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Resumo

Visando o desenvolvimento de uma metodologia analitica rapida e
econdmica orientada para estudos de sistemas moleculares formados por proteinas,
o presente trabalho teve como objetivo primordial a associacdo entre duas
poderosas técnicas para analise de proteinas, a microscopia de for¢ca atémica (AFM)
e a espectrometria de massa (MS). Tendo como perspectiva principal para a
associacao AFM-MS o estudo do interatoma. A microscopia de for¢ca atdmica € uma
importante técnica para analise de sistemas supramoleculares, dentre outras
informagdes, permite a obtencdo da topografia desses sistemas possibilitando que
as dimensdes das estruturas que o compde sejam mensuradas, sendo assim, essa
ferramenta de analise fornece informagdes importantes no que diz respeito a
estruturas quaternarias formadas por proteinas, sugerindo como as subunidades
interagem para formagdo de complexos moleculares. A determinagdo precisa da
massa molecular por espectrometria de massa possibilita a solucdo de diversos
problemas relacionados as questdes bioquimicas, como a determinacgao direta das
estruturas primaria e quaternaria de proteinas, determinacdo de modificacbes pos
traducionais, identificacdo de proteinas e etc. Gragcas a sua versatilidade e
sensibilidade, a espectrometria de massa vem se destacando como ferramenta
indispensavel para a analise de proteinas. O presente trabalho propde a associacao
da microscopia de forca atbmica com a espectrometria de massa objetivando
analises rapidas nas quais uma mesma amostra € submetida as duas ferramentas
analiticas, identificando, também, em quais aspectos essas duas técnicas se
complementam na investigacédo de sistemas protéicos. Nos experimentos, proteinas
adsorvidas em superficie de mica, suporte frequentemente utilizado nas analises por
AFM, tiveram sua morfologia estudada por AFM e, em seguida, foram analisadas por
MALDI-MS na mesma superficie, adaptada a placa do MALDI por meio de uma fita
dupla face. Em outras circunstancias, a amostra adsorvida em mica foi submetida a

reacgoes para caracterizacao e identificagao das proteinas por MALDI-MS.



Abstract

Aiming the development of analytical methodology oriented for rapid analysis of
protein supramolecular systems, we present in this work the association between two
powerful techniques for protein analysis: atomic force microscopy (AFM) and mass
spectrometry (MS). The AFM-MS prospects are mainly directed to the interactome
study. Atomic force microscopy is a powerful analytical technique for supramolecular
systems. Among other information, it provides the system topography and enables
the measurement of subunits dimensions. So, it deals about an analytical tool which
provides important information regarding the quaternary protein structure, giving a
track about how subunits interact to each other in molecular complexes formation.
The precise molecular weight determination by mass spectrometry allows the
solution of various problems related to biochemical issues, such as determining
proteins primary and quaternary structure, characterization of their post-translational
modifications, proteins identification and so on. Thanks to its versatility and
sensitivity, mass spectrometry has been highlighting as an indispensable analytical
tool for protein analysis. This work suggests the association of atomic force
microscope and mass spectrometry for rapid analysis of a single sample. We
identified the aspects in which these techniques are complementary for investigation
of protein systems. For the first time, proteins adsorbed onto mica surface (support
often used in AFM analysis) were identified by MALDI-MS, after having their
topography examined by AFM. Samples adsorbed on mica were also subjected to

reactions for protein characterization and identification by MALDI-MS.
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1. Introducéo

Visando entender como uma proteina age e influencia um sistema
biolégico, diversas ferramentas e métodos foram desenvolvidos e s&o utilizados
rotineiramente nos laboratérios de analise de proteinas.

Grande parte dos instrumentos e das metodologias se aplica aos
estudos de protebmica. Uma abordagem classica e rotineira consiste no
isolamento, identificacdo e caracterizagcao de proteinas, em que normalmente
as proteinas sdo separadas por técnicas eletroforéticas ou cromatograficas e
identificadas e caracterizadas por espectrometria de massa para proteinas,
geralmente com fontes de ionizacdo do tipo MALDI ou ESI. Esses
experimentos classicos de protedmica permitem identificar a expressao
diferencial de proteinas relacionadas a determinadas caracteristicas em um
organismo, portanto, sao instrumentos importantes para assimilagao de alvos
para agao de farmacos e para elucidacdo de mecanismos celulares. Ja para o
interatoma, ciéncia que estuda o conjunto de interagdes moleculares em uma
célula, métodos experimentais foram concebidos para identificacdo de
proteinas ligantes, baseados, principalmente, na complementaridade entre a
cromatografia de afinidade e a espectrometria de massa. Entretanto, ndo ha,
como na protedbmica, um recurso metodologico baseado na associacdo de
ferramentas analiticas que fornecam resultados de interacbes completos, ou
seja, que permitam ndo somente a identificacdo de proteinas ligantes, mas
também, que fornegcam uma percepgao estrutural e morfolégica dos complexos
formados e que ao mesmo tempo permita a identificagdo das unidades
protéicas ligantes.

