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TECNICAS ANALITICAS: DETERMINAGAOE
QUANTIFICAGAO DE ELEMENTOS-TRACO E TECNICAS
PROTEOMICAS

2.1.
Determinacao e quantificacao de elementos-traco

As técnicas analiticas dedicadas a determinacdo e quantificacdo de
elementos-traco sao inimeras, mas uma que tem se destacado nos ultimos anos,
devido a seu carater multielementar, baixos limites de deteccao e alta precisdo, é a
espectrometria de massa com fonte de plasma induzido (ICP-MS — Inductively
coupled plasma mass spectrometry).

Esta técnica foi desenvolvida no final dos anos 80, com o intuito de
combinar a facilidade de introducdo de amostra e a rapidez de andlise da
tecnologia de ICP com os limites de deteccdo baixos e preciso de um
espectrometro de massa (Warra e Jimoh, 2011).

Os componentes das amostras sdo decompostos a fons positivos em um
plasma de argénio a alta temperatura e analisados baseados na suas razdes
massa/carga. Um ICP-MS consiste, basicamente, dos processos de introdugdo de
amostra e geracdo de aerosol, ionizacdo por uma fonte de plasma, separacio das
massas e detec¢do. As amostras liquidas sao bombeadas e introduzidas através de
um nebulizador, que a converte, com argdnio, em um vapor fino. O aerosol entio
passa por uma camara de spray onde as gotas maiores sdo descartadas (Jarvis,
Gray et al., 1992). Este processo € necessario para produzir e selecionar goticulas
pequenas o suficiente para serem vaporizadas no plasma.

Ap6s a passagem da amostra pelo nebulizador e sua parcial desolvatagdo,
0 aerosol se move para dentro do corpo do plasma e € misturado com mais gas
argbnio. O plasma quente remove qualquer solvente remanescente € causa a
atomizacdo dos constituintes da amostra, seguida de ionizagdo. A

atomizacdo/ionizagdo ocorre a pressdo atmosférica, portanto a interface entre o
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ICP e o MS se torna crucial ao criar um ambiente de vacuo para o sistema MS. Os
fons passam por um pequeno orificio em um sistema a vicuo, onde um jato
supersonico € formado e os fons entdo sdo passados para o sistema de MS em
altas velocidades, se expandido no sistema a vacuo (Jarvis, Gray et al., 1992). O
vacuo € necessdrio para que os fons fiquem livres para se moverem sem colisdes
com as moléculas de ar. No primeiro estdgio do MS, os fons sdo removidos do
plasma por um sistema de extracdo por bomba. Um feixe de fons € produzido e
focalizado e entdo levado ao separador de massas e posteriormente ao detetor
(Newman, 1996).

As técnicas hifenadas envolvendo o ICP-MS estio em constante
desenvolvimento na drea de estudos de biomoléculas. Embora o ICP-MS ndo
permita a obtencdo da forma quimica ou estrutural dos analitos presentes (pois
todas as formas do analito sdo convertidas a fons positivamente carregados no
plasma), este instrumento € um excelente analisador elementar e também funciona
como um excelente detector ao ser acoplado a cromatografia a liquido de alta
resolucdo (High performance liquid cromatography - HPLC). O acoplamento do
ICP-MS a esta técnica de separagdo permite a separagdo dos analitos de interesse
em suas formas quimicas constituintes, levando a identificacio de fracdes
distintas de amostras protéicas. Este tipo de acoplamento possui intimeras
vantagens, como andlises mais rdpidas, possibilidade de automacdo, menor
contaminagdo das amostras e perdas, maior reprodutibilidade em comparagdo a
outros métodos, menores riscos de oxidacdo ou degradacdo das amostras por
bactérias (Michalke, 2002) e, principalmente, maior sensibilidade, proporcionada
pelo ICP-MS. O acoplamento HPLC-ICP-MS é usualmente utilizado em conjunto
com colunas de exclusdo de tamanho (Size exclusion cromatography — SEC),
muito utilizada para a separagdo de biomoléculas como proteinas, onde a retencéo
do soluto depende da sua massa molecular, e ndo o peso molecular. Este tipo de
coluna € vantajosa por ser um método brando de separagdo, que geralmente nio
resulta na perda de espécies elementares ou em alteracdes ao passar pela coluna

(Schaumloffel, 2007; Tastet, Schaumloffel ef al., 2008).
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2.2.
Técnicas prote6micas

Estudos protedmicos geralmente consistem de trés etapas principais: o preparo
das amostras, a separacdo das proteinas, geralmente utilizando a eletroforese
bidimensional (2D), e a identificacdo destas proteinas através de técnicas de

espectrometria de massa e ferramentas de bioinformatica (Abbot, 1999).

