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A QUIMICA ANALITICA DO PROTEOMA

» Resumo

Dentre os inGmeros desenvolvimentos recentes na area de Biociéncias, um dos
programas que ocasionou maior impacto no mundo cientifico internacional na dltima
década foi, sem duvida, o denominado Projeto Genoma. Entretanto, o avanco recente
na elucidacdo do Genoma Humano demonstrou que este programa, per se, ndo
deveré elucidar algumas das principais dividas existentes nesta area do conhecimento.
Uma das razdes foi a descoberta de que o Genoma Humano possui um ndmero de
genes muito inferior ao anteriormente antecipado. Assim, o conhecimento de todas
as proteinas expressas por um genoma, o qual tem sido denominado de Proteoma,
torna-se o centro das atencdes atualmente nesta area de investigacdo. Entretanto,
a complexidade do Proteoma, quando comparada a do Genoma, requer o uso de
ferramentas analiticas mais complexas para que seja adequadamente elucidado.

Este trabalho apresenta uma discussdo critica a respeito da Quimica Analitica do
Proteoma. Dois enfoques principais tém sido empregados para analisar-se o conjunto
de proteinas que atuam em uma célula, tecido ou érgdo em seu estado normal, assim
como suas variagdes em diferentes situacdes fisiolégicas e patoldgicas: de um lado
a Eletroforese Bidimensional em Gel (2D-PAGE), procedimento ja bem conhecido
e sedimentado, e de outro a Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de
Massas (LC/MS), técnica mais recente e mais promissora para a andlise de misturas
complexas tais como o Proteoma. As principais vantagens e limitacdes de cada uma
destas técnicas sdo apresentadas e discutidas criticamente neste trabalho.
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Com a conclusdo das primeiras avaliagoes cientificas do
genoma humano, a atencdo dos pesquisadores se volta para
um novo desafio e uma nova frente de estudos: a identificacdao
de genes e o seqiienciamento de proteinas. Uma pesquisa esta
diretamente ligada a outra, pois sado as proteinas que carregam
as mensagens dos genes para controlar as fun¢des do organis-
mo. A importancia das proteinas ndo é novidade para os cien-
tistas, mas a descoberta de que o genoma humano possui um
ndmero muito menor de genes do que se esperava — cerca de
30 mil, quando previsdes iniciais chegavam a 100 mil — refor-
cou a idéia de que os maiores frutos em pesquisa médica serdo
colhidos a partir do estudo das proteinas, ndo do DNA. O se-
gredo para a complexidade do homem, portanto, ndo esta no
ndmero de genes — igual ao do milho e pouco maior que o de

um verme, por exemplo, mas na capacidade de produzir uma
diversidade maior de proteinas (1).

A Importancia das Proteinas

O genoma, o qual consiste no conjunto de todos os ge-
nes de um organismo, determina como os aminoacidos serdo
unidos para formar uma proteina (2).

Os genes, por sua vez, sdo estruturas quimicas que
determinam instrucdes responsaveis pelas caracteristicas
fisicas individuais de cada um, como a cor dos olhos e a
altura de cada individuo. Também produzem proteinas in-
dispenséaveis ao funcionamento do corpo, dentre as quais,
as enzimas que participam na digestdao dos alimentos no
estdmago e no intestino (3).

! O norte-americano Walter Gilbert ganhou o Nobel de quimica em 1980 por ter criado um método para determinar a seqiiéncia das ‘letras’ que compéem o DNA
(ele dividiu o prémio com o britanico Frederick Sanger, que havia criado um outro método de seqiienciamento, e o norte americano Paul Berg, o primeiro a construir

uma molécula de DNA recombinante).
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Alguns cientistas acreditam que a genética nédo trara
todas as respostas, visto que os processos organicos estao
na dependéncia de outras substancias, como as proteinas,
que exercem papéis essenciais em virtualmente todos os pro-
cessos bioldgicos, sendo elas que determinam o padrado de
transformacdes quimicas dentro das células.

