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RESUMO 

 

Abordagens proteômicas revolucionaram a análise de amostras biológicas por permitir a identificação de padrões ainda 

não caracterizados de expressão de proteínas e/ou suas interações e modificações pós-traducionais em diferentes 
tecidos, como a placenta ou em embriões e fetos em diferentes estágios de desenvolvimento. Esta nova fronteira de 

conhecimento se 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 eletroforese bidimensional (2D-
PAGE) associada à espectrometria de massas (MS) 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. 
 

PALAVRAS-CHAVE: Análise de proteínas. Espectrometria de massas. Bioinformática. Eletroforese bidimensional. 
 

 

 

 

 

SUMMARY 

 

Proteomic approaches on the analysis of biological samples leaded to outstanding research allowing the identification of 
non- characterized protein expression and its role on protein interactions and post-translational modifications during 
embryonic development or as a consequence of pathological states. This new frontier of knowledge is, nowadays, an 
essential contribution to the elucidation of biological problems, by providing information that can not be obtained by 
other target drived methods. This review highlights the new perspectives of proteomics studies based on bidimensional 
eletrophoresis (2D-PAGE) associated to mass spectrometry (MS) analytical methods on placenta, embryonic 
membranes and embryo evaluation, with emphasis on comparisons between normal and diseased tissues consequent to 
reproductive biotechnologies manipulation. 
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INTRODUÇÃO 

 

Enquanto o genoma representa a soma de todos os 
genes de um indivíduo, o proteoma, ao contrário, não é 

uma característica fixa de um organismo. O proteoma é 

a expressão protéica do genoma de um determinado 
organismo ou tecido, modificando-se de acordo com o 
estado de desenvolvimento do tecido ou ainda de 
acordo com as condições ambientais nas quais o 

individuo se encontra. Assim, fenômenos como 

splicing alternativo de RNA e modificações protéicas 

pós-traducionais levam a existência de mais proteínas 

no proteoma do que genes no genoma, especialmente 
para eucariotos (DI CIERO & BELLATO; 2003). 

O termo proteoma foi proposto por WILKINS & 
WILLIANS (1994) para descrever o estudo do 
conteúdo de proteínas expressas por um genoma ou, no 

caso de organismos multicelulares, ao complemento 
protéico expresso por um tecido ou por células 

diferenciadas (WILKINS et al., 1996). Após a euforia 

provocada pelo sequenciamento dos genomas de vários 

organismos, a comunidade científica percebeu que, 

para se compreender a função gênica em toda sua 

plenitude, era necessário o estudo em larga escala das 

proteínas por ele expressas. Constatou-se que, embora 
importante, a análise das sequências de nucleotídeos 

nem sempre refletem uma relação direta com sua 

expressão protéica e, consequentemente, de atividade 

biológica (GYGI et al., 1999).  
Dessa forma, o estudo do proteoma permite a 

identificação, caracterização funcional e a interação 

entre proteínas essenciais para a célula. Posteriomente 
esse tipo de estudo foi estendido a outras biomoléculas. 

Esses esforços deram origem às abordagens 

denominadas �ômicas� como a transcriptômica, 

lipidômica e metabolômica, respectivemente, o estudo 

das proteínas transcritas, ácidos graxos, vias 
metabólicas, e assim por diante. Atualmente, os 

subconjuntos de metabolômica estão evoluindo como a 

lipidômica, glicômica e fluxômica, com o objetivo 

final de integrar o quadro das �ômicas� por meio do 

interactoma de genes transcritos, proteínas e 

metabólitos representantes da complexidade da função 

celular (DENNIS, 2009).  
O objetivo inicial de um estudo proteômico é a 

identificação em larga escala de todas as proteínas 

presentes em uma célula ou tecido. Atualmente, a 

proteômica tem sido empregada para analisar misturas 
cada vez mais complexas de proteínas 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 se insere o estudo do proteoma de 

embriões e anexos embrionários, utilização de métodos 

analíticos como os géis de eletroforese bidimensional 

(2D) a espectrometria de massas (MS), a complexidade 
do embrião e aspectos desconhecidos do processo de 

embriogênese começam a ser revelados. O interesse 

por  esses  estudos  deve-se  a  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 nessa fase gestacional, a 
análise das modificações protéicas pós-traducionais, 
interações proteína-proteína, existência de isoformas, 

atividade e estrutura das proteínas presentes nos 

tecidos embrionários e 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.  Nesse sentido, as aplicações da proteômica 

deverão rapidamente impactar métodos de avaliação da 

fertilidade e de diagnóstico de infertilidade nos animais 
e humanos, assim como, podem levar à otimização de 