2.2.1.
A importancia do preparo de amostras para aplicacoes proted6micas

O preparo de amostra é fundamental para uma boa andlise protedmica.
Diversas estratégias sdo utilizadas para preparar amostras bioldgicas para estudos
protedmicos, porém como esta etapa € crucial, deve-se tomar certas precaugdes.
Devido a grande diversidade de amostras protéicas, o procedimento 6timo para
qualquer tipo de amostra deve ser determinado empiricamente. Idealmente o
processo resulta na completa solubiliza¢do, desagregacdo, desnaturacio e reducdo
das proteinas da amostra (Amersham-Biosciences, 2004). No geral, o ideal é
manter o preparo de amostras o mais simples possivel, para evitar perdas. Um
preparo de amostra basico consiste na ruptura celular (quebrar a membrana ou
parede celular das células presentes na amostra, para liberar as proteinas), e entdo
a solubilizacdo destas proteinas de modo a obter uma amostra adequada para
conseguir uma boa dosagem protéica e consequente uso na eletroforese
bidimensional.

Algumas opgdes de preparo de amostra sdo:

a) Disrupcdo celular — a disrupcdo celular € geralmente realizada utilizando
um (ou mais) dos métodos a seguir:
- Lise osmética (geralmente utilizadas para culturas celulares)
- Ciclos de congelamento/descongelamento da amostra com o objetivo de
romper membranas celulares e extrair proteinas presentes na amostra
(bactérias)

- Lise por detergentes (para bactérias, fungos e leveduras)
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- Sonicagédo

- Lise enzimatica

- Utilizando um tampao de lise (contendo uréia e detergentes)
- Quebra mecéanica (com ou sem o uso de nitrogénio liquido)
- Alta pressdo

- Homogeneizacdo mecanica

Cuidado deve ser tomado para controlar o pH da amostra, evitar o calor
(especialmente em amostras com uréia) e tomar cuidado com degradacdo
proteolitica da amostra (utilizando, por exemplo, inibidores de proteases ou

trabalhando rapidamente e no gelo).

b) Solubilizacdo das proteinas: Esta etapa € extremamente importante, pois se
as protefnas ndo estiverem bem solubilizadas a eletroforese bidimensional

nao dard resultados adequados.

- Utilizando substancias caotropicas:
- Ex: Uréia - eficiente na quebra de ligacdes de hidrogénio
Tiouréia - eficiente na quebra de interagdes hidrofébicas.
- Utilizando detergentes ndo-idnicos ou zwiteridnicos:
- Ex:  NP-40, Triton X-100 — ndo muito eficazes na solubilizagio
de proteinas de membrana muito hidrofébicas
CHAPS, sulfobetainas (e.g. SB 3-10 ou ASB 14) — mais
eficientes na solubilizacdo de proteinas hidrofébicas
- Utilizando agentes redutores:
- Ex: DTT, dithioerythritol (DTE), tributylphosphine (TBP), tris
(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP)
- Sonicagdo

- Utilizando anfolitos carreadores

c¢) Remocdo e/ou inativagdo de compostos interferentes: Este € um passo
extremamente importante no preparo de amostras para eletroforese
bidimensional. Diversos compostos s@o reconhecidamente interferentes, e

sdo removidos como descrito a seguir:
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- Proteases: utilizando inibidores de proteases (leupeptina, E-64, EDTA,
benzamidina, etc).

- Sais: Os sais interferem diretamente no processo eletroforético, migrando pelo
gradiente de pH, produzindo calor e se acumulando nas duas extremidades da fita
IPG (Immobilized pH Gradient — Gradiente de pH Imobilizado). Isto causa zonas
de alta condutividade, queda de voltagem e diminuicdo do campo elétrico. Por
causa disso, as proteinas ndo focalizam em seu ponto isoelétrico (pl) e aparecem
no gel final como arrastes/faixas. Sua remog¢do pode ser feita por didlise ou gel
filtracdo, e, dependendo da amostra, por precipitagdo.