As proteinas sdo intermediarias de uma ampla faixa de
fungbes, tais como: o transporte e armazenamento de algumas
substancias dentro das células (por exemplo, a hemoglobina
que transporta oxigénio pelo sangue); o movimento coorde-
nado dos miusculos, visto que as proteinas sdo os principais
componentes destes; a sustentacdo mecanica, devido a pre-
senca do colageno, que da resisténcia a pele e aos ossos; a
protecdo imunoldgica, porque os anticorpos sdo as proteinas
responsaveis pela defesa do organismo; a geracdo e transmissao
de impulsos nervosos, pois os receptores das células nada mais
sao do que proteinas; e, por fim, o controle do crescimento e da
diferenciacdo celular, ja que a expresséo sequiencial e controle
da informacao genética sdo essenciais para o crescimento e di-
ferenciacdo das células e essa acdo é controlada pelas proteinas
repressoras do DNA, das quais apenas uma pequena fracdo se
expressa a cada momento, em cada célula (3).

O proteoma

As perspectivas para a biologia do século 21, segundo o
norte-americano Walter Gilbert1, sdo a genémica estrutural
e a protedmica. E preciso saber quais sdo e como interagem
as proteinas que os genes produzem (4).

O esfor¢o para produzir um indice de todas as proteinas
humanas (o indice de proteina humano, ou HPI) comecou
vinte anos atras, antes do inicio do programa do genoma
humano. No entanto, o projeto genoma deslocou o pensa-
mento da maioria dos bidlogos moleculares durante a dltima
década. Porém, agora que a seqliéncia do genoma humano
esta se aproximando da concluséo, o centro do pensamento
bioldgico volta-se para as proteinas (5).

O termo proteoma foi cunhado por Wilkins e Williams
como significando o conjunto de todas as proteinas expres-
sas por um genoma (2).

Portanto, o proteoma é o conjunto de todas as proteinas
que intervém nos processos biolégicos de uma espécie. O
objetivo agora, depois de se conhecer o genoma humano
completo, assim como o de outros organismos também, pas-
sa a ser a determinacdo da composicdo, estrutura, e fungées
de todas as proteinas do corpo para saber como elas intera-
gem entre si (6).

O genoma de um organismo individual é essencialmente
estatico e o DNA, do qual pode ser extraido em principio de
uma Unica célula, contém toda a informagdo. Em contraste,
o proteoma observavel de uma Unica célula, definido como
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a colecdo de todas as proteinas existentes em seu fenétipo
molecular especifico, é altamente dindmico e dependente do
estado da célula (7). Portanto, o proteoma ndo € estaciona-
rio mas muda com o desenvolvimento do organismo e com
qualquer mudancga no seu ambiente (2).

O proteoma €, sem divida, muito mais extenso e compli-
cado que o genoma pois, enquanto o DNA possui somente
quatro bases nitrogenadas, as proteinas estdo compostas
de aminoacidos, dos quais existem 20 tipos diferentes (6).
Assim, ha mais proteinas em um proteoma do que genes em
um genoma (2). Uma vez que o proteoma muda mais que o
genoma, é possivel obter-se mais informacées sobre o orga-
nismo estudando-se o proteoma (2).

O proteoma é mais complexo que genoma, ndo apenas
devido ao ndmero de proteinas mas, também, devido as inu-
meras possibilidades de interacdes entre elas. Ha diferenca
entre a funcdo molecular de uma proteina isolada e a funcéo
dessa proteina num ambiente celular complexo (2).

Por Gltimo, ndo basta enumerar a seqiiéncia de aminoa-
cidos que formam a proteina, pois tdo importante quanto a
seqliéncia é a estrutura tridimensional que a mesma possui,
indo interferir decisivamente no papel que ela realiza (6).

O primeiro desafio do projeto proteoma é identificar to-
das as proteinas que atuam em uma célula, tecido ou érgéao
no estado normal e depois, suas variacdes em diferentes situ-
acoes fisioldgicas ou patoldgicas (8).

O proteoma e a indistria farmacéutica

O proteoma tem como um dos seus objetivos fornecer
informacdes que possam ajudar na producdo de composto
menos prejudiciais aos seres vivos e ao meio ambiente. Tais
compostos podem ter seu emprego em diversas dreas como:
industriais, agricolas, veterinérias e médicas.

N&o é segredo que companhias farmacéuticas tém um
forte interesse no proteoma, estando efetuando um forte
investimento comercial no seu desenvolvimento (7).

