specific medicines for those illnesses; in the agrarian sciences it would be possible to genetically modify plants so that they acquire resistance to certain herbicides, for example. There are uncountable applications in knowing well the human genetic code, but the project is still on its first steps.

Proteome was the name given first by the researcher Marc Wilkins, and is nothing more than a group of proteins (the organic compounds that are found in greatest number in living cells, formed by amino acids) which are expressed by the genome. But, unlike the genome, the proteome changes constantly because of the many reactions of the organism to the various stimulations.

A gene, which does not change (except in cases of mutations), is capable of codifying many kinds of proteins with different functions, and these same proteins may suffer modifications during its entire path. This is why the cellular differentiation happens because of its proteome, and not because of its genome.

The most used method to extract data from the proteomes, despite of the inaccuracy, is the two-dimensional electrophoresis, in which, on the first dimension, proteins are separated according to their electric charges and to their molecular masses. With this information and part of the amino acid sequence, it is possible to indentify the protein. To try to reduce the limitations of the two-dimensional electrophoresis, this technique has been used together with other ones, such as ones that use mass detectors.

With the identification data of the proteins in hand, the proteome maps are made based on the scanning of the colored dimensional gels and analysis of the images through special programs. These maps enable the fast detection of the proteins that have been affected by various biological factors, such as the effect of medicines in the organism.

The Human Proteome Project does not exist so far. It would be even more complex than the Human Genome Project, because of the modifications that occur easily in proteins. In Brazil, the researches involving proteomes are especially in the federal universities, mostly researching microorganisms. The University of Brasília (UnB) was one of the firsts to research proteomes, in the Laboratory of Biochemistry and Chemistry of Proteins Brazilian Center of Services and Researches in Proteins (CBSP/LBQP), in 1995. The researchers of UnB were the firsts to sequence completely the amino acids of a protein.

Though the Genome and Proteome are the most well-known projects, there is also a project that isn’t as big, but is also very important: the study of the transcriptomes, the group of mRNAs.

The analysis of the transcriptomes é a new way to get to the proteome, because since the mRNA is synthesized based on a DNA molecule by transcription before the translation, if the transcriptome is studied and known in details, consequently the proteins produced by it would be known.
1. O DNA

1.2 FATOS HISTÓRICOS NA PESQUISA DO DNA
O DNA foi descoberto em 1869, por Johann Friedrich Miescher, que buscava saber os componentes do núcleo celular quando encontrou um composto rico em fósforo e nitrogênio resistente à ação da enzima proteolítica pepsina. Esse composto era o DNA, então denominado por Mischer de nucleína, por se encontrar dentro do núcleo. Vinte anos mais tarde, Richard Altmann sugeriu que o nome “nucleína” fosse substituído por “ácido nucléico”, graças ao seu caráter ácido.

Em 1877, Albrecht Kossel descobriu as bases nitrogenadas adenina e guanina, e em 1883, a timina e a citosina. Alguns anos mais tarde, o grupo liderado por ele descobriu a presença de pentose nos ácidos nucléicos.

No ano de 1909, Phoebis Levine e Walter Jacobs constataram que havia dois tipos de ácido nucléico: o ácido desoxirribonucléico (DNA) e o ácido ribonucléico (RNA) e determinaram a ordem em que as moléculas de fosfato, pentose e base nitrogenada estavam unidas no ácido nucléico, o nucleotídeo.

Na década de 1940, várias descobertas quanto à estrutura do DNA foram feitas. Rosalind Franklin descobriu que a molécula de DNA tem a estrutura helicoidal. Erwin Chargaff verificou que, em qualquer DNA estudado, a quantidade de adenina era sempre igual à quantidade de timina, e o mesmo acontecia com citosina e guanina.  

Em abril de 1953, James D. Watson e Francis H. C. Crick elaboraram o modelo de dupla-hélice para a molécula de DNA.

