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papel-chave da e

quimica de proteinas tem

passado por um novo pe-

riodo de grandes avancos

tecnologicos e cientificos.

Com a conclusio do
sequenciamento dos genomas de
varios organismos, inclusive o da es-
pécie humana, a pesquisa envolven-
do proteinas ganhou novo félego e
entramos em uma nova fase conheci-
da como pds-gendmica, em virtude
da sua estreita relacao com os dados
produzidos pelas pesquisas
gendmicas. Essa fase tem-se caracte-
rizado pelo dominio de um novo
método analitico empregado no estu-
do de proteinas: a espectrometria de
massa, simbolizada por MS—do nome
em inglés mass spectrometry.

Principios da
espectrometria de massa

A espectrometria de massa € um
método de determinacao precisa de
massas molares. H4 varias décadas,
esse método vem-se consolidando
como ferramenta insubstituivel para
a determinacao de estruturas quimi-
cas, principalmente de compostos
organicos pequenos e volateis. Du-
rante a década de 1980, foram desen-
volvidos novos mecanismos de
ionizacdo em espectrometros de mas-
sa para moléculas grandes e polares
como peptidios e proteinas, até en-
tao impossiveis de serem analisados
por essa técnica, o que permitiu que
varios problemas bioquimicos pudes-
sem ser resolvidos.

Um espectrémetro de massa €
formado basicamente de duas partes:
o sistema de ionizacdo das moléculas,
responsavel por vaporiza-las e carrega-
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trometria de massa na era pds-gendmica

las eletricamente, e o analisador de
massa — o espectrometro de massa
propriamente dito — que separa os
ions resultantes de acordo com a mas-
sa. Atualmente, duas técnicas de
ionizacao (Figura 1), que se
complementam e se sobrepdem, do-
minam a andlise de proteinas: a
dessorcao a laser e a eletropulveri-
7A4¢A0.

Dessorcao alaser

A palavra dessorcao (desorption,
em inglés) refere-se ao fendmeno de
retirada de substancias adsorvidas ou
absorvidas por outras. No caso da
espectrometria de massa, a proteina
— ou a mistura protéica ou peptidica
— em estudo € misturada a uma
matriz dcida e irradiada com um feixe
de laser, cuja energia causa a
dessorcao da molécula. A matriz acida
transfere prétons para as moléculas
de proteina, fazendo que fiquem
ionizadas positivamente. A dessorcao
das moléculas de matriz e de proteina
faz que elas passem para o estado
gas0so. Estar na forma ionizada e no
estado gasoso € condicdo para que
uma molécula possa ser analisada por
espectrometria de massa. A principal
técnica empregada na andlise de pro-
teinas baseada no fendmeno da
dessorcio a laser é conhecida como
MALDI—sigla em inglés para matrix-
assisted laser desorption ionization.

Eletropulverizacao

Na ionizacdo por eletropulveri-
zagio, a proteina € dissolvida em uma
soluciao acidificada a qual € pulveriza-
da em uma agulha metilica— ou um



Figura 1 - Técnicas de ionizaciao e tipos de analisadores de massa: A) eletropulverizacao (ESD, mostrando a agulha de
pulverizacao, os filtros iniciais que impedem a progressao de particulas nao-ionizadas e o inicio de um sistema de quadripolos;
B) quadripolos em um sistema de triplo quadripolo, esquematizando particulas conduzidas ao detector a esquerda; C) dessor¢ao
a laser (MALDD ilustrando um pulso de /laser incidindo sobre a amostra aplicada na placa retangular e gerando particulas
ionizadas. A esquerda das particulas sao mostrados filtros eletronicos que impedem a passagem de particulas nao-ionizadas
para o analisador TOF; D, E e F) analisador tipo TOF no modo refletor (reflectron), apresentando todo o tubo de vicuo com
os fons no inicio da trajetéria (D), a mudanca de trajetoria no refletor (E) e a chegada ao detector apés o refletor — acima, no

tubo estreito (F)

capilar de vidro revestido de metal
— submetida a intenso campo elétri-
€O, O que causa sua ionizacdo. Uma
corrente de gas inerte flui no sentido
contrario ao da pulverizacao, o que
causa sua dessolvatagio. A proteina,
ja ionizada e no estado gasoso, ¢
atraida para dentro do espectrometro
de massa, onde é analisada. O termo
ESI — sigla em inglés para
electrospray ionization — &
comumente empregado para desig-
nar tal técnica.