As dificuldades em se completar os proteomas ndo im-
plica que o conhecimento que se estd gerando nédo tenha
aplicacdes praticas. Por exemplo, para os laboratérios farma-
céuticos basta conhecer a funcdo de uma proteina especifica
para poder explorar sua possivel utilizacdo na elaboracdo
de determinado medicamento. Uma das maneiras consiste
em comparar proteinas presentes em pessoas normais com
pessoas que apresentam alguma patologia, por exemplo, o
cancer. Em teoria, os laboratérios teriam que encontrar essas
diferencas nas proteinas e, a partir dai, tentar desenvolver
remédios capazes de bloquear a sua atividade patoldgica (6).
A Figura 1 ilustra, de forma esquematica, um exemplo de
como a protedmica podera auxiliar no desenvolvimento de
novos medicamentos.
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(Scientific American Brasil 1, 54-61, Junho, 2002)

Figura 1. Diagrama esquematico ilustrando um exemplo de
como a proteémica pode ajudar no desenvolvimento de um
novo medicamento (9)

Nem tudo é perfeito na natureza e milhdes de seres,
inclusive humanos, nascem doentes ou sofrem doencas du-
rante a vida e precisam de tratamento. O meio ambiente e
os seres vivos mudam a cada dia, em resposta aos mais de 10
mil novos produtos quimicos criados por ano, a novos virus
e bactérias e a produtos geneticamente modificados (nao se
sabe o nlimero certo) gerados com técnicas de engenharia
industrial e biotecnolégica (8).

Como curar ou tentar combater as doencas? A grande
maioria das drogas convencionais tem como alvo proteinas
do sangue, enzimas de ciclos metabdlicos, canais idnicos e
receptores de membrana, e ndo genes (8). Isso se deve ao
fato de que todas as doencas humanas envolvem mudancas
na estrutura, localizacdo ou abundéncia de proteinas (5).
A identificacdo de todas as proteinas humanas, portanto,
podera viabilizar novas drogas e terapias: esse é o principal
objetivo do projeto Proteoma (8).

As informacdes obtidas do proteoma poderdo permitir
aos patologistas conhecer o interior das proteinas e, com

isso, poderdo aperfeicoar os métodos diagndsticos e prever
a evolucdo das doencas.

Uma catalogacdo das proteinas ira permitir uma melhor
selecdo dos marcadores de doenca e objetivar melhor os tra-
tamentos. A criagdo do projeto Proteoma, em complemento
ao projeto Genoma, é uma necessidade. No entanto, isso nado
é facil, pois sdo mais de 250 tipos de células diferentes no
corpo humano, e cada uma delas expressa diferentes subti-
pos de proteinas, em cada momento, sob determinadas con-
dicdes [0 mesmo tipo de célula pode apresentar diferentes
proteomas em resposta a estimulos externos, como a agéo
de drogas, poluicdo ou mesmo estresse nervoso (10)]. Ha,
portanto, uma enorme complexidade (3).

I Técnicas analiticas utilizadas
no estudo do proteoma

Ja ha evidéncia consideravel de que o papel funcional
de uma determinada proteina pode ser fortemente depen-
dente do tipo de célula na qual ela é expressa e no estado
dessa célula (7).

A meta ideal para o proteoma é que o mesmo seja capaz
de monitorar todas as proteinas celulares. Ha varios requisitos
para esta meta ser atingida: 1- todas as proteinas devem ser
quantitativamente extraidas do material biolégico original;
2- as proteinas devem ser totalmente resolvidas (separadas);
3- cada proteina deve ser quantificada com precisdo; e 4- a
identidade de cada proteina deve ser determinada (7).

No momento, duas estratégias gerais para a analise do
proteoma estdo sendo usadas. A primeira estratégia, eletro-
forese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D PAGE);
constitui-se em uma metodologia analitica capaz de separar
centenas de proteinas em uma Gnica corrida analitica. Nessa
caso, o gel, j4 com a amostra aplicada, é submetido a um
campo elétrico para separacdo bidimensional. Na primeira
dimensao, a separac¢do ocorre de acordo com os pontos isoe-
Iétricos das proteinas (focalizacédo isoelétrica). Ja na segunda
dimensdo, a separacdo se da de acordo com suas massas
moleculares. A identificagdo de manchas nos géis 2D geral-
mente é executada cortando-se manchas de proteina do gel,
digerindo a proteina do gel com tripsina, extraindo os pep-
tideos e identificando estes fragmentos com espectrometria
de massas (7). A metodologia empregada para a 2-D PAGE é
apresentada na Figura 2.