1.2 COMO SEQUENCIAR DNA?
O sequenciamento do DNA é um método que determina a sequência em que os nucleotídeos estão agrupados. Vários métodos podem ser usados para descobrir essa ordem, o mais famoso é o método didesoxi, ou terminador de cadeia, ou ainda Sanger, que consiste na identificação contínua e sequencial do último nucleotídeo adicionado na extremidade da cadeia. O processo acontece com uma fita simples da molécula de DNA, que servirá de molde para a fita complementar.
Para essa reação acontecer, condições apropriadas de pH e temperatura são necessárias, além da presença de DNA polimerase e de quatro nucleotídeos na forma 3’ desoxinucleotídeo trifosfato (dNTPs): dATP, dCTP, dGTP e dTTP, (adenina, citosina, guanina e timina) sendo que um é marcado radioativamente. Também é preciso um fragmento de DNA sintético (XXX), complementar a uma região conhecida (YYY) na extremidade 3’, porque a DNA polimerase atuará apenas no alongamento da cadeia, esse fragmento de DNA é chamado de primer e ele inicia a replicação adicionando os primeiros nucleotídeos. O primer pode ser marcado para identificar onde a síntese ocorreu. A síntese ocorre em 4 reações diferentes, em cada uma,uma pequena quantidade de um dos dNTPs é adicionada, mas em uma forma análoga: 2’, 3’didesoxinucleotídeo trifosfatos.
Quando ocorrem erros no encadeamento desses dNTPs, as polimerases do DNA fazem a correção, retirando o nucleotídeo incorreto no sentido inverso, de 3’ para 5’. Essa propriedade é chamada atividade exonucleotídica 3’->5’.
Esses dNTPs não têm extremidade3’ OH para se ligar ao próximo dNTPs, a síntese ocorre enquanto a DNA polimerase inserir um análogo. Os fragmentos obtidos são conhecidos e separados por tamanho em gel de poliacrilamida individualmente, pois se sabe qual análogo foi adicionado em seu respectivo tubo. Em uma auto-radiografia a cadeia complementar que foi sintetizada pode ser visualizada e assim os nucleotídeos são identificados.
2.  GENOMA
2.1  O QUE É GENOMA?
O genoma é o conjunto de todo o material genético que define um ser vivo. É representado principalmente pelo DNA, na maioria dos seres vivos, e mais raramente pelo RNA, como no caso de alguns vírus. 
2.2  PROJETO GENOMA HUMANO
Em 1985 se iniciou um extenso trabalho com alguns cientistas que queriam detectar mutações em humanos. Além das limitações que os equipamentos ofereciam o mundo da ciência também teve que lidar com dificuldades econômicas, políticas e éticas que o projeto genoma trouxe. 

O objetivo desse estudo é decifrar a sequência de nucleotídeos que a espécie humana apresenta, buscando melhorar os diagnósticos, tratamentos, prognósticos, inclusive estender os resultados para aplicações em plantas, animais, indústrias e de alguma forma em áreas aparentemente distantes como utilização de proteínas na produção de equipamentos eletrônicos.

Oficialmente o projeto foi iniciado em 1990 e teria 15 anos para ser concluído. As metas do programa de seqüenciamento do genoma humano eram: “determinar a ordem, ou seqüência, de todas as bases do nosso DNA genômico; identificar e mapear os genes de todos os 23 pares de cromossomos humanos; armazenar essa informação em bancos de dados; desenvolver ferramentas eficientes para analisar esses dados e desenvolver meios de usar esta informação para estudo da biologia e da medicina.”

Em 2001 o primeiro esboço foi anunciado pelo Projeto e pela empresa norte-americana Celera, que desenvolveram linhas de pesquisa independentes, mas obtiveram resultados semelhantes, ambas previam um total de 30 mil genes e o Projeto estimou um total de 3 bilhões de pares de base.
2.3  O BRASIL E O PROJETO GENOMA
No Brasil, o projeto genoma ganhou destaque mundial nos estudos com plantas, que abriram caminhos para estudos de espécies características do país, sendo observadas pesquisas nas universidades federais.  Universidades como a USP e a UNICAMP já realizaram o mapeamento do genoma da bactéria Xylella fastidiosa que causa o “amarelinho” em algumas culturas de vegetais.
3.  PROTEOMA
3.1  PROTEOMA – UMA VISÃO HISTÓRICA

A palavra proteoma é análoga ao genoma e significa o conjunto de proteínas expressas a partir de um determinado genoma. Este termo é relativamente novo, foi usado primeiramente pelo pesquisador Marc Wilkins, mas já é amplamente utilizado e consagrado existindo congressos científicos especializados na análise de proteomas. Ao contrário do genoma, o proteoma está em constante mudança devido às respostas que podem ser obtidas aos estímulos externos e internos que o organismo pode vir a sofrer.