Analisadores de massa

Os principais analisadores de
massa (Figural) que acompanham
os sistemas de ionizacao descritos
Sdo:

e tempo de voo — abrevia-se
como TOF, sigla em inglés para time-
of-flight— sistema em que molécu-

lasionizadas e aceleradas sao lancadas
em um tubo sob vicuo e sem campo
elétrico para medida do seu tempo
de voo até um detector. Esse tempo
de voo € proporcional a massa molar
da molécula. Este analisador é usual-
mente associado a dessorcio a laser;
mas pode também ser utilizado com
eletropulverizacao;

* quadripolo, que utiliza a con-
ducido de moléculas ionizadas entre
quatro cilindros metalicos conectados
a fontes de radiofreqiiéncia para fa-
zer que determinados grupos de ions
cheguem ao detector. Esse analisador
geralmente ¢ usado com
eletropulverizacao, mas pode estar
associado também a dessorcio a laser.

e aprisionamento de ions —
abrevia-se como IT, sigla em inglés
para ion trap— em que as molécu-
las também sao conduzidas para den-
tro de um compartimento onde exis-

te um forte campo eletromagnético.
Diferentemente do quadripolo, nes-
se sistema os ions nao sao perdidos
em sua trajetoria rumo ao detector.
Ao contririo, eles sdao aprisionados
no compartimento onde existe cam-
po eletromagnético e liberadosum a
um. Esse analisador associa-se tanto
a eletropulverizacio quanto a
dessorcao a laser.

APLICACOES

A espectrometria de massa ¢
uma técnica capaz de determinar
massas molares de forma muito pre-
cisa em experimentos rapidos (pou-
cos minutos). Essas informacoes pos-
sibilitam a resolucao de diversos pro-
blemas em quimica de proteinas, tais
como: checagem da correcao de uma
sequiéncia de aminoacidos, identifi-
cacao de proteinas, determinacio da
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fragmentacao apenas das ligacoes peptidicas

fidelidade e homogeneidade de pro-
teinas recombinantes, identificacao
de complexos protéicos nio-
covalentes, deteccao de doencas
genéticas, identificacao de modifica-
coes quimicas em proteinas, deter-
minacao de glicosilagoes — adicao
de agucares a2 molécula de proteina
— e fosforilacdoes — adicio de
fosfatos a molécula de proteina —,
sequenciamento de proteinas e
peptidios etc. As possibilidades de
aplicacao da espectrometria de mas-
sa nao se esgotam aqui. Existem
varios outros usos dessa nova
tecnologia relacionados 2
biotecnologia e a dreas correlatas.
Aplicacoes que envolvem andlise de
carboidratos, lipidios e dacidos
nucléicos estao se tornando rotina
também. A seguir sao relacionadas
algumas aplicacoes da
espectrometria de massa em quimi-
ca de proteinas.

Determinaco precisa da
massa molar de proteinas

A espectrometria de massa ¢
uma das técnicas analiticas mais pre-
cisas existentes. Consegue-se facil-
mente 5 ou 6 algarismos significati-
vos nas medidas de massa molar,
com erros que podem chegara ape-
nas 0,001 % em equipamentos de
alta resolucio. A titulo de compara-

¢i0, na eletroforese em gel, técnica
ainda muito utilizada para separacao
de misturas protéicas e medidas de
massas molares de proteinas, conse-
guem-se erros de no minimo 5 %. A
precisao dos espectrometros de
massa € tanta que € possivel distin-
guir duas moléculas de 10.000 u
que diferem entre si pela presenca
de apenas 1 carbono-13 (*C) na
molécula — o carbono-12 (*C) é o
isotopo mais abundante na natureza.
A espectrometria de massa €, por-
tanto, entre todas as técnicas exis-
tentes, a que possibilita a determina-
¢a0 mais precisa da massa molar de
proteinas e peptidios.

Checagem da pureza de
proteinas e peptidios

O estado de pureza de protei-
nas e de peptidios € um aspecto
extremamente importante em qui-
mica de proteinas. A checagem des-
sa pureza pode ser feita utilizando-
se a espectrometria de massa. De
maneira geral, a existéncia de um
pico Unico em espectros de MALDI
ou no espectro reconstruido de ESI
indica a presenca de apenas uma
forma molecular. A presenca de dois
ou mais picos demonstra a existén-
cia de isoformas ou de contaminantes.