Esta técnica (2-D PAGE) requer pequeno ou nenhum co-
nhecimento anterior sobre o proteoma analisado e é concei-
tualmente simples (11). Porém, tem severas limitacdes.

Primeiro, é impossivel se analisar todas as proteinas de
uma amostra biolégica em um Unico gel devido a tremenda
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Figura 2. Diagrama esquematico ilustrando as etapas
envolvidas na metodologia tipica usada em eletroforese
bidimensional empregando gel de poliacrilamida [2-D PAGE].
(A) Separacao eletroforética; (B) Isolamento dos Peptideos;
(C) Identificacdo dos Espectrometros de Massas

variacdo, em abundancia, das proteinas. Usando-se pouca
quantidade de amostra, somente proteinas de alta abun-
dancia (mais que 10.000 cépias por célula) sdo detectadas.
Se a quantidade de amostra é aumentada para se detectar
proteinas de baixa abundancia, o gel é sobrecarregado pelas
proteinas de alta abundancia, e a resolucédo é perdida (12).

A segunda limitacdo do 2-D PAGE é a necessidade de se
encontrar uma estratégia de solubilizacdo e separacdo que
atenda a todas as proteinas de uma amostra. Proteinas hidro-
fébicas requerem solubilizacdo com o uso de surfactantes e
requerem multiplos passos de extracao. Proteinas basicas po-
dem requerer técnicas de enriquecimento. Protefnas muito
grandes (maiores que 200 kDa) podem nao migrar eficiente-
mente no gel, e proteinas muito pequenas (menores que 10
kDa) se sobrepdem (devido a sua alta mobilidade no gel) na
segunda dimensao, o que resulta em perda de resolucgéo.

A terceira limitacdo do 2-D PAGE é a auséncia de técnicas
integradas completas para se processar o gel. Esta limitacdo
é particularmente séria por causa do formato do gel e de sua
fragilidade (12).

Em resumo, proteinas de membrana, com baixo nimero
de copias, altamente bésicas, muito grandes (maiores que
200 kDa) ou pequenas (menores que 10 kDa), nédo sao facil-

mente analisadas por essa técnica (13). Ainda, géis 2-D, nor-
malmente permitem a visualizacdo de somente cerca de 20%
do nimero de proteinas lidas e somente proteinas de massa
molecular entre 10 e 100 kDa migram bem no gel (2). Além
disso, esse procedimento desnatura as proteinas em ambas
dimensdes e assim, ndo pode indicar associacdes funcionais
entre proteinas individuais (14).

Um outro inconveniente do 2-D PAGE é o grande nime-
ro de passos durante a preparacdo da amostra. Organelas
subcelulares podem ser isoladas por técnicas de sedimenta-
cdo tal como centrifugacdo. Acidos nucléicos podem ser re-
movidos por digestdo nuclease e lipidios podem ser removi-
dos por extracdo com o uso de solventes. Sais que poderiam
interferir no processo de eletroforese podem ser removidos
por didlises, filtracdo em gel e ultracentrifugacdo. Os passos
de solubilizacdo de proteinas podem incluir reducédo de li-
gacdes de dissulfeto pelo tratamento com tidis seguidos por
alquilacdo para prevenir re-oxidacdo. Surfactantes podem ser
necessarios para solubilizar espécies hidrofébicas (12).

Além de tudo, 2-D PAGE é uma técnica lenta, consumin-
do muito tempo do analista; de dificil automacao e, ainda,
sem uma solucdo adequada para o acoplamento direto com
a espectrometria de massas (13).

Portanto, apesar da conveniéncia aparente do 2-D PAGE
para separacdo de misturas complexas de proteinas, a técnica
sofre vérias limitacées que potencialmente deverdo restringir
seu uso com a tecnologia padrdo para estudos de proteoma.

As limitacdes do 2-D PAGE sao suficientes para incitar
muitos grupos a investigar técnicas alternativas para anélise
das proteinas em misturas complexas. Uma técnica com-
plementar robusta e de autoprocessamento para analise
de proteinas, ou para substituir 2-D PAGE, traria um grande
impacto no proteoma (14).