No entanto, para inserirmos os conceitos gerais de proteoma devemos antes mencionar conceitos de proteínas, já que são elas as responsáveis por grande parte da química celular. A proteína é considerada o composto orgânico mais abundante de matéria viva da célula, é formada por aminoácidos e especializada para diferentes funções biológicas (a informação genética é expressa por proteínas), podendo agir também nas formas de anticorpo e receptores celulares.
 Os níveis de organização molecular de uma proteína é um dos fatores que podemos utilizar para classificá-las, podendo ser classificadas quanto a sua estrutura como primárias, secundárias, terciárias e quaternárias. Se a forma da proteína é alterada a mesma torna-se inativa, a alteração pode advim de alterações de pH, altas temperaturas e outros fatores. 
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      Figura 1: Classificação das proteínas estruturalmente.

3.2  PROTEOMA NÃO É GENOMA
Podemos afirmar que o genoma de um organismo é praticamente constante independendo do tipo celular analisado, tendo é claro exceções.  O mesmo não é correto para o proteoma, o que se pode verificar observando os diversos tipos de células do corpo humano com funções bastante específicas e diferentes entre si, como isso pode acontecer se estas células possuem o mesmo material genético? A explicação é simples. Em cada tipo de célula somente uma porção do total de genes do genoma é capaz de formar proteínas e, após a tradução as proteínas podem passar por alterações químicas não codificadas no genoma, gerando uma diversidade ainda maior de proteínas.

Isso faz com que o proteoma de uma célula do organismo não seja igual ao proteoma de outra célula do mesmo organismo. Logo, a diferença entre as células não está em seus genomas e sim nos seus proteomas. Dos 30.000 genes humanos espera-se que sejam produzidas mais de um milhão de proteínas, assim concluímos que o proteoma provém 
do conjunto de genes que são expressos e também das modificações pós-traducionais das proteínas.
3.3 ANÁLISE DE PROTEOMAS – TIRANDO INFORMAÇÕES DOS PROTEOMAS

Nos projetos proteomicos o objetivo primário é separar e visualizar o máximo possível do proteoma de uma amostra. O principal método para a retirada de informações dos proteomas, apesar de suas severas limitações, é a Eletroforese Bidimensional, ou 2D PAGE. Nesta técnica as proteínas são deslocadas em gel primeiro devido a sua carga elétrica e posteriormente devido a sua massa molecular.

Na primeira dimensão ocorre a focalização isoelétrica, onde o gel, já com a amostra, é submetido a um campo elétrico, desta forma as proteínas de carga positiva migram no gel em direção ao pólo negativo e as de carga positiva migrarão para o pólo negativo. Quando as proteínas atingem o seu ponto isoelétrico elas param de se mover, elas ficam focalizadas. Como cada proteína tem um ponto isoelétrico diferente das outras, formam-se manchas na amostra, cada uma contendo milhões de proteínas do mesmo tipo.

Já na segunda dimensão ocorre um diferente tipo de eletroforese, a fim de separar as proteínas de acordo com sua massa molecular, ou seu tamanho.  Fazendo com que as proteínas se agrupem no gel de acordo com suas cargas elétricas e suas massas moleculares. Então as proteínas podem ser coradas para facilitar a visualização e identificação.

Esta técnica tem benefícios, como por exemplo, separação de misturas bastante complexas de proteínas. E ainda pode dispensar conhecimento prévio de quais proteínas estavam na amostra, pois, muitas vezes é possível identificá-las apenas a partir de uma parte da seqüência conhecendo seu ponto isoelétrico e sua massa molecular, que são as informações obtidas com a 2-D PAGE. Evitando assim que tenha que se identificar todos os aminoácidos que formam a proteína.