A checagem de pureza por
espectrometria de massa ¢ um mé-
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Seqlienciamento por espectrometria de massa (CID-MS/MS). O espectro de
MS/MS é rico em informagoes de seqiiéncia. A diferenca de massa entre os diversos picos pode
auxiliar na deducao da seqiiéncia do peptidio, uma vez que as ligacoes preferencialmente
clivadas pelo processo CID sao as peptidicas. Espera-se obter, em um espectro de MS/MS, picos
correspondentes as fragmentacoes da cadeia peptidica em diferentes posicoes, determinando
as séries A, B, C, X, Y e Z, cujas massas auxiliam na deducao da seqiéncia do peptidio. Na
figura, foram ilustradas as séries B e Y, correspondentes aos fragmentos provenientes da

1285.4
todo consideravelmente mais

sensivel e, devido a sua gran-
de precisao, bem mais fide-
digno que outros méto-
dos existentes, como a
cromatografia liquida—HPLC,
sigla em inglés para
bigh performance liquid
chromatography — e a
eletroforese.

Identificacio de
isoformas protéicas

Isoformas protéicas sao
proteinas que tém a mesma
func¢io, mas sao codificadas
por genes distintos e apre-
sentam pequenas diferencas
em sua seqiiéncia. Por exem-
plo, o fator de transformacao
beta (TGF-B) existe em trés
versoes ou isoformas (TGF-B1, TGF-
B2, e TGF-B3), cada uma delas é
capaz de disparar uma cascata de
sinalizacio que comeg¢a no
citoplasma e termina no ntcleo da
célula. Essas isoformas sao bastante
dificeis de separar pelos métodos
usuais utilizados na purificacao de
proteinas. Sua presenc¢a pode ser
demonstrada por meio da
espectrometria de massa, desde que
suas massas molares sejam distintas.
A ocorréncia de um pico Unico
cromatografico que produza dois
picos distintos e proximos em um
espectro de massa sugere a presen-
ca de isoformas protéicas, que pode
ser confirmada por meio de técnicas
de identificacao de proteinas (ver
adiante).

Confirmacio da seqii€éncia
completa de aminoacidos

Se a massa molar calculada a
partir de uma seqiéncia de
aminodcidos de uma proteina ou
peptidio, determinada experimen-
talmente, for igual aquela determi-
nada por espectrometria de massa,
pode-se concluir que a seqiéncia
em questao esta correta. Cabe res-
saltar que a existéncia de aminodcidos
isobdricos, ou seja, aminoacidos que
possuem a mesma massa molar ou
massas molares muito proximas —



cuja diferenca ¢ inferior ao erro da
medida —, deixa certa divida a res-
peito da sequiéncia correta. Porém, a
comparag¢ao com seqiiéncias simila-
res ou mesmo com a seqiéncia do
gene pode minimizar essas duvidas.

Confirmacao da correciao da
expressio de proteinas
recombinantes

A  tecnologia de DNA
recombinante ¢ hoje muito utilizada
na industria da biotecnologia. Trata-
se de uma série de procedimentos
usados para juntar-se (recombinar)
segmentos de DNA com determina-
do objetivo biotecnolégico. A corre-
cao da expressao de proteinas
recombinantes pode ser avaliada por
meio da determinacao exata de suas
massas molares utilizando-se
espectrometria de massa. Essa técni-
ca pode ser utilizada no controle de
qualidade da fidelidade da expres-
sao génica e pureza do material ob-
tido, uma aplicacao particularmente
util para a industria da biotecnologia.

Determinac¢io de modificacoes
pos-traducionais

A maioria das proteinas, apos
ser sintetizada — ou seja, traduzida
—, sofre modificacdes pds-
traducionais. Uma das maneiras mais
comuns em que uma proteina €
modificada é pelo processo de
glicosilagcao, no qual oligossacarideos
sao ligados a sitios especificos da
cadeia polipeptidica. Mais de 60 %
das proteinas naturais sao glicosiladas.
Actcares ligados a estrutura de pro-
teinas podem auxiliar no
enovelamento correto da proteina,
servir de epitopos de reconhecimen-
to de anticorpos, servir como uma
capa de protecao contra a acao de
proteases ou exercer um papel na
localizacao e na orientacao de prote-
inas da membrana celular, apenas
para citar alguns exemplos. A
espectrometria de massa tem sido
extensivamente utilizada para de-
terminacao do conteddo de
carboidratos em glicoproteinas, para
localiza¢io de sitios de glicosilacao e
até para determinacio de estruturas

glicidicas.