O estudo das interagbes moleculares bioldgicas, compreendendo a
analise das estruturas protéicas e dos complexos formados, € fundamental
para a compreensio dos processos celulares. A analise desse dinamismo tem
como objetivo revelar quais s&o as fung¢des de cada biomolécula e como
podem ser ligadas para que o conjunto possa desenvolver novas propriedades
ou exercer suas fungdes, exatamente como uma maquina e suas pecgas. Essas
novas espécies geradas pela ligacdo de duas ou mais entidades moleculares

sao denominadas supramoléculas ou sistemas supramoleculares.
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A microscopia de for¢ca atdbmica (AFM) tem sido usada, com sucesso,
na obtengdo de imagens de sistemas biologicos, incluindo sistemas protéicos
supramoleculares. A topografia de sistemas protéicos com resolugdo de
nandmetros permite caracterizar superficies de amostras heterogéneas em
diversas condicoes.

Ja a espectrometria de massa (MS) permite a determinagao precisa da
massa molecular de proteinas, o que desencadeia em uma infinidade de
aplicagdes, sendo hoje uma técnica essencial a analise de proteinas.

Neste trabalho, as proteinas analisadas por AFM foram posteriormente
analisadas por MS. A complementaridade entre os resultados obtidos a partir
das duas técnicas foi avaliada. A melhor forma de se fazer essa associagao foi
estudada, buscando o desenvolvimento de metodologias rapidas, nas quais,
uma unica aliquota fosse submetida a ambas as técnicas.

Neste trabalho, foi empregada como modelo para os testes
metodoldgicos a proteina ribonuclease A bovina. Essa proteina foi utilizada nos
testes direcionados a identificacdo de proteinas adsorvida em mica, a
metodologia utilizada para a identificacdo foi a “impressédo digital do mapa
peptidico” (peptide-mass-fingerprint — PMF), na qual as proteinas passam por
um procedimento de digestdo enzimatica e os fragmentos peptidicos séo
analisados por espectrometria de massa, o perfil do espectro obtido é
comparado com as massas dos fragmentos teéricos disponiveis em bancos de
dados. Entretanto, neste trabalho, as proteinas de interesse estavam
adsorvidas, anteriormente a reagao de digestdo enzimatica, a superficie
utilizada como suporte para o AFM, a mica. A introdugao da superficie de mica,
suporte frequentemente utilizado nas analises por AFM, aos experimentos de
espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF suscitou a necessidade de
criacdo de novos protocolos experimentais. Uma das principais novidades
utilizada nos procedimentos experimentais de digestdo enzimatica diz respeito
a extracdo do sal utilizado no preparo da solucdo tampédo. Esses sais sdo
supressores de sinal nas analises por MS e, portanto, devem ser retirados da
amostra, o procedimento proposto neste trabalho é rapido, simples e nao
dispendioso, diferentemente dos procedimentos rotineiros, nos quais
geralmente usam-se colunas para dessalinizacdo de custo relativamente

elevado em procedimentos demorados e trabalhosos.
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A unido AFM-MS também foi aplicada a proteinas (MRJP-1 e
apisimina) do proteoma de abelhas Apis mellifera, organismo modelo para
estudos comportamentais utilizado em projeto desenvolvido pelo Laboratorio de
Bioquimica e Quimica de Proteinas da Universidade de Brasilia. Em principio,
0 objetivo seria determinar a aplicabilidade do método e as concentragdes
ideais para essa associagado, analisando a morfologia da proteina MRJP-1
(major royal jelly protein) por microscopia de forga atdbmica e posteriormente
determinando sua massa e fazendo sua identificagcdo por espectrometria de
massa. Os experimentos foram realizados em diversas concentracdes visando
determinar se ha compatibilidade de concentragao entre as duas ferramentas
analiticas. Logo a associagdo se mostrou eficaz ao indicar a presenca da
proteina apisimina na amostra, possivel ligante da MRJP-1. Com os
experimentos verificou-se, por meio dos espectros obtidos, a presenca de um
pico de alta intensidade indicando a presenca da apisimina com
aproximadamente 5,5 kDa, inicialmente as imagens obtidas por AFM nao
revelaram a presenca dessa proteina, pois as estruturas maiores (MRJP-1)
possivelmente encobriam e ocultavam a apisimina. Nesse caso, a
espectrometria de massa surge como uma importante técnica complementar,
indicando a presenca da proteina. A mistura foi separada por cromatografia
liquida de alta performance e as fragdes colhidas foram submetidas a analises
por AFM-MS. As analises das fracdes revelaram novas estruturas. Nesse caso,
a microscopia de forga atdbmica indicou a presenga de contaminantes que
dificilmente seriam percebidos unicamente por espectrometria de massa.