Entretanto as limitações impostas por essa técnica também são bastante relevantes. Como a dificuldade de detectar proteínas em menor quantidade, já que mesmo com o aumento da amostra as proteínas em maiores quantidades atrapalhariam a visualização e identificação de proteínas em pouca quantidade. Outro problema é a dificuldade de transição no gel de proteínas muito grandes, que nem sempre migram eficientemente e a sobreposição de proteínas muito pequenas que se movem muito rapidamente durante a segunda dimensão. Há também dificuldade para se analisar proteínas muito básicas, que geralmente requerem técnicas de enriquecimento. Além da desnaturação de algumas proteínas nas duas dimensões, a lentidão do processo como um todo, dificuldades na preparação da amostra que, por exemplo, requer a retirada dos ácidos nucléicos e de sais que poderiam comprometer  o processo de eletroforese. 

Para tentar reduzir as limitações da Eletroforese Bidimensional ela tem sido associada a outras técnicas, como com detectores de massa. Utilizando-se da espectrometria de massas, que separa os íons produzidos por cada átomo ou molécula, é possível se obter resultados mais precisos.  
 Tendo os dados de identificação de proteínas em mãos, são preparados então os mapas de proteoma, que são feitos escaneando-se os géis dimensionais corados e analisando então a imagem através de programas especiais.  Os mapas permitem que pesquisadores identifiquem facilmente as proteínas que são atingidas nos fenômenos biológicos relacionados as diferenças na expressão de proteínas, como o efeito de fármacos e outros assuntos.

3.4 PROJETO PROTEOMA HUMANO

Oficialmente não há registro de um projeto proteoma humano, no entanto pesquisas em todo o mundo caminham nesta direção. Apesar disso, mesmo com a existência deste projeto, as dificuldades seriam imensas, já que possuímos vários tipos de células que podem reagir de maneiras diferentes em condições diferentes. 
No Brasil os estudos envolvendo proteomas se concentram nos laboratórios das universidades federais. Um dos pioneiros nos estudos dos proteomas foi a Universidade de Brasília (UnB) que iniciou seus estudos ainda em 1995, no Laboratório de Bioquímica e Química de Proteínas/ Centro Brasileiro de Serviços e Pesquisas em Proteínas (CBSP/LBQP). Pesquisadores na UnB realizaram o primeiro sequenciamento completo dos aminoácidos de uma proteína. Um dos projetos do CBSP/LBQP é a analise de proteomas de leucócitos humanos, mas também se realiza estudos com veneno de aranha marrom, da jararaca da Amazônia, entre outros.
Já na Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) o estudo é feito com o proteoma do microorganismo que teve seu genoma mapeado na totalidade pelo Brasil. Na Universidade de São Paulo (USP) existe pesquisa se utilizando de informações de proteomas para a fabricação de vacina contra a leptospirose. E na Universidade Federal de Santa Catarina ocorre o estudo do proteoma do T. rangeli, que em humanos pode dificultar o diagnóstico da doença de chagas. Na Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) são quatro projetos principais que trabalham para obter os proteomas do vírus da dengue, do vibrião da cólera, do veneno da jararaca-ilhoa e de uma bactéria fixadora de nitrogênio em plantas.
As pesquisas integram ainda vários laboratórios em duas redes, uma na cidade de São Paulo e outra na cidade do Rio de Janeiro. A rede de São Paulo ainda teve sua montagem atrasada devido a uma alta do dólar na época de sua estruturação, no ano de 2002. Isto aumentava bastante os custos, visto que os aparelhos e materiais eram em sua maioria importados.
4.  TRANSCRIPTOMAS 
Embora o Genoma e o Proteoma sejam os mais famosos, há também um projeto de estudo que mesmo não sendo tão famoso, é de grande importância: o estudo dos TRANSCRIPTOMAS, ou seja, conjunto de mRNAs.
A finalidade de estudar o mRNA é a seguinte: como o mRNA é sintetizado com base em uma molécula de DNA por meio da transcrição e isso ocorre antes da tradução para a síntese protéica, se o transcriptoma for estudado e conhecido detalhadamente, consequentemente também seriam conhecidas as proteínas que são produzidas por ele. 
Essa seria um outro caminho utilizado para realizar estudos sobre o proteoma. A vantagem de usar os transcriptomas para estudar os proteomas é que os experimentos com mRNAs exigem uma tecnologia muito mais simples, porém facilmente automatizável e de larga escala. Além disso, os transcriptomas podem fornecer informações valiosas sobre os genes, “dizendo” quais deles estão ativados e quais estão desativados durante a formação de proteínas.
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Figura 2: Experimento realizado na análise de um transcriptoma.
Mesmo auxiliando muito no estudo dos proteomas, os transcriptomas não podem substituí-los. A correlação entre os níveis de mRNA e os níveis de proteína não é muito alta. O transcriptoma também não tem como fornecer dados sobre possíveis modificações que ocorrem nas proteínas durante a tradução, já que sua análise é feita antes da síntese propriamente dita. Com isso, principal fonte de dados sobre o que ocorre no organismo continua sendo o proteoma.
5.  APLICAÇÕES E PERSPECTIVAS
5.1 PROTEOMA
O estudo dos proteomas está cada vez se expandindo mais. Essa expansão se deve ao amplo campo de aplicações na área clínica, agropecuária e biotecnológica; aplicações estas que despertaram o interesse das indústrias farmacêuticas e universidades, que fazem uso da análise dos proteomas para estudar e entender melhor certas doenças. Tais estudos têm como um dos principais objetivos descobrir proteínas que podem aparecer ou desaparecer, dependendo da condição patológica do indivíduo. O entendimento desses detalhes pode levar a uma maior especificidade no método utilizado para o diagnóstico.
Por exemplo: Se descobrirem que a presença de certa proteína corresponde a uma determinada patologia, esta poderá ser detectada antes mesmo do aparecimento ou manifestação de qualquer sintoma. Como conseqüência, o tratamento será feito com maior antecedência, logo, terá maior eficácia. Devido a esses benefícios, o estudo de proteomas já está sendo usado em pesquisas relacionadas ao câncer, hipertensão arterial, doença de Alzheimer, dentre outras.
Já no ramo da agricultura, a análise de proteomas pode auxiliar na escolha de uma forma diferente de cultivo que torne a plantação mais resistente a uma determinada praga. O estudo do proteoma pode ainda ser usado para que haja maior produtividade.