- Lipidios: Estes compostos interferem profundamente na eletroforese, e sua
remocgdo se da através do uso de detergentes em concentragdes acima de 2% ou
através de precipitacdo. Cuidado deve ser tomado, pois o detergente pode
interferir na eletroforese, devendo ser removido antes desta etapa. Remocao
através de detergentes especificos deslipidificantes.

- Acidos nucléicos — aumentam a viscosidade da amostra e podem causar manchas
de fundo nos géis. Acidos nucléicos de alto peso molecular obstruem os poros do
gel. Podem ligar-se & proteinas através de interacdes eletrostdticas e impedir a
focalizac@o das mesmas. Remocgdo através de detergentes especificos. No caso dos
dcidos nucleicos DNA e RNA, que também acabam por ser corados na coloragdo
de géis pelo método da prata; causam arraste horizontal na parte acidica do gel;
precipitam com as proteinas quando a amostra € aplicada na ponta bésica do gel
para IEF. Sdo removidos através da precipitacdo de proteinas, tratamentos com
DNAases/RNAases, por sonicacdo e pelo método de extragcio de DNA/RNA
(Fenol/cloroférmio).

- Polissacarideos: Remocdo através de procedimentos enzimdticos ou
precipitacdo.

- Material insoldvel: Removido geralmente através de centrifugacao.

Observacgio: cuidados com a precipitagdo — a precipitacio acarreta perdas,
e pode concentrar compostos interferentes juntamente com as proteinas. Existem
diversos tipos de precipitagdo, cada uma mais adequada para certo tipo de amostra
(ex: precipitagdo por acetona, TCA, sulfato de amdnio, etc), portanto deve-se

analisar bem o protocolo para evitar perdas.
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222
Eletroforese uni e bidimensional (1D e 2D)

A eletroforese bidimensional foi descrita por O Farrel (O Farrel, 1975), e
continua sendo o modo mais direto e poderoso para mapear o proteoma de um
organismo (Baldisserotto, Lopez-Vasquez et al., 2004; Xu, Garrett et al., 2006).
Nesta técnica as proteinas sdo separadas por dois passos, através de duas de suas
propriedades fisico-quimicas, o ponto isoelétrico (pl) e o peso molecular (PM)
(Figura 2). A eletroforese bidimensional é um método de separacio extremamente
eficiente porque as proteinas em uma amostra sdo separadas simultaneamente
fornecendo informacdes sobre o seu ponto isoelétrico, massa molecular,
expressdo, abundancia relativa e modificacdes pds-traducionais, verificadas pela
alteracdo da mobilidade eletroforética (Pandey e Mann, 2000).

O primeiro passo, também chamado de primeira dimensao, é a focalizag¢do
isoelétrica (Isoelectric focusing — IEF), que separa as proteinas de acordo com seu
ponto isoelétrico (pI). E formado um gradiente de pH, no qual as proteinas
carregadas movem-se até o seu pl, onde possuem carga nula e estacionam. Antes
do desenvolvimento de gradientes de pH immobilizados, dispostos em fitas de
pléstico disponiveis comercialmente, a eletroforese bidimensional era realizada
com um sistema descontinuo, o que ndo permitia uma grande reprodutibilidade
dos géis de IEF. Porém com o desenvolvimento destes gradientes immobilizados,
ou fitas IPG (Immobilised pH Gradients), a eletroforese se tornou extremamente
reprodutivel, e ainda é o método mais utilizado para a realizagdo da separagio de
proteinas na primeira dimensao.

Apéds a IEF, as fitas sdo equilibradas em solugdo contendo DTT, para
romper as pontes dissulfetos (ligacdes S-S) presentes nas proteinas, facilitando o
acesso do SDS as partes mais internas das mesmas, devido a elimina¢do da
estrutura tercidria protéica, e iodoacetamida, para evitar a reoxidagdo dos grupos
tidis (alquilacao).