protocolos reprodutivos relacionados à cultura de 

embriões e oócitos, seleção de oócitos para fertilização 

in vitro e de embriões para transferência com a 

utilização de biomarcadores para o diagnóstico de 

infertilidade (FERREIRA et al., 2010).  
No estudo da placenta e membranas embrionárias, 

essa abordagem vem revelando a complexidade das 
estruturas responsáveis pela manutenção e 

desenvolvimento do embrião, desde a fase pré-
implantacional até o final da gestação. A formação da 

placenta,  a qual interliga o feto em desenvolvimento 
ao corpo da mãe, é uma característica essencial da 

gestação em mamíferos. O desenvolvimento da 

placenta e sua 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, dentre essas a maturação placentária é tida 

como 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). Assim, as 
proteínas controlam a maioria dos processos celulares, 

as 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. Além disso, a 

compreensão do envolvimento das proteínas na 
organogênese e diferenciação celular deverão ter 

aplicação no campo da terapia celular, com a 

identificação de proteínas e fatores de transcrições 

envolvidos nesse contexto, os quais podem também, 

potencialmente, ser utilizados como biomarcadores de 
tal processo (POTTEN et al., 1997). 
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PROTEOMA DO EMBRIÃO 

Ao contrário do que ocorre com o genoma 

relativamente estático e idêntico nas células somáticas 

de um organismo, o proteoma em embriões encontra-se 
em estado dinâmico, respondendo a estímulos externos 

e internos (GODOVAC-ZIMMERMANN & BROWN, 
2003). A grande diversidade de proteínas controla os 

processos celulares, em forma de enzimas, anticorpos, 
hormônios, componentes estruturais, fatores de 

transcrição e receptores celulares (D�SOUZA et al., 

2000; AEBERSOLD & MANN, 2003). Assim, o 
estudo do proteoma nessas amostras biológicas de 

origem embrionária permitiriam apreciar o efeito da 

regulação da expressão gênica que ocorre pós-
transcrição e pós-tradução, fornecendo numerosos 

esclarecimentos quanto à sua função biológica e 

envolvimento nos processos metabólicos intracelulares 

envolvidos na diferenciação tecidual (HOOGLAND et 

al., 1999; FEY; LARSEN, 2001; ISFORT, 2002; 
WOLF et al., 2003; CHAZE et al., 2008; SUTOVSKY, 
2009), as quais de maneira freqüente não poderiam ser 
detectadas em análises quantitativas de RNAm (GYGI 

et al., 1999). Espera-se assim, com uso de ferramentas 
proteômicas, proporcionar a caracterização abrangente 

de biomarcadores indicativos do estado de 
desenvolvimento embrionário e relacionados à 
sanidade do ambiente materno-fetal (WOLF et al., 
2003; RIDING et al. 2008 a; DEGRELLE et al., 2009; 
BELLIDO et al., 2010), às patologias congênitas 

(NATH et al., 2009), à embriotoxicidade (USAMI et 

al., 2008) e à viabilidade embrionária (KATZ-JAFFE 
et al., 2009; ROYÉRE et al., 2009, DEGRELLE et al., 

2009).  
 

PROTEÔMICA 

Nesse artigo vamos nos restringir à descrição da 

estratégica proteômica por meio da utilização da 

eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida 
(2D-PAGE) combinada à espectrometria de massas 
(MS) com fonte de ionização por electrospray (ESI) ou 

ionização e dessorção a laser assistida por matriz 

(MALDI) (HAGER, 2004). As técnicas de ESI e 

MALDI são consideradas formas brandas de ionização 

de moléculas biológicas de alto peso molecular. O 
termo �ionização branda� significa que os íons 

formados possuem baixa energia interna, o que permite 
a observação de espécies iônicas moleculares com 

pouca ou nenhuma fragmentação Após a ionização, as 

moléculas carregadas devem ser separadas por seus 

valores de massa-carga (m/z) em um ou mais 
analisadores de massas, como os do tipo tempo-de-vôo 