Outro ramo que também pode avançar muito com o estudo dos proteomas é aquele que lida com alimentos transgênicos para consumo humano. Os organismos geneticamente modificados (OGM) podem ser de origem animal, vegetal ou ainda microorganismos que recebem um ou mais genes que normalmente não possuem por meio de técnicas de clonagem molecular. Esse gene pode, por exemplo, codificar uma proteína que vai proporcionar à planta uma resistência a algum tipo de herbicida, melhorando assim o cultivo desse OGM.
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Figura 3: Transgenia ilustrada de forma representativa micro e macroscopicamente.

Vale lembrar que, mesmo que a proteína seja inofensiva ao homem, os transgênicos não devem ser consumidos desorientadamente, pois não há total garantia de segurança. Como diversos genes sofrem co-regulação (a ativação de um gene acarreta a ativação de vários outros), a produção da proteína citada acima pode aumentar os níveis de outras proteínas dessa planta, causando, portanto, alteração no seu proteoma. Para evitar riscos, esse novo proteoma deve ser cuidadosamente avaliado e assim, certificar-se de que as modificações não causarão efeitos nocivos após o consumo.

5.2 GENOMA
As aplicações das pesquisas relacionadas ao genoma não são muito diferentes das aplicações do proteoma, por isso seria redundante detalhar cada um deles novamente. Porém há alguns pontos que merecem ser comentados.
[image: image5.jpg]



Figura 4: Representação de um genoma sintético.

Além dos trabalhos com melhoramento genético, maior facilidade na conclusão do diagnóstico de doenças genéticas e tratamento mais eficaz de doenças, os estudos sobre o genoma buscam a possibilidade de prevenção de certas doenças multifatoriais através de alterações no código genético. Os cientistas que trabalham nesse projeto acreditam inclusive na possibilidade de curar vícios como o alcoolismo e drogas em geral.
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