Identificacao de Alvos Terapéuticos e de
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RESUMO
Nas ultimas décadas, o desenvolvimento da biologia molecular tem impulsionado a medicina, principalmente na identificagéo de novos
alvos terapéuticos e de diagnéstico. Nas células sdo as proteinas as principais intervenientes responsaveis pelo funcionamento de
todos os processos celulares, desde a sintese de novas moléculas de DNA, a formagéo de RNA e de novas proteinas, ao transporte
de todos os componentes celulares bem como da composicao estrutural da propria célula. Também s&o as proteinas um dos compo-
nentes mais relevantes das vias de sinalizagao entre as células. Estudos apontam para que, normalmente, as proteinas nao funcionem
sozinhas mas em complexos. Dai a importancia de estudar as intera¢des entre proteinas e, por outro lado, encontrar compostos que
interfiram com esses complexos para tratamentos farmacolégicos. Ja existem alguns farmacos com estas caracteristicas. A tricosta-
tina A, um inibidor duma diacetilase de histonas (DH), atua no complexo Proteina Fosfatase 1-DH, sendo um bom alvo na terapia
anti-cancerigena.
Em 1989, de um modo revolucionario para a época, Fields e Songs desenvolveram o Yeast Two Hybrid system (YTH). Este método
baseia-se na genética da levedura Saccharomyces cerevisiae para detetar interagdes entre proteinas. Desde a sua descoberta sofreu
varias modificagdes que permitiram a sua aplicagéo a investigagao translacional. Por exemplo, esta técnica permite fazer um rastreio
em larga escala para determinar que droga pode interferir com uma determinada interagéo proteica. Por outro lado, pode também
utilizar-se para se determinar que proteinas num determinado tecido (por exemplo, cérebro ou testiculo) interagem com a nossa pro-
teina de interesse. Deste modo é possivel desvendar fungdes de novas proteinas, vias de sinalizagdo e funcionamento de tecidos. A
grande quantidade de informagao produzida por esta abordagem é de elei¢ao para a identificagéo e validagao de alvos de diagndstico,
terapéuticos e mesmo desenvolvimento de novos farmacos.
Esta revisdo tem como intuito elucidar o funcionamento do Yeast Two Hybrid system e a sua contribuigdo para a identificagdo de novos
tratamentos farmacoldgicos.

ABSTRACT
In the last decades, molecular biology development was driven medicine, mainly in identification of novel therapeutic and diagnostics
targets. In cells, proteins are the main responsible for the functioning of all cellular processes, from DNA synthesis to RNA and protein
production, transport of cellular components and structural composition of the cell. Proteins are also an important component of signal-
ing pathways between cells. Studies show that proteins normally do not function as singular units but as protein complexes. Understand
protein interactions and discover compounds that interfere with such protein complexes are important to develop new pharmacologic
treatments. There are already some drugs with such characteristics. Trichostatin A, a histone diacetilase, acts in Phosphatase protein
1 — Histone diacetilase complex, being a good target for anti-cancer therapy.
In 1989, in a revolutionary way, Fields and Songs developed the Yeast Two Hybrid system (YTH). This method is based in the genetic
properties of Saccharomyces cerevisiae and allows the detection of protein interactions in vivo. Since its development it suffered a few
modifications that allowed its application in translational medicine. For example, this technique allows a high throughput screening to
assess if a drug can interfere with a protein interaction. In the other hand, YTH can be used to ascertain which proteins interact with
a protein of interest in a specific tissue (for example, brain or testis). Thus it is possible to unveil protein functions, signaling pathways
and tissue functions. The great amount of data produced with YTH allows the identification and validation of diagnostic and therapeutic
targets and also the development of new drugs.
This review has the purpose to clarify the YTH system function and its contribution in identification of new pharmacologic treatments.