O segundo passo (segunda dimensdo) separa as proteinas de acordo com
seu peso molecular por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca
de dodecil-sulfato de s6dio (SDS-PAGE). O gel é uma matriz constituida de

polimeros de acrilamida com ligagdes cruzadas de N-N-Metil bisacrilamida. A
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porosidade dos géis pode ser escolhida, adequando-se melhor a amostra a ser
separada. As porcentagens usuais sdo 5%, 7,5%, 10%, 12,5% e 15%. Quanto
maior a concentragdo de acrilamida, menores serdo os poros do gel resultante. O
persulfato de amodnio é utilizado para gerar radicais livres, e o TEMED
(tetrametiletilenodiamina) é o catalisador que auxilia na transferéncia do elétron

do radical livre.

«— IEF ——
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Figura 1. Esquema de separagdo de proteinas através da técnica de eletroforese

O uso do SDS ¢ feito para que a separacdo dependa apenas da massa
molecular da proteina, e ndo de sua forma e carga nativa. Como o SDS é um
detergente anidnico que interage com as cadeias peptidicas das proteinas, ocorre a
desnaturacdo das proteinas e a formagdo de um complexo de SDS-proteina,
carregado negativamente (figura 3). Ao aplicar a corrente elétrica, todas as
proteinas, entdo com a mesma carga, migram em dire¢do ao eletrodo positivo e
sdo separadas somente pelas diferencas entre as suas massas molares. As proteinas
menores migram mais rapidamente enquanto as maiores t€m mais dificuldade de

atravessar a malha do gel e, portanto, movem-se mais lentamente.
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Figura 2. Esquema da modifica¢do das proteinas causada pelo uso do SDS na
eletroforese bidimensional

O resultado final, apds a coloracdo dos géis, ¢ um perfil protéico onde
cada spot corresponde a uma ou a algumas poucas proteinas, facilitando a
posterior andlise por espectrometria de massa.

A eletroforese unidimensional consiste em separar as proteinas apenas por seu
peso molecular, aplicando as amostras diretamente no gel com auxilio de um gel
de empilhamento, fazendo com que as proteinas migrem verticalmente, sem
passar pela etapa de separagdo por ponto isoelétrico. Embora forneca menos
detalhes a respeito das proteinas das amostras, possui grande utilidade no caso de

andlise de proteases e outros.

2.2.3.
Métodos de coloracao de eletroforese

Diversos métodos de coloracdo de géis de eletroforese podem ser usados
para visualizar as proteinas separadas. Apds uma etapa inicial de fixacdo das
proteinas no gel, geralmente usando uma mistura de etanol e 4cido acético, as
proteinas sdo coradas. Os métodos mais utilizados s@o a coloragdao por Coomassie
Brilliant Blue, por prata e por fluorescéncia.

A coloragi@o por Coomassie possui sensibilidade na faixa de 30-100 ng de
proteina, menos sensivel que os dois outros métodos (Patton, 2002), porém com a
vantagem de ser um método simples e diretamente compativel com a
espectrometria de massa.

A coloracdo por fluorescéncia, embora possuindo alta sensibilidade e

compatibilidade com a espectrometria de massa, requer equipamentos e softwares
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especiais e caros, ndo sendo, portanto, a primeira opcdo, especialmente para
laboratorios pequenos (Poland, Rabilloud et al., 2005).

J4 a coloragdo com prata possui grande sensibilidade, na faixa de 0,1 ng de
proteina por ponto protéico. Este método apresenta algumas desvantagens, como
por exemplo, a demora do processo, podendo-se estender até 7 h de trabalho, a
possibilidade de gerar coloragc@o negativa em regides saturadas de proteinas do gel
e, dependendo do protocolo utilizado, a incompatibilidade com a espectrometria
de massa, porém diversos protocolos ja existem que tornam este método de
coloracdo adequado com relagdo a posterior espectrometria de massa. Neste
método, as proteinas se ligam aos fons de prata, que entdo sdo reduzidos em

condicdes apropriadas, construindo uma imagem visivel das proteinas com o

metal prata finamente dividido.