Afosforilacao de uma proteina é
uma das mais importantes modifica-
¢coes pos-traducionais com efeito di-
reto na atividade celular. A maioria
dos processos metabdlicos em uma
célula eucaridtica sao regulados em
certos pontos pela fosforilacao de
uma ou mais proteinas-chave. A
regulacao da transcricao genética, a
progressao do ciclo celular, a prolife-
racdo, a divisao e a diferenciacio
celular, a dinAmica citoesquelética e
a estocagem e recuperacao de ener-
gia sao todos processos dependen-
tes de fosforilacio. A identificaciao
de sitios especificos de fosforilacio é
uma etapa importante em direcao
ao entendimento das vias de sinali-
zacao intracelulares. Cada vez mais
esse trabalho tem sido conduzido
por meio da espectrometria de mas-
sa.

Os aminodcidos que sao normal-
mente fosforilados sao a serina, a
treonina e a tirosina, embora
fosforilacoes em residuos de histidina
e dcido aspdrtico também sejam des-
critas. Se a seqiéncia completa de
aminodacidos da proteina fosforilada
for conhecida, os sitios de fosforilacao
podem ser determinados simples-
mente analisando-se a mistura
peptidica obtida de um digesto
enzimdatico por espectrometria de
massa. Os peptidios com massa de
98 u — resultante da adicao de
H,PO, — acima do esperado pela
sequéncia estao fosforilados.

Seqiienciamento de proteinas
por MS/MS

Trabalhos de seqlienciamento
por espectrometria de massa sio
conduzidos normalmente em equi-
pamentos conjugados, ou seja, que
possuem pelo menos dois
analisadores de massa. Tais equipa-
mentos associam dois analisadores
de massa em série e, por isso, a
técnica é conhecida como MS/MS —
por alusao a espectrometria de mas-
sa (MS, sigla em inglés para mass
spectrometry) seguida de outra
espectrometria de massa. Equipa-
mentos tipicos de MS/MS incluem
espectrometros de eletropulve-

rizacao com triplo quadripolo ou com
um quadripolo e um analisador TOF
(Q-TOF), equipamentos do tipo apri-
sionamento de ions (ion trap) e
equipamentos com ionizacao do tipo
MALDI com dois analisadores TOF
(MALDI-TOF-TOF).

Nesse tipo de anilise, uma amos-
tra de peptidio puro ou mesmo uma
mistura de peptidios obtidos por di-
gestdo enzimdtica ¢ injetada no
espectrometro de massa. No caso
mais complexo de mistura de
peptidios, um peptidio de interesse
¢é selecionado no 12 filtro de massa,
introduzido e acelerado em uma ca-
mara de colisao, onde existe uma
corrente gasosa de um gas inerte,
como nitrogénio ultrapuro. As coli-
soes entre as moléculas do fon
peptidico e do gis inerte provocam
a fragmentacao da cadeia
polipeptidica. Esse fendmeno é cha-
mado de dissociacao induzida por
colisao — CID, sigla em inglés para
collision induced dissociation. As
ligacdes mais labeis sao justamente
as ligacoes peptidicas, seguidas pe-
las demais ligacoes da cadeia princi-
pal. Assim, um espectro dessa frag-
mentacao € rico em informacoes de
sequéncia (Figura 2). Existe uma
nomenclatura para descrever os di-
versos fragmentos peptidicos passi-
veis de serem obtidos por CID-MS/
MS (Figura 3), que auxilia na inter-
pretacao dos espectros de MS/MS.