B A Necessidade de Estratégias Alternativas_

Para minimizar algumas das limitacdes da eletroforese
bidimensional (2-D PAGE), técnicas de separacdo alternativas
tém sido integradas com detectores de massas (MS) com-
pondo uma nova plataforma para analise do proteoma.

Vérias destas estratégias dependem da habilidade de
uma associacdo entre espectrOmetros de massas (tandem
MS) para coletar, numa seqliéncia de opera¢es, um pepti-
deo especifico, mesmo se numerosos outros peptideos esti-
verem simultaneamente presentes na amostra.

Quando as misturas sdo extremamente complexas,
utiliza-se cromatografia liquida em fase reversa, conectada
“on-line” a um espectrdmetro de massas, para concentrar e
separar os peptideos antes do seqiienciamento por MS (15-
17). Dentro do espectrometro de massas ocorre o isolamento
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Figura 3. Analise de uma mistura de peptideos por cromato-
grafia liquida 2D conectada em linha com uma associacédo de
espectrometros de massas (LC/MS/MS).

1-mistura de proteinas digeridas com protease, 2-transferén-
cia dos peptideos produzidos na digestao, 3-transferéncia das
amostras para o carrossel do injetor automatico, 4-carrossel,
5-Injetor automatico, 6-Bombas para HPLC, 7-Frascos com
solventes e tampdes, 8-Valvula de 6 vias, 9-coluna de troca
idnica, 10-coluna de fase reversa ODS (C,,), 11-valvula de 6 ou
8 vias, 12-detector UV 13-Espectrometro de massas, 14-Aqui-
sicdo e tratamento de dados.

(A) Introducao da Amostra no Cromatégrafo Liquido

(B) Separacdo da mistura por Cromatografia Bidimen-
sional (2D-LC)

(C) Identificacao dos Fragmentos e seqiienciamento dos
peptideos através de comparagdo com banco de da-
dos e interpretacdo manual dos espectros de massas

(D) Selecdo de um ion no primeiro analisador de massas,
sua fragmentacdo e o espectro de massas resultante
ap6s isolamento no segundo analisador.

seletivo do ion peptidico de interesse de outros ions co-elui-
dos e, em seguida, esse ion sofre uma fragmentacéo branda
na regido das ligacdes peptidicas produzindo fragmentos
que sdo registrados como um espectro de massas no sistema
em tandem (MS/MS).

Sa@o esses fragmentos de massas que representam iden-
tificadores especificos para o peptideo e permitem que sua
seqiiéncia de aminoacidos seja determinada com precisao.
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Misturas de peptideos usualmente nado apresentam pro-
blemas para o sistema de espectrometria de massas em tan-
dem, uma vez que cada peptideo € isolado no espectrometro
de massas antes do seqiienciamento. O resultado mais esti-
mulante desse tipo de anélise é que um grande nimero de
peptideos podem ser individualmente selecionados, isolados
e seqlienciados durante uma (nica andlise por LC/MS/MS.

No exemplo apresentado na Figura 3, € mostrada a se-
quéncia operacional e de equipamentos envolvida em uma
analise tipica via LC/MS/MS: A parte (A) da figura ilustra os
componentes do cromatdgrafo liquido e a etapa de amos-
tragem, na qual as amostras sdo introduzidas no carrossel
do injetor automatico; a amostra é introduzida na coluna 1
(geralmente troca idnica), através da véalvula de amostragem
(item 8 da figura), gerando o cromatograma 1. A fracdo de
interesse é entdo desviada para a coluna 2. Os analitos que
deixam a coluna 2 sdo focalizados no espectrdmetro de
massas. Cada pico separado no cromatégrafo é avaliado no
primeiro analisador (parte C da figura) e um ion especifico
de cada analito é selecionado. Este ion é fragmentado através
de colisdes com um gas, gerando novos fragmentos i6nicos
os quais sdo avaliados no segundo analisador, gerando um
segundo espectro de massas. O estudo destes fragmentos
através de comparacéo de base de dados e a analise do perfil
de fragmentacdo conduzem, finalmente, a seqiiéncia dos
peptideos (item D da figura)

Utilizacdo de Colunas Capilares Empacotadas em LC/MS/MS

Um ganho consideravel na sensibilidade é o fator mo-
tivador do desenvolvimento de colunas para LC/MS/MS de
diametro cada vez menor (17-20). A diminuicdo do diametro,
porém, acarreta uma diminuicdo exponencial na velocidade
de fluxo da fase mével, por exemplo, para uma coluna de
1mm I.D. a vazdo operacional é de = 50uL min-1, enquanto
que para uma coluna de 75pum |.D., a vazao ideal cai para
aproximadamente 300nL min-1.