224
Zimografia

A zimografia € uma técnica protedmica eletroforética que permite a
visualizacdo do nuimero e tamanho aproximado de enzimas em amostras
biolégicas, com base na degradacdo de um substrato copolimerizado juntamente
com os géis de eletroforese. No caso das proteases, utilizam-se como substrato a
gelatina, caseina, fibronectina e colageno, dentre outros (Leber e Balkwill, 1997;
Itoh, Ito et al., 1998; Troeberg e Nagase, 2003; Snoek-Van Beurden e Von Den
Hoff, 2005). Esta técnica é muito util na andlise da composicdo de proteases de
amostras bioldgicas complexas, pois a visualizacdo dessas proteases depende
diretamente da atividade proteolitica (Kjeldsen, Johnsen et al., 1993; Feitosa,
Gremski et al., 1998; Kimura, Shinohara et al., 2001; Snoek-Van Beurden € Von
Den Hoff, 2005).

A zimografia com substrato de gelatina é uma técnica amplamente usada
no estudo de metaloproteases, especialmente as metaloproteases de matriz
(MMPs), sendo compativel com o sistema de tampao de Laemmli, comumente
utilizado em eletroforese SDS-PAGE (Hummel, Penheiter et al., 1996), o que a
torna interessante por ser de simples aplicagc@o, sem grandes modificagdes em uma
técnica ja estabelecida. Outras vantagens desta técnica incluem a sensibilidade na

faixa de picogramas e o uso de reagentes baratos e acessiveis (Kleiner e
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Stetlerstevenson, 1994; Takeshita, Tokutomi ef al., 2001).

Esta técnica consiste em co-polimerizar o substrato de gelatina em um gel
comum de SDS-PAGE. Como o substrato estd preso nos poros do gel, ele nio
migra quando € aplicada a corrente elétrica durante a eletroforese. A amostra
biolégica € desnaturada por SDS, porém nio reduzida, e entdo aplicada no gel
para separacdo. O tampdao de solubilizacdo da amostra ndo deve conter [-
mercaptoetanol, para evitar a quebra das pontes de dissulfeto das MMPs, que
evitaria a renaturacdo das mesmas. Apods a corrida eletroforética, as proteases
separadas sdo renaturadas dentro do gel, por lavagens repetidas com um
detergente nao-idnico, como o Triton X-100, que substitui o SDS do gel (Heussen
e Dowdle, 1980). O gel é entdo incubado em um tampao adequado, permitindo
que as proteases renaturadas realizem a digestdo do substrato em uma zona ao
redor de sua posicdo de eletroforese. Estas zonas sdo visualizadas ao corar o gel
com Coomassie Blue, onde o gel inteiro fica azul e as dreas de digestdo aparecem
como zonas transparentes (Troeberg e Nagase, 2003). As proteases sdo entio
identificadas comparando as areas digeridas com os padrdes de peso molecular
e/ou fazendo testes de inibicdo com inibidores especificos a certas classes de

proteases. N@o ha andlise por espectrometria de massa neste caso.

2.2.5.
Processamento das proteinas visualizadas através da eletroforese
2D

A tripsina € a enzima mais comumente utilizada em estudos protedmicos para
realizar a digestdo das proteinas para posterior extracdo dos géis e andlise por
espectrometria de massa, embora existam outras. Ela € uma serino-protease
encontradano sistema digestivo de muitos vertebrados, onde possui a funcdo de
hidrolisar proteinas. Ela é a enzima mais vantajosa para uso em estudos
protedmicos devido ao fato de apresentar custo relativamente baixo, possuir alta
atividade proteolitica, a capacidade de quebrar as proteinas em peptideos
pequenos (600 - 2500 Da) e de ser covalentemente modificada, para minimizar os
processos de autodigestao ou autdlise (Vekemans, Janssens et al., 1994; Sussulini,

Garcia et al., 2007). O seu mecanismo enzimatico é semelhante ao de outras
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serino-proteases. Ela contém uma triade catalitica que consiste da histidina-57,
aspartato-102 e serino-195. Estes trés residuos formam o sitio ativo serino-
nucleofilico. O residuo de aspartato localizado no bolso catalitico das tripsinas é o
responsdvel por atrair e estabilizar lisinas e argininas positivamente carregadas e,
portanto, € o responsavel pela especificidade da enzima. Portanto, ela cliva as
proteinas especificamente no C-terminal adjacente aos residuos de arginina e
lisina, resultando em conjuntos de peptideos unicos. Estes conjuntos de peptideos
podem entdo ser considerados como a “impressdo digital” daquela molécula

especifica, sendo entdo relativamente facil sua identificacdo (Shevchenko, Jensen

et al., 1996; Quadroni e James, 2001).