As vantagens do sequencia-
mento por MS/MS em relagcdao aos
métodos quimicos incluem a grande
rapidez — um experimento de MS/
MS pode ser feito em menos de 5
min, o mesmo trabalho em um
sequienciador automdtico pode de-
morar até dois dias —, o baixissimo
custo — enquanto o seqlienciamento
quimico utiliza diversos reagentes
de alto custo, a técnica de MS/MS
gasta praticamente somente nitro-
génio — e a grande sensibilidade —
seqiienciamento quimico na ordem
de picomol; MS/MS na ordem de
femtomol. As desvantagens sio a
dificil interpretacao dos espectros —
os resultados nao costumam ser tio
claros como no seqiienciamento qui-
mico — e a grande dificuldade para
se distinguir os aminodcidos isobaricos
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Figura 3 - Nomenclatura para descrever os diversos fragmentos peptidicos obtidos por CID. A figura mostra um tetrapeptidio
que pode ser clivado em 9 posicoes principais, podendo gerar 18 fragmentos diferentes, dependendo de que lado fica a carga
positiva, uma vez que somente o fragmento carregado € detectado por espectrometria de massa. Quando, na fragmentacao
da cadeia polipeptidica, a carga positiva permanece no lado N-terminal da molécula, os fons sio nomeados A , B, e C,
dependendo se a quebra aconteceu nas ligacoes CH-CO, CO-NH ou NH-CH da cadeia principal, respectivamente, em que
n € o nimero de cadeias laterais existentes no fragmento. De forma andloga, se a carga positiva permanecer na por¢ao C-
terminal da molécula os fons produzidos sao designados por X, Y e Z_

leucina e isoleucina. Aminodcidos que
possuem massas molares muito pro-
ximas, tais como glutamina e lisina,
fenilalanina e sulféxido de metionina,
bem como alguns aminoacidos e
dipeptidios, ou mesmo dois
dipeptidios, podem ser distinguidos
em espectrOmetros de massa mais
precisos.

Atualmente, existem programas
que selecionam automaticamente os
peptidios de interesse para fragmen-
tacdo, técnica chamada de CID de-
pendente de dados (data-dependent
CID), ou mesmo que permitem que
todos os peptidios que entram no
espectrometro de massa sejam frag-
mentados a0 mesmo tempo, méto-
do conhecido como multiplexacio.
Esses programas tornam o
sequenciamento por MS/MS com-
pletamente automatizavel.

Seqiienciamento de proteinas
por espectrometria de massa
usando o fendmeno do

decaimento pos-fonte —post-
source decay (PSD)

Na espectrometria de massa
com ionizacao por dessorcio a laser
e andlise por tempo de voo (MALDI-
TOF), uma fracao grande de fons do
analito sofre deterioracao durante o
vOo — post-source decay (PSD) —
dentro do espectrometro de massa,
apos o desligamento da fonte de
laser. Dessa forma, o espectro obti-
do de peptidios de tamanho médio
(até 2.800 u) € rico em informacoes
de seqiiéncia, apesar de o padrao de
clivagem ser diferente daquele obti-
do por dissociacao induzida por coli-
s20. O mecanismo de ativacio pare-
ce ser determinado por eventos de
colisao entre os ions e as moléculas
neutras, no campo de aceleracio.
Essa técnica de sequenciamento fi-
cou conhecida como PSD e s6 pode
serusada em equipamentos do tipo
MALDI.
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Seqiienciamento escada

Uma estratégia alternativa de
seqlenciamento ¢ o chamado
seqienciamento escada (ladder
sequencing), que consiste na forma-
¢ao de uma familia de polipeptidios
parcialmente fragmentados, cada um
diferindo do proximo pela perda de
um aminodacido. Esses peptidios-es-
cada podem ser gerados por meio
de métodos enzimaticos, como o
uso de carboxipeptidases, ou quimi-
cos, como acido cloridrico (HCI) di-
luido, dcido pentafluoropropidnico,
acido heptafluorobutirico ou mesmo
a degradacao de Edman, que utiliza
a reacao seletiva N-terminal com
isotiocianato de fenila. A segunda
etapa consiste na determinaco pre-
cisa das massas dos varios
polipeptidios degradados, por meio
da espectrometria de massa. Essa
mistura de peptidios pode ser anali-
sada em conjunto, em uma unica
etapa, nao necessitando ser separa-