As colunas capilares empacotadas sdo, geralmente, pro-
duzidas pelo empacotamento/recheio de tubos capilares de
silica fundida com particulas de silica quimicamente ligadas;
essas colunas propiciam limites de deteccdo e seqiienciamen-
to de peptideos rotineiramente na faixa de fentomol. A colu-
na capilar é geralmente empacotada com particulas de silica,
quimicamente ligadas a um grupo octadecil (C18). Ha mui-
tas variantes deste modelo, uma destas, utilizada por alguns
autores (21,22) os quais fazem uso de uma coluna capilar de
75pm |.D. empacotada com particulas de didgmetro médio
igual a 5pm quimicamente ligadas a C18 possuindo 12 cm
de comprimento. A amostra pode ser introduzida e eluida de
uma coluna capilar de diferentes formas. Dependendo da sua
concentracdo e volume, a forma mais usual é a introducgao via
alca de injecdo (loop), instalada em uma valvula de seis vias.
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Os peptideos que eluem da coluna capilar séo, geralmen-
te, ionizados via ionizacdo com electrospray. Os ions peptideos
sao analisados por um sistema de espectrometros de massas
acoplados (tandem MS). No caso de espectrdmetros de massas
que utilizam “fon trap” como analisador, os ions peptideos sdo
usualmente focalizados, transferidos e, finalmente, alcancam
a area onde sdo retidos e armazenados em Orbitas estaveis.
Durante a aquisicdo do espectro de massas por varredura, 0s
fons peptideos retidos sdo seqiiencialmente ejetados de acor-
do com sua relacdo massa-carga (m/z) para o detector onde
o sinal de cada ion é medido. Durante uma varredura MS/MS,
um ion peptidico selecionado é isolado dentro do “trap” pela
ejecdo dos outros ions com valores de m/z diferentes dos de
interesse; o fon isolado é, entdo, fragmentado pela adicdo de
energia externa e colisdo com atomos de um gas leve. Os frag-
mentos do ion retidos sdo entdo ejetados para o detector para
produzir um espectro de massas contendo a informacdo da
seqliéncia daquele peptideo (vide Figura 3).

Quando uma maior separacado dos peptideos é requerida
antes da seqiiéncia de andlise pelo sistema de espectrometria
de massas, pode-se utilizar um sistema de cromatografia liqui-
da multidimensional (15, 23-25, 26). O arranjo mais comum
é a utilizacdo de uma resina de troca i6nica como primeira
coluna ou primeira dimensdo, em geral utiliza-se uma resina
trocadora de ions fortemente cationica forte (Strong Cation-
eXchange Resin, SCX) como fase para a coluna cromatogra-
fica. Nesta coluna, a eluicdo dos peptideos é primariamente
baseada na carga da solucdo de peptideos e sua hidrofobicida-
de em pH = 3,0. Uma simples carga positiva é suficiente para
adsorver o peptideo na coluna; se os peptideos possuirem a
mesma carga, o peptideo hidrofébico sera eluido apds o pep-
tideo hidrofilico. Em pH 3,0 ha exclusivamente grupos funcio-
nais amina contribuindo para a carga da solugao.

B Conclusao

Os avancos alcancados com o desenvolvimento do proje-
to genoma induziram os pesquisadores da area a alcarem um
voo mais distante e complexo: o proteoma. O conhecimento
do conjunto de todas as proteinas que intervém nos processos
biolégicos de uma espécie devera conduzir a novos conheci-
mentos de dimensdo ainda ndo avaliada apropriadamente,
notadamente na area farmacéutica e biomolecular. A eletrofo-
rese capilar bidimensional em gel tem sido a técnica analitica
padrdo até recentemente; o avango no aprimoramento da
cromatografia liquida capilar e seu facil acoplamento com
espectrometria de massas em tandem (MS/MS) tém aberto
novos horizontes nesta area cujas pesquisas estdo ainda no ini-
cio. A proxima década mostra-se altamente promissora nesta
area interdisciplinar das Ciéncias da Vida.
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