2.3.
Espectrometria de massas na identificacao de proteinas

A espectrometria de massa baseia-se na determinacdo precisa da relagdo
massa-carga (m/z) de fons gerados a partir de uma molécula na fase gasosa. Um
espectrdmetro de massa tem 3 componentes bdsicos: a fonte de ionizagdo, que
produz os fons a partir dos analitos; o analisador, que determina a relagdo m/z do
analito de interesse; e o detector, que detecta a presenca do analito.

Antes de 1970, a andlise por espectrometria de massa de 4dcidos nucléicos
e outros biopolimeros grandes era restrita pelos métodos tradicionais de ionizagdo,
como a ionizagdo quimica ou de elétrons. A capacidade limitada dessas técnicas
de ionizacdo de gerar fons gasosos intactos a partir destas amostras fazia com que
a obtenc¢do de informacdes estruturais ou de peso molecular fossem muito dificeis.
Porém, desde o advento das primeiras técnicas de ionizagcdo brandas na década de
70, como a ionizacdo por eletrospray (Electrospray lonization - ESI) e ionizacdo
por desorcdo a laser auxiliada por matriz (Matrix Assisted Laser Desorption
Ionization - MALDI), o papel da espectrometria de massa no campo da biologia
molecular tem aumentado exponencialmente (Fitzgerald e Smith, 1995). Estas
técnicas sdo consideradas brandas pela sua capacidade de gerar fons a partir de
macromoléculas ndo volateis sem ou com muito pouca fragmentagio da molécula
analisada, e permitem todas as vantagens das andlises de espectrometria de massa,

incluindo alta sensibilidade, alta precisdo de massa e tempo rdpido de andlise, a
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ser aplicados a espécies de alto peso molecular, incluindo peptideos e proteinas
(Reyzer e Caprioli, 2005).

Atualmente as tecnologias mais utilizadas para ionizagdo de proteinas e
sua subsequente identificagdao sio MALDI e ESI. Estas fontes de ioniza¢do podem

ser acopladas de diversas maneiras com diferentes tipos de analisadores.

2.3.1.
MALDI

A técnica MALDI € considerada uma técnica de ionizacdo branda, assim
como a ESI, pois os fons formados possuem baixa energia interna. Isto permite a
observacdo de espécies iOnicas moleculares com pouca ou nenhuma
fragmentacdo. Portanto, uma das aplicacdes de maior sucesso desta técnica tem
sido na andlise de proteinas.

A técnica MALDI foi introduzida por Karas e Hillenkamp (Jellum,
Thorsrud et al., 1983) como um método de transferéncia de moléculas grandes e
l4beis para a fase gasosa na forma de fons intactos. Esta técnica gera fons intactos
na fase gasosa ao misturar as moléculas do analito de interesse em uma matriz
cristalina apropriada (geralmente um 4acido organico fraco), que contém um grupo
crom6foro que absorve a luz em um comprimento de onda do ultravioleta ou
infravermelho. O analito de interesse ¢ misturado com essa matriz, em excesso (de
500 a 50000 vezes) (Sporns e Wang, 1998). Este excesso de matriz é necessario,
pois sdo os cristais da matriz que absorvem a luz UV do laser, com a amostra
sendo apenas metaforicamente uma “impureza” incorporada nos cristais da
matriz. Quando o pulso do laser impacta com a matriz no vacuo, as moléculas da
matriz liberam o excesso de energia absorvida por sublimacdo e com
fragmentacdo molecular concomitante, porém, se preparada corretamente, a
amostra € levada para a fase gasosa pela pluma de sublimacgfo, sem fragmentagdo
(Sporns e Wang, 1998).

A andlise de massas subsequente destes fons usando espectrometros de
massa convencionais acoplados a detectores de tempo-de-voo t€m permitido a

determinagdo de massas moleculares com precisdes de até 0,010 %.
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Aparentemente ndo existem limitagdes resultantes das estruturas primdria,

secunddria ou tercidria das proteinas nesta técnica (Fitzgerald e Smith, 1995).

23.1.1.
A importancia da matriz

A matriz consiste de moléculas facilmente cristalizdveis, que absorvem na
regido do UV. Estes compostos devem possuir cristais estiveis em condi¢des de
vacuo, ndo subliminando facilmente (Beavis, 1992; Ehring, Karas et al., 1992;
Fitzgerald e Smith, 1995).