Figura 4 - Esquema geral para identificacdo de proteinas por espectrometria
de massa. A partir de proteinas separadas por 2D-PAGE (eletroforese
bidimensional) selecionam-se as manchas eletroforéticas de interesse e realizam-
se a clivagem enzimadtica de tais proteinas (1). O digesto € submetido a anilise
por MALDI-TOF (2) para caracterizacao das massas dos peptideos (4) e eventual
fragmentacdo de algum peptideo por PSD (5) ou analise por TOF-TOF para
obtencio de fragmentos de sequiéncia (sequence tags). Outra aliquota do digesto
pode ser submetida a cromatografia em fase reversa associada a espectrometria
de massa por ESI (3), obtendo-se espectros com envelopes de cargas para
peptideos maiores (6), que podem ter a sua massa calculada por algoritmos de
reconstrucio (8), ou para peptideos menores (7), que podem ser fragmentados
por CID e ter sua seqiéncia determinada (9).

da previamente. Os aminoacidos em
sequiéncia sdo identificados levando-

dos que utilizam espectrometria de
massa incluem a maior facilidade na

se em conta a diferenca de massa
entre 0s sucessivos picos. As vanta-
gens do seqiienciamento escada so-
bre os métodos quimicos usuais sao
arapidez— porque economiza uma
corrida cromatografica em cada ciclo
— e o baixo custo por ciclo. As
vantagens em relacido a outros méto-

interpretacio dos espectros e a ex-
tensao da seqiiéncia, normalmente
bastante superior no seqiienciamento
escada. Essa técnica fornece melho-
res resultados em equipamentos do
tipo MALDI, devendo-se evitar
utiliza-la em equipamentos do tipo
ESI, pois este produz uma familia de

envelopes de carga, o que dificulta
muito a interpretacdo dos resulta-
dos.

Identificaciio de proteinas

A identificacao de proteinas ¢
um procedimento de capital impor-
tancia na abordagem protedmica. Um
dos procedimentos utilizados para
identificar proteinas em bancos de
sequéncias sem a necessidade de
seqlienciar a proteina em estudo € a
chamada “impressiao digital do mapa
peptidico” (peptide  mass
fingerprint). Nesse método, ¢ feita
uma digestao enzimdtica ou quimica
da proteina, in vitro, seguida de uma
andlise espectrométrica dos
peptidios obtidos. As massas mola-
res desses fragmentos peptidicos sao
entao comparadas com massas de
peptidios provenientes de digestoes
teodricas, in silico, de proteinas de-
positadas em bancos de seqiiéncias.
A identificacao € probabilistica e a
porcentagem de cobertura dos
peptidios da amostra com relacao a
proteina pareada ¢ um dos principais

* parametros de identificacao (Figura 4).

Geralmente, o equipamento de
escolha nesse caso ¢ o MALDI-TOF.
O método da impressao digital do
mapa peptidico € praticamente infa-
livel — e particularmente Gtil — na
identificacio de proteinas de espé-
cies com genomas pequenos e com-
pletamente seqiienciados. Entretan-
to, o indice de insucesso na identifi-
cacao aumenta a medida que se
aumenta o nimero de registros con-
frontados no banco de dados utiliza-
do na busca. Para proteinas isoladas
de espécies cujo genoma nao estd
seqlienciado, € necessario usar ban-
cos de dados ampliados (sem restri-
¢do taxondmica). Nesse caso, € im-
perativo utilizar fragmentos de se-
quéncia (sequence tags) para uma
identificacao mais confiavel, geral-
mente obtidos em equipamentos do
tipo MALDI-TOF-TOF.

Mapeamento de interacoes
moleculares

A palavra proteoma estd nor-
malmente associada ao conjunto de

Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento ano IX - n° 36 - janeiro/junbo 2006 45



proteinas expressas por um deter-
minado tipo de célula em um deter-
minado momento. Entretanto, esse
conceito fornece apenas uma visao
estatica do processo biologico. De
fato, as proteinas exercem suas fun-
coes como resultado de interacoes
altamente dinAmicas com outras pro-
teinas. A célula pode ser vista como
uma série de “maquinas moleculares”
interagindo umas com as outras. Es-
sas maquinas moleculares siao, na
verdade, formadas por grandes com-
plexos de proteinas. A modulacio
espacial e temporal dessas interacoes
€ o que efetivamente define as fun-
coes celulares, em termos
moleculares. O numero total de
genes humanos nao difere substan-
cialmente do verme nematddeo
Caenorbabditis elegans, o que suge-
re que a complexidade fenotipica
pode ser atribuida parcialmente a
combinac¢ao contextual dos produ-
tos genéticos e suas interacoes. A
espectrometria de massa estd sendo
agora utilizada como uma ferramen-
ta para explorar a dinamica das
interacoes entre proteinas.