(TOF) ou quadrupolo  (ROCHA et al., 2005).  
Na ionização do tipo MALDI, resumidamente, a 

solução contendo a amostra é misturada a uma solução 

super-saturada de matriz orgânica, colocada sobre uma 

placa metálica e bombardeada por um feixe de laser de 

alta potência com comprimento de onda 

correspondente ao máximo de absorção de matriz, 

resultando em íons em fase gasosa que seguirão para o 

analisador de massas (KNOCHENMUSS & ZENOBI, 
2003). Após dessorvidos da matriz, os íons são 

acelerados sob alto vácuo por meio da aplicação de um 

potencial diferencial  (entre 15-30 kV). Se o analisador 
foi do tipo TOF, o tempo necessário para atingir o 

detector é proporcional a tensão aplicada e a relação 

aplicada m/z dos íons (PIELES et al., 1993; DATTA & 

PIHUR, 2010).  
Na ionização por ESI, a solução contendo os 

analitos atravessa um capilar metálico, no qual é 

aplicada alta voltagem. Forma-se então um spray 

contendo gotículas contendo alta densidade de cargas 
(positivas ou negativas), as quais são evaporadas com 

auxílio de fluxo de nitrogênio aquecido. Com a 

evaporação do solvente contido nas gotículas, a alta 

densidade de cargas culmina num evento de explosão 

coulômbica, causando a "ejeção" dos íons para a fase 

gasosa (GROSS, 2004). 
A eletroforese 2D-PAGE é uma ferramenta 

bastante tradicional em estudos proteômicos, com o 

objetivo de isolar as proteínas em spots de acordo com 
seu ponto isoelétrico e peso molecular, para dessa 

forma, identificá-las para posteriormente relacioná-las 
a sua atividade biológica (O�FARRELL, 1975; 

ROCHA et al. 2005; GORG et al., 2004). A 2D-PAGE 
tem um grande poder de resolução quando se trata de 

proteínas intactas e tem sido também utilizada para 

diferenciar isoformas e estados modificados das 
proetínas (MOTOYAMA, 2008).  

Como método de separação de proteínas que 

antecede a MS com fonte de ESI, geralmente utiliza-se 
a cromatografia líquida (THIEDE et al., 2005). Dessa 

maneira, após a separação das proteínas por meio da 
eletroforese 2D-PAGE, os spots presentes no gel são 

recortados, purificados e submetidos à digestão tríptica 

para obtenção dos peptídeos e sua posterior análise por 

MS, permitindo a identificação e quantificação das 

proteínas de maneira ainda mais acurada (PANDEY & 
MANN, 2000; GYGI et al., 1999; TYERS & MANN, 
2003; DEGRELLE et al., 2009). Além de HPLC, novas 

estratégias visando separação mais rápida e eficiente 

têm surgido, principalmente em consequência a 

necessidade de análise de amostras complexas, onde 
uma mistura de muitas proteínas pode ser encontrada 

(THIEDE et al., 2005, MOTOYAMA, 2008). Uma das 
técnicas de separação cromatrográfica mais rápida e 

eficiente é a cromatografia líquida de ultra-
performance (UPLC), por permitira eficiente separação 

de pequenos fragmentos protéicos para posterior 

análise por MS (WASHBURN et.al., 2001; PENG 

et.al., 2003). Por UPLC ESI-MS uma mistura 
complexa de peptídeos é carregada diretamente numa 

coluna bifásica microcapilar com uma matriz de troca 

catiônica forte e outra de fase reversa em sequência. A 

coluna bifásica microcapilar é colocada diretamente em 

linha com o espectrômetro de massas, caracterizando a 

fragmentação em peptídeos em tandem MS 
(HERNÁNDEZ, 2009). Esse tipo de estudo proteômico 

é denominado de proteômica shotgun (MOTOYAMA, 
2008).  

Por vezes, a detecção de espectros de massas é feita 

mais de uma vez, sendo então denominados UPLC 

MS/MS, MALDI-TOF MS/MS, ou por vezes, quando 
as detecções são feitas n repetidas vezes, utiliza-se a 
denominação MS

E. O objetivo nesse caso é aumentar 
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ainda mais a acurácia do método, principalmente em 

amostras complexas e em pequenas quantidades 
 

ESTUDOS ENVOLVENDO PROTEÔMICA EM 

PLACENTAS E MEMBRANAS EMBRIONÁRIAS 

E FETAIS 

 
A análise proteômica de placenta, anexos 

embrionários e do próprio trato reprodutivo tem sido 

utilizada com diferentes objetivos. Vários são os 

exemplos que podemos encontrar na literatura.  
Em bovinos, a análise das proteínas contidas no 

líquido amniótico pode ser importante para a avaliação 

do ambiente materno-fetal e do estado de 
desenvolvimento do feto provenientes de monta natural 
ou de protocolos de fertilização in vitro (FIV) e 
transferência nuclear. Foi observado o aumento dos 

níveis de proteína antimicrobial catelicidina bovina 

(CAMP) identificada e quantificada por 2D-PAGE 
associada a mass fingerprinting MALDI-TOF MS em 
amostras de fetos produzidos por FIV. Esse fato 
poderia estar relacionado a alterações da função 

placentária ou do desenvolvimento fetal (RIDING et 

al., 2008). 
A abordagem proteômica foi utilizada para 

examinar as diferenças na expressão protéica em 

amostras de placenta humana de fetos gerados por 
procedimentos de tecnologia de reprodução assistida 