INTRODUGAO

Nas ultimas décadas, o avancgo na investigacao clinica
tem sido notavel, com varias areas da ciéncia (incluindo a
biologia molecular, bioquimica e biomedicina) a trabalha-
rem em conjunto para a identificacdo de novos alvos tera-
péuticos e meios de diagndstico com o intuito de melhorar
a intervencao médica. A maior parte da investigacdo tem-se
centrado em proteinas, ja que estas sdo a base funcional
de todas as células. A constituicdo proteica celular é es-
sencial para o correto funcionamento de processos como
a transcrigcdo proteica e transdugao de sinais. Contudo, as

proteinas raramente exercem as suas fungdes como uma
unidade singular, mas sim em complexos multiproteicos.'?
Atualmente, apds uma era de genémica intensa, a identifi-
cacgao de interagbes proteicas, tornou-se crucial para a bio-
medicina moderna, sendo essencial tanto na determinagao
de fungdes de proteinas, como de complexos proteicos?2.
Além disso, a identificacdo exaustiva de interagdes pro-
teicas tornou-se crucial na compreensédo da fisiopatologia
de certas doengas, assim como essencial para explorar o
potencial terapéutico das interagdes identificadas.* 5 Alte-
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ragbes na formagdo de complexos proteicos especificos,
por parte de um farmaco, prevéem-se que seja o futuro da
industria farmacéutica.?®

Tradicionalmente, a descoberta de novos farmacos
foca-se num pequeno numero de moléculas, como por
exemplo os receptores acoplados a proteina G e proteinas
cinase. Estas moléculas, apesar de estarem celular e en-
zimaticamente bem caracterizadas, podem tornar-se ines-
pecificas.® Por exemplo, em pacientes com doenga cardio-
vascular e asma é desaconselhado o uso de b-bloqueantes
em concentragdes elevadas devido a probabilidade de exa-
cerbagéo dos episddios de asma. Isto deve-se a baixa es-
pecificidade do farmaco, que se liga a ambas isoformas do
recetor beta adrenérgico, b, e b,%® Este exemplo demons-
tra a importancia de direcionar a terapia farmacolégica para
alvos mais especificos de modo a diminuir os efeitos se-
cundarios.

Técnicas que permitem o mapeamento de interagbes
proteicas em larga escala tornaram-se cruciais, ndo so6
na investigagcao basica mas também na investigagao bio-
médica e farmacéutica."®® Atualmente, a ferramenta mais
utilizada na detecéao de interagdes proteicas e de interacto-
mas completos é o Yeast two hybrid (YTH, do inglés).’® O
conceito do YTH foi desenvolvido por Fields e Songs nos
finais da década de 80" e rapidamente se tornou um marco
da biologia molecular. Foi a primeira técnica que permitiu
a detecdo de interagdes proteicas num sistema in vivo. A
simplicidade da ideia por detras do principio do YTH ba-
seia-se em duas caracteristicas do sistema de transcrigao
dos eucariotas e no sistema genético da Saccharomyces
cerevisiae. As grandes vantagens do YTH s&o o facto de
ser teoricamente simples de implementar por investigado-
res experientes na area da biologia molecular, passivel de
automatizagdo e mais acessivel que algumas alternativas
bioquimicas, para além de produzir informagéo em larga
esca|a_5,10,12»14

Este artigo tem como objectivo rever o funcionamento
do YTH, as suas aplicagdes na biologia molecular (criagéo
de redes proteicas) e aplicagbes na medicina, mais espe-
cificamente, na identificagdo de novos alvos terapéuticos e
de diagnéstico.

Principio do Yeast Two Hybrid System

Antes do desenvolvimento do YTH as ferramentas dis-
poniveis para a identificagdo e caracterizagao de interagdes
proteicas eram limitadas a métodos bioquimicos, como por
exemplo co-imunoprecipitagdo. Estas ferramentas neces-
sitam de grandes quantidade de proteina purificada, o que
pode ser dificil de obter, e produzem dados limitados na
determinagao de interagdes proteicas.