A matriz possui trés papéis principais, onde:

a) a co-cristalizacdo do analito e o excesso da matriz servem para
incorporar as moléculas do analito dentro dos cristais da matriz;

b) a absor¢do da energia de cada pulso do laser na banda de absorcdo da
matriz resulta na ejecdo de ambos, a matriz e as moléculas do analito, para a fase
2asosa;

¢) possui papel na ionizacdo das moléculas do analito, mais provavelmente
por interacdes na fase gasosa do analito com a matriz.

A figura 4 mostra as matrizes mais comumente usadas na técnica MALDI.
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Figura 3. Matrizes mais comumente usadas na técnica MALDI. A = Acido
sinapinico  (dcido 3,5-dimetoxi-4-hidroxilcindmico); B = 4&cido a-cyano-4-
hidroxilcinimico; C= acido 2,5-dihidroxibenzédico; D= 2°, 4°, 6°-
trihidroxiacetofenona; E= 4cido retindico all trans; F = 3-aminoquinolina (Sporns

e Wang, 1998).
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2.3.1.2.
Analisador

A técnica MALDI € usada primariamente com espectrometros de massa
Tempo-de-Voo (ToF — Time of Flight). Os ions sdo formados na fonte de
ionizagdo ap6s um pulso de laser, e sdo entdo acelerados a uma energia cinética
fixa por um potencial elétrico. Os ions entdo atravessam o tubo de v6o, que possui
uma regido livre de campo elétrico, e chegam ao detector em tempos
caracteristicos, de acordo com as suas massas. Este periodo é grosseiramente
proporcional a raiz quadrada da razdao massa-carga (m/z) do ion, e pode ser usado
para calcular a massa do ion. Portanto, ions mais leves terdo um tempo de voo
menor que o de ions mais pesados. O rapido tempo de andlise (menos de um
millisegundo) permite a andlise rdpida e simples de diversas amostras (Fitzgerald
e Smith, 1995).

Diferentes tipos de laser sdo utilizados com sucesso na técnica MALDI, o
mais comum sendo o de nitrogénio (337 nm). As irradiagdes variam com a matriz
e combinagdes de comprimentos de onda, mas geralmente sdo na faixa de 10°a
10> W cm™. O laser pode ser atenuado, para reduzir a for¢a do pulso e aumentar a
resolucdo do equipamento. Estes lasers geralmente ocorrem em uma area de
apenas 0,001 mm?, ou seja, muita energia é concentrada em apenas um ponto

microscosinal (Fitzgerald e Smith, 1995).

2.4.
Ferramentas de bioinfomatica

A identificagdo protéica € feita utilizando os valores das massas
moleculares de seus peptideos obtidos pela espectrometria de massa. No caso do
MALDI, utilizam-se os sinals monoisotdsinals, comparando os valores obtidos
experimentalmente com valores tedricos armazenados em banco de dados
disponiveis na internet como o Mascot, PepTident, ProFound e Ms-Fit, dentre

outros. Estes programas utilizam um algoritmo computacional que compara as
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massas determinadas para peptideos proteoliticos com as massas calculadas para
todas as clivagens enzimaticamente possiveis presentes em diversas bases de
dados. A proteina € identificada baseando-se na avaliagdo estatistica dessa
comparagdo. Muitas bases de dados existem, como o “Genbank”, o “SwissProt
Database”, o “Protein Database” e o “EMBL”. A identificagdo é fortemente
influenciada pela quantidade de proteina na amostra, grau de modificacdo pds-
traducional, qualidade das buscas automadticas e presenca da proteina nos bancos
de dados (Kopke, 2003). O conhecimento do genoma de um organismo ¢é de
grande importancia para permitir a identificacio exata das proteinas pelo padrio
de peptideos, e por isso organismos ndo muito bem estudados muitas vezes ndo
tém suas proteinas identificadas. O ideal € fazer a pesquisa na base de dados mais
préxima da taxonomia do organismo de estudo. Por exemplo, ao estudar um peixe
raiado, a busca devera, idealmente, ser conduzida na base de dados

correspondente aos Actonipterygii (peixes raiados).
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