Um método direto para estudar
ainteracao proteina-proteina consis-
te na observacio direta do comple-
x0 protéico por microscopia de for¢a
atdmica e na determinacao da cons-
tante de afinidade. Um método
espectrométrico que vem ganhando
prestigio nos ultimos tempos € o
chamado SELDI (sigla em inglés para
surface-enhanced laser desorption
ionization). Nele, a placa de MALDI
€ quimicamente modificada de for-
ma a permitir a ligacao de uma “mo-
lécula isca”, que agrupa em torno de
sias proteinas que por ela tém afini-
dade, imobilizando-as também na
placa. As proteinas nao-ligantes sao
retiradas por lavagem da placa. A
placa é entao montada na fonte
ionizadora de MALDI e as proteinas
que interagiram com a “molécula
isca” sao analisadas por SELDI-TOF.
Essa técnica tem sido sugerida para
mapear epitopos de anticorpos, imo-
bilizando-se o antigeno na placa de
SELDI usando o anticorpo como
“isca”. A proteina-alvo ¢ entido
digerida e os peptidios que nao es-
tao ligados ao anticorpo sao lavados.
Os peptidios que formam o epitopo

podem entao ser determinados por
SELDI-TOF.

Um método alternativo para de-
terminar interacoes protéicas € cha-
mado espectrometria de massa de
bioafinidade e consiste na andlise
direta do complexo em um
espectrometro de massa. Essa técni-
ca parece estar ganhando espaco e
se tornando uma ferramenta-padrao
na determinacao de interacoes pro-
teina-proteina. Estudos recentes su-
gerem uma estratégia geral para a
andlise em larga escala de interacoes
proteina-proteina usando a aborda-
gem de co-precipitacao/
espectrometria de massa. Uma “eti-
queta” de afinidade € expressa liga-
da diretamente a uma proteina-alvo.
As proteinas-alvo sao sistematica-
mente depositadas, juntamente com
outras proteinas participantes do
complexo protéico, em uma coluna
de afinidade. O complexo € desfeito
e as proteinas participantes do com-
plexo sao separadas por eletroforese
em poliacrilamida — sodium dodecyl
sulfate  polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) — de
uma dimensdo. As proteinas sao en-
tao extraidas do gel, digeridas com
tripsina e identificadas por impres-
sao digital do mapa peptidico
(peptide mass fingerprint). A orga-
nizacao funcional do proteoma de
uma levedura foi caracterizada usan-
do tal método e 232 complexos
multiprotéicos foram determinados,
sugerindo novos papéis celulares
para 344 proteinas.

CONCLUSOES

Enfim torna-se cada vez mais
evidente a importincia da
espectrometria de massa em pes-
quisas envolvendo proteinas. No
Brasil, apesar da existéncia de pou-
cos pesquisadores que dominam a
técnica, varios projetos encontram-
se em desenvolvimento, permitindo
um aprofundamento significativo em
questoes de interesse regionais e
nacionais, como doenca de Chagas,
utilizacao de enzimas em processos
industriais, peptidios biologicamen-
te ativos, reproducao animal, pragas
de lavouras, imunologia do trauma
etc. A recém instalada Rede
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Protedmica Nacional, que associa la-
boratoérios em todo o Pais que traba-
lham com a abordagem protedmica,
demandara de forma sistematica e
crescente a utilizacao de
espectrometros de massa, cada vez
mais precisos e versateis. O parque
instalado de equipamentos no Brasil
ja nao pode ser considerado peque-
no. Porém, o nimero de pesquisado-
res que utilizam, em algum momen-
to de sua pesquisa, a espectrometria
de massa de proteinas cresce de
forma exponencial e, portanto, a
oferta de equipamentos deve acom-
panhar essa demanda. De acordo
com o estabelecido para a Rede
Protedmica Nacional, laboratérios
centrais, que ja possuem equipa-
mentos, pessoal treinado, programas
de manutencdo e experiéncia na
area, forneceriao a infra-estrutura
basica de equipamentos para os la-
boratorios-satélite, de forma que to-
dos possam se beneficiar dos recur-
sos existentes com o minimo de
desperdicios de insumos para o Pais.
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