Para dispor de forma organizada a base tedrica e experimental deste
trabalho, esta dissertagcdo € composta por cinco partes. Este primeiro capitulo,
introdutdrio, fornece uma visdo geral sobre o principio de funcionamento e
demais caracteristicas importantes de ambas as técnicas. Na segunda etapa,
constardo os objetivos da dissertacdo. Em seguida, apresenta-se a parte
experimental, onde sdo expostos os materiais e os procedimentos utilizados,
bem como as metodologias adotadas para a associacdo entre AFM e
MALDI- TOF. Os resultados obtidos e as discussdes a respeito dos mesmos
sao abordados posteriormente. Por ultimo, sdo apresentadas as conclusdes
finais deste trabalho e, também, sugeridos possiveis direcionamentos para

estudos posteriores.
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1.1 Conceitos basicos de proteinas

As proteinas sdo as biomoléculas mais diversificadas quanto a forma e
quanto as propriedades funcionais, formando elementos estruturais de células
e tecidos, horménios, veiculos de transporte biolégico, anticorpos, enzimas, e
muitos outros elementos essenciais a vida. Todas essas propriedades estao
diretamente relacionadas as estruturas tridimensionais das proteinas [1].

As proteinas ou polipeptidios s&o polimeros de aminoacidos, podendo
ser compostas por até 20 tipos de aminoacidos diferentes que s&o ligados
covalentemente pela formagao de ligagcdes peptidicas. A formagdo da ligagéo
peptidica, representada pela Figura 1, consiste em uma ligacdo carbono-
nitrogénio formada entre o grupo carboxila de um aminoacido e o grupo amino
de outro.

A sequéncia de residuos de aminoacidos constitui a estrutura primaria
das proteinas, da qual deriva o arranjo espacial da molécula, guiado por forgas
de van der waals, ligagées de hidrogénio, interagdes eletrostaticas e pontes
dissulfeto. A estrutura primaria ira determinar os tipos de interacdo possiveis
entre as diferentes regides da estrutura polipeptidica, e consequentemente,
definira a configuracao tridimensional do peptideo ou proteina.

A organizagao estrutural de uma proteina é classificada desde a
sequéncia de aminoacidos (estrutura primaria), passando pela formagao de
estruturas regulares bidimensionais (estrutura secundaria), pelo dobramento
final da cadeia polipeptidica (estrutura terciaria) até a associagdo de duas ou
mais cadeias (estruturas quaternarias).

Uma cadeia protéica pode sofrer modificagdes quimicas depois de sua
traducdo, denominadas modificagdes pods-traducionais. As modificacbes
pos-traducionais podem alterar a estrutura e consequentemente a atividade de
uma determinada proteina. Além disso, as interacdes nao covalentes proteina-
proteina ou entre proteinas e moléculas menores, organicas ou inorganicas,

também podem determinar a atividade de um peptideo ou proteina.
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Figura 1. Formacao de uma ligacao peptidica gerando um dipeptideo e uma molécula de agua.
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Portanto, a estrutura primaria das proteinas ou peptideos, as
interagcdes covalentes geradas por modificagbes poés traducionais, por exemplo,
glicosilagcbes e fosforilagbes e as interagdes nao covalentes sao informagdes
importantes no que diz respeito as atividades essenciais a manutengcdo dos
organismos vivos e correspondem também aos alvos de agédo de grande parte

dos farmacos.

1.2 Microscopia de Forca Atdmica (AFM)

A microscopia de forca atbmica permite a aquisicdo de imagens
topograficas em superficies diversas, sob condi¢gdes variadas, em uma escala
de angstroms [2]. Além da topografia, outras caracteristicas fisicas dos
materiais, como elasticidade e atrito, podem ser examinadas [3]. Assim, o AFM
possibilita interpretacbes concernentes a morfologia e funcionamento dos
sistemas analisados.

Nanoparticulas depositadas sobre superficies extremamente lisas
podem ser analisadas por AFM. Essa ferramenta permite, portanto, a obtencao
de imagens que representam adequadamente a morfologia de sistemas
formados por biomoléculas [3].

Na microscopia de forgca atdmica, em oposicdo a outros tipos de
microscopias, 0 preparo da amostra é relativamente simples, basta que as
amostras estejam bem presas na superficie de um substrato sélido para nao
serem sacadas durante a analise, ja que a imagem é gerada pela varredura da
amostra com uma ponta ultrafina que compde a sonda de AFM representada
na Figura 2. Sendo assim, o material biolégico ndo precisa ser processado,
evitando possiveis modificagdes estruturais.

Por meio dessa técnica, é possivel a aquisicdo de imagens
topograficas de sistemas biolégicos sob variadas condi¢des, a visualizagao
dessas imagens por si sO ja fornece muitas informagdes de natureza
morfoldgica, porém, a possibilidade de operar o equipamento em diferentes
modos de operagdo, onde cada um avalia de forma diferente a interacao
sonda-amostra, permite a obtencdo de uma variedade maior de informacgdes,
assim como, adesao, rigidez e elasticidade, o que aumenta a possibilidade de

informacdes fornecidas pelo método.
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Figura 2. Representagdo esquematica de uma sonda para microscopia de forca atdmica. Na
figura a esquerda, a sonda indicada pelas setas (sistema cantilever - ponta) localiza-