(ART- assisted reproductive technologies ) 
comparando-os a fertilização normal.  No total, 20 
proteínas foram identificadas por MALDI-TOF MS, 
incluindo proteínas envolvidas no transporte da 

membrana, metabolismo de ácidos nucléicos, resposta 

ao estresse e do citoesqueleto. No grupo, ART foram 
identificadas anexina 3, heterogeneous nuclear 

ribonucleoproteins (hnRNP) C1/C2, nucleosome 

assembly protein1 (SNAP 1), ferritin light polypeptide-

like (FTL) e ATP synthase alpha-subunit gene 
(ATP5A) e relacionadas a alterações nas funções 

placentárias nesse grupo (ZHANG et al., 2008). 
Em outro estudo, identificou-se o aumento de 12 

proteínas em vilosidades placentárias humanas com 

perda precoce de gestação (early pregnancy loss - 
EPL). Essas proteínas parecem ser relacionadas com os 

processos envolvidos na rede de sinalização e 

regulação da atividade celular, tais como defesa da 
célula contra espécies reativas a oxigênio (reactive 

oxygen species � ROS), diferenciação, proliferação, 

metabolismo, transcrição, apoptose e proteólise. 

Anomalias significativas na estrutura tridimensional de 
algumas dessas proteínas foram observadas (LIU et al., 

2006). 
Alguns resultados sugerem que a má formação da 

placenta de suínos clonados possa ser causada por 

apoptose de células de placenta.  Uma expressão 

diferencial de 43 proteínas foi encontrada, muitas delas 

relacionadas a apoptose, revelando a importânica do 

estudo proteômico para a compreensão da 

fisiopatologia dessa condição (LEE et al., 2007). 
Em outro estudo, a neurocinina B (NKB) estava 

aumentada na placenta em situações de pré-eclâmpsia. 

A NKB elevada foi capaz de reduzir por sua vez a 
expressão de 20 proteínas em culturas de 

citotrofoblastos. Quatro dessas proteínas foram 

envolvidas em vias de defesa antioxidantes, enquanto 
duas possuem função de inibição da coagulação 

intravascular, levando a conclusão que a NKB pode 
contribuir para a patogênese da pré-eclâmpsia 

(SAWICKI et al., 2003). 
Amostras de placentas humanas normais e 

pacientes com pré-eclâmpsia foram estudadas com o 

auxílio 2D-PAGE e 2D-imunoblotting.  A partir dessa 
análise, a dinactina p-50, proteína relacionada ao turn 

over celular foi identificada e relacionada a pré-
eclâmpsia e a níveis de severidade da doença (MINE et 

al., 2007). 
A aplicação prática da clonagem animal por 

transferência nuclear de células somáticas (TNCS) tem 

apresentado uma baixa taxa de sucesso. Foi utilizada 
uma abordagem proteômica utilizando 2D-PAGE e MS 
para se avaliar uam possível disfunção placentária em 

TNCS. Foram utilizadas placenta originadas de TNCS 
com morte pós-natal do feto comparendo-se a 
placentas normais originadas de inseminação artificial. 

Na comparação, 33 spots de proteínas estavam 

diferencialmente expressas nas placenta TNCS. A 
proteína TIMP-2 (Metalloproteinase inhibitor 2) foi 
encontrada em maior quantidade em placentas 
derivadas de TNCS, proteína esta que está relacionada 

à matriz extracelular e remodelação tecidual durante a 

prenhez. Os resultados revelaram perfis protéicos 

modificados nas placentas TNCS, o que resultaria em 
perdas fetais (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 serão 

fundamentais para compreender as diferenças 

morfofisiológicas entre placentas normais e aquelas 
presentes em conceptos gerados por outras técnicas de 

biotecnologia, o que resultará no aprimoramento dessas 

últimas. Embora a análise proteômica seja de alta 

complexidade em células e tecidos eucarióticos, essa 

abordagem tem se disseminado e contribuído para a 

compreensão do papel das proteínas em particular na 

placenta e no embrião. As abordagens �ômicas� pode 

se relacionar, espelhando a complexidade celular e 
levando a elucidação de redes complexas de integração 

de vias metabólicas e o interactoma de genes 
transcritos, proteínas e metabólitos, que fazem parte da 

função celular. 
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