O YTH explora as caracteristicas dos fatores de trans-
cricdo eucariotas e a genética da levedura S. cerevisiae.
Nos eucariotas, os fatores de transcrigdo sdo compostos
por dois dominios funcionalmente distintos, o dominio de
ligagdo ao ADN e o dominio de ativagdo. A transcrigdo de
um gene s6 acorre quando os dois dominios estdo proxi-
mos e se ligam ao promotor, ndo sendo necessario que
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estejam ligados no mesmo polipeptideo. Inspirados por es-
tas duas caracteristicas, Fields e Songs, propuseram uma
ideia aparentemente simples para a detecéo de interagdes
proteicas. O principio basico é fundir cada uma das prote-
inas cuja interagao se pretende estudar, X e Y, ao dominio
de ligagcao ao ADN e ao dominio de ativacdo de um fator de
transcrigao, respectivamente. Gal4 é o fator de transcricéo
mais frequentemente usado na levedura. A presencga de ga-
lactose no meio de crescimento € o estimulo para ativagéao
do fator de transcricdo Gal4. Se as proteinas X e Y intera-
girem, Gal4 torna-se funcional, o que leva ao recrutamento
da RNA polimerase Il para a regido promotora do gene da
beta galactosidade. Como consequéncia a enzima beta ga-
lactosidade é expressa e a galactose degradada. Por sua
ve , a galactose degrada na presenca de X-Gal, produz um
substrato colorido (azul) identificado, assim, uma intera-
¢ao proteica. Se ndo ocorrer interagao proteica, Gal4 nao
se torna funcional, mesmo na presenca de galactose, € a
transcricdo do gene da beta galactosidade n&o ocorre.?™
517 A grande vantagem do YTH é o facto de ser possivel re-
alizar um rastreio em larga escala de uma biblioteca de ex-
pressao (genes codificantes de um conjunto de proteinas),
com o objectivo de identificar varias interagdes proteicas
de uma proteina em particular. Neste caso uma proteina
especifica, isco, é rastreada contra todas as proteinas ex-
pressas num tipo de célula, tecido, 6rgdo, ou organismo
especifico.2'%1718 Na Fig. 1 esta ilustrado o rastreio de uma
proteina de interesse contra uma biblioteca de expressao
especifica.

Atualmente, apesar da utilidade do YTH, existem algu-
mas limitagdes que podem afetar os resultados. Um dos
grandes desafios ainda a ser ultrapassado no YTH é a pos-
sibilidade de ocorréncia de falsos positivos e falsos negati-
VOS.

Falsos negativos séo interagdes que ocorrem no am-
biente natural das proteinas mas que passam desperce-
bidas no rastreio. Podem surgir devido a uma incorreta
conformacgao da proteina de fusdo ou por incapacidade de
serem transportadas para nucleo (onde ocorre a ativagao
da transcri¢do).? O facto da S. cerevisiae ndo ser capaz
de realizar algumas modificagdes pds-traducionais essen-
ciais para a interagdo, como por exemplo fosforilagdes no
residuo aminoacil de tirosina, também contribui para o nu-
mero de falsos negativos.'® Porém, atualmente existem téc-
nicas que permitem contornar algumas destas limitagdes
do YTH. Para compensar a auséncia de modificagbes pos-
-traducionais, co-expressdo de modificadores, como por
exemplo tirosina cinases, podem ser usados para estudar
vias de transdugao de sinal.'>1617

Por outro lado, falsos positivos séo interagdes que ocor-
rem apenas no contexto do YTH e séo fisiologicamente ir-
relevantes. A maior fonte de falsos positivos deve-se a ele-
vada expressao proteica na levedura que leva a interagdes
forcadas e a proteinas que ativam a expressdo do gene
reporter por si s6.2'%'8 O ultimo problema pode ser elimina-
do através do uso de varios genes reporter com promotores
diferentes.®2° Qutro factor que contribui para os falsos po-
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Fig. 1 - Representacdo esquematica do Yeast Two Hybrid System.
Uma proteina conhecida, isco, € introduzida num vector que contém

o gene para o dominio de ligagédo (DL) ao ADN do fator de transcri-

¢do. De seguida, o vetor é transformado numa estirpe de levedura especifica. Paralelamente, uma biblioteca de ADN complementares
de um tecido ou organismo especifico, presa, € introduzido num vetor que contém o dominio de ativagao (DA) do fator de transcrigao e
transformado numa estirpe de levedura capaz de reproduzir-se sexuadamente com a estirpe do vetor que contém o isco. Apos a repro-
dugdo sexuada, qualquer presa que interage com o isco leva a reconstituigdo do fator de transcricdo e consequentemente a transcrigdo
de um gene reporter. Assim, as proteinas que interagem com o isco sdo identificadas.

sitivos é o facto de num ambiente fisioldgico, as proteinas
nem sempre serem expressas no mesmo compartimento
subcelular ou no mesmo estagio de desenvolvimento ce-
lular. Assim sendo, para confirmar a interagéo entre pro-
teinas, a combinagcdo de dois ou mais métodos deve ser
sempre encorajada,?3'%2' sendo para isso usados métodos
bioquimicos, como por exemplo co-imunoprecipitagéo, e/
ou métodos bioinformaticos.

Aplicagées do Yeast Two Hybrid System: redes protei-
cas e bases de dados.

A contribuicdo do YTH para a biologia molecular e bio-
medicina esta refletida nas inumeras redes proteicas cria-
das a partir de dados obtidos por YTH. Helicobacter pylori,
Saccharomyces cerevisiae, Drosophila melanogaster, Ca-
enorhabditis elegans e Plasmodium falciparum s&o alguns
dos organismos em que o YTH foi usado para desvendar
redes de interagdes proteicas.>?'?6 Mais interessante ainda
€ 0 uso do YTH para desvendar o interactoma humano. Ja
foram realizados alguns rastreios sub-genédmicos (genoma
parcial) com o objectivo de explorar a inter-conetividade
proteica humana.'®? No estudo realizado por Rual, et al.,
foram rastreadas aproximadamente 7000 proteinas resul-
tando em aproximadamente 2800 interagbes, sendo que
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300 eram novas interagdes associadas a patologias.>'® No
trabalho de Stelzl, foram caracterizados dois novos fatores
que afetam a via de sinalizagdo Wnt, envolvida na embrio-
génese e carcinogénese, demonstrando a importancia do
YTH na identificacdo de novas proteinas com potenciais
papéis em patologias.?” Bases de dados de interagdes pro-
teicas disponiveis, como IntAct e MINT refletem também a
importancia do YTH, sendo que aproximadamente meta-
de das interagbes presentes nestas bases de dados foram
identificadas por este método.?

Em Portugal, o YTH ja € uma ferramenta de investiga-
¢ao usada ha alguns anos.?*% Atualmente, o laboratério de
Transdugéo de Sinais do Centro de Biologia Celular da Uni-
versidade de Aveiro desenvolve trabalho com o objectivo
de identificar o interactoma de duas proteinas no testiculo
envolvidas na aquisi¢cdo de mobilidade do espermatozoide,
a PPP1 e a TCTEX1D4.%03' Nas neurociéncias, o interacto-
ma da PPP1 em cérebro também esta a ser alvo de inves-
tigagdo.?®

Yeast Two Hybrid System: desvendando a complexida-
de do espermatozoide

A versatilidade da aplicagdo do YTH permite que seja
usado na identificagdo de novos alvos terapéuticos em
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diversas patologias, como por exemplo infertilidade mas-
culina. Atualmente em Portugal a taxa de infertilidade em
casais em idade reprodutora € de aproximadamente 15%.
Apesar de ndo existirem dados concretos, fatores mas-
culinos, como mobilidade reduzida dos espermatozoides,
aparenta ser uma das razdes predominantes (30%).323 O
espermatozoide € uma célula altamente especializada que
tem como objectivo percorrer o sistema reprodutor feminino
e fertilizar o odcito. Curiosamente, no espermatozoide, al-
teracdes da expressdo genética ndo sédo responsaveis pela
aquisicdo de caracteristicas funcionais, como por exemplo,
mobilidade, ja que sédo virtualmente desprovidos de trans-
cricdo. Assim é possivel afirmar que as modificagbes fun-
cionais que o espermatozoide sofre ao longo da sua matu-
ragao no epididimo sao resultado de alteragdes no interac-
toma, ou seja, alteragdes de complexos proteicos, ativagéo
de proteinas e inibicdo de outras.

O primeiro passo para a compreensao do funcionamen-
to do espermatozoide é a determinagéo do proteoma e do
interactoma desta célula, sendo o YTH o método de elei¢cao
para tal. Alguns esforgos tém sido feitos nesse sentido, no-
meadamente com o trabalho de Fardilha, et al.3*3' Contudo
ainda existem muitas mais proteinas para serem identifica-
das, particularmente em espermatozoides normais versus
espermatozoides disfuncionais. A identificagcdo de protei-
nas especificas do espermatozoide e, consequentemente,
complexos proteicos uUnicos (normal ou disfuncional) sdo
6timos candidatos para intervengéo farmacoldgica e diag-
noéstico de diversas patologias, como por exemplo asteno-
zoospermia.®>* Um bom exemplo da importéncia da apli-
cacgdo do YTH na identificacdo de novos alvos terapéuticos
é a fosfo proteina fosfatase 1 (PPP1 do inglés phospho
protein phosphatase 1). Esta proteina tem apenas 4 iso-

‘ PPP1

Regulador inibitério da
PPP1

P

. Farmaco disruptivo

Farmaco promotor

Cabega do epididimo

formas para desempenhar inUmeras fungdes em diversos
tecidos, demonstrando que o mecanismo de controlo da
atividade catalitica da PPP1 reside nas proteinas com que
interage. Foi demonstrado por Smith, et al. e Vijayaragha-
van, et al. que uma isoforma especifica de espermatozoide,
a PPP1CC2, tem um papel preponderante na motilidade
do espermatozoide, ja que a atividade desta fosfatase é
maior em espermatozoides iméveis, quando comparada
com espermatozoides moveis.**” Globalmente ja foram
identificadas inumeras interagbes proteicas para a PPP1
usando o YTH, sendo que quatro s&o especificas do esper-
matozoide, tornando estes complexos proteicos excelentes
alvos terapéuticos e de diagnéstico. O facto da intervencéo
farmacologica, a este nivel, ser especifica para o esper-
matozoide, e ndo interferir com a produgdo dos mesmos,
nem com a sintese hormonal, reduzindo assim os riscos
de efeitos secundarios, torna este modelo atrativo para o
desenvolvimento de alvos farmacoldgicos para a infertilida-
de masculina ou para o desenvolvimento de contraceptivos
masculinos seguros. Tendo em conta que, atualmente, as
Unicas opgdes de contracepgao masculina sdo a vasecto-
mia e o preservativo, o potencial mercado para um novo
contraceptivo masculino a nivel mundial é enorme, estando
envolvidos milhdes de euros.*? Atualmente, na vertente cli-
nica, o diagnostico de infertilidade masculina baseia-se em
testes basicos como concentragéo, motilidade e morfologia
dos espermatozoides,®® excluindo fatores funcionais, e as-
sim levando a que muitos casos de infertilidade masculina
sejam classificados como idiopaticos. O diagndstico focado
em caracteristicas funcionais, como por exemplo, comple-
X0s proteicos essenciais na aquisicao de mobilidade dos
espermatozoides (PPP1CC2/12-L/GSK-3; PPP1CC2/PP-
P1R11; entre outros) podem ser parte da solugdo para um

Nl

Cauda do epididimo

Fig. 2 - Modelo para interagao farmacoldgica com base em complexos proteicos da PPP1 e seus reguladores.

Teoricamente ao interferir com complexos proteicos da PPP1, é possivel controlar a mobilidade dos espermatozoides. Se a interagdo da
PPP1 com os seus inibidores é promovida, o espermatozoide esta mével. Na situagéo inversa, quando a interagao da PPP1 e seus ini-
bidores é impedida o espermatozoide é imovel. Assim, os complexos proteicos sdo proeminentes alvos terapéuticos para a infertilidade

masculino e/ou contracepgao masculina.
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diagndéstico mais objectivo e preciso de infertilidade mas-
culina.®? A intervengdo farmacoldgica com base em com-
plexos proteicos da PPP1 e seus reguladores, maioritaria-
mente inibidores, seria no sentido de interferir com esses
complexos de modo a favorecer ou impedir determinadas
interacdes proteicas. No caso de impedir a interagao protei-
ca entre a PPP1 e seus inibidores estariamos perante um
tratamento para a infertilidade masculina. No caso contra-
rio, o espermatozoide ficaria imével e estariamos perante
um novo contraceptivo masculino. Na Fig. 2 estd ilustrado
o modelo de intervengéo farmacoldgico com base em com-
plexos proteicos da PPP1 e seus inibidores.

Futuro

As redes proteicas sdo cada vez mais essenciais para a
compreensao de sistemas celulares complexos, como por
exemplo vias de sinalizagdo. Conhecimento das interagdes
proteicas sdo a chave para a compreenséo de processos
fisiolégicos e principalmente de patologias, permitindo as-
sim uma intervengao especifica. Apesar de até a data o co-
nhecimento adquirido sobre interagdes proteicas ter sido
notério, ainda existe um longo caminho a percorrer, ja que
a identificacdo e analise de todas as interagdes proteicas
esta longe de estar completa e compreendida.® E espera-
do que existam aproximadamente 250 000 interagdes no
proteoma humano.® O YTH é um método de eleigdo para,
no futuro, ser possivel construir o interactoma humano.?® O

REFERENCIAS

1. Petschnigg J, Snider J, Stagljar |. Interactive proteomics research
technologies: recent applications and advances. Curr Opin Biotechnol.
2011;22:50-8.

2. Suter B, Kittanakom S, Stagljar I. Two-hybrid technologies in proteomics
research. Curr Opin Biotechnol. 2008;19:31-323.

3. Auerbach D, Thaminy S, Hottiger MO, Stagljar I. The post-genomic
era of interactive proteomics: facts and perspectives. Proteomics.
2002;2:611-23.

4. Lentze N, Auerbach D. The yeast two-hybrid system and its role in drug
discovery. Expert Opin Ther Targets. 2008;12:05-515.

5. Ruffner H, Bauer A, Bouwmeester T. Human protein-protein interaction
networks and the value for drug discovery. Drug Discov Today.
2007;12:709-16.

6. Gomperts B, Kramer |, Tatham P. Signal Transduction. 2.ition. New
York: Elsevier; 2009.

7. Sanfiorenzo C, Pipet A. Facteurs déclenchants : médic drugs]. Rev Mal
Respir. 1;28(8):1059-70.

8. Talbert RL, Wells B, Dipiro J, Schwinghammer T, Dipiro C.
Pharmacotherapy Handbook edition. New York: McGraw Hill Medical;
2008.

9. Charbonnier S, Gallego O, Gavin AC. The social network of a cell: recent
advances in interactome mapping. Biotechnol Annu Rev. 2008;14:1-28.

10. Rual JF, Venkatesan K, Hao T, Hirozane-Kishikawa T, Dricot A, Li N,
et al. Towards a proteome-scale map of the human protein-protein
interaction network. Nature. 2005;437:1173-8.

11. Fields S, Song O. A novel genetic system to detect protein-protein
interactions. Nature. 1989;340:245-6.

12. Ratushny V, Golemis E. Resolving the network of cell signaling
pathways using the evolving yeast two-hybrid system. Biotechniques.
200;44(5):655-662.

13. Topcu Z, Borden KL. The yeast two-hybrid system and its pharmaceutical
significance. Pharms. 2000;17(9):1049-55.

431

YTH cada vez mais tera um papel preponderante na com-
preensdo da fisiopatologia de certas doengas, como por
exemplo, infertilidade masculina®? e doengas neurolégicas?®
e permitira identificar novos alvos terapéuticos.

Com a identificagdo de interagdes proteicas, quer por
YTH, quer por métodos complementares, como imunopre-
cipitagcdo acoplada a espectroscopia de massa, as possibi-
lidades de intervengéo farmacolégica séo vastas. Contudo,
até ao momento, apenas um pequeno numero de farmacos
capazes de interferir complexos proteicos foram identifica-
dos.5 Ainda assim, dois complexos da PPP1 estdo a ser
alvos de ensaios clinicos, PPP1-GADD34 e PPP1-DH6: o
primeiro (salubrinal) inibe a replicagéo do virus Herpes sim-
plex e o segundo (tricostatina A) tem ag&o em terapia anti-
cancerigena, no cancro da préstata e em glioblastoma.*04!
Assim, o futuro parece promissor para farmacos que atuam
via complexos proteicos formados por PPP1 e seus regula-
dores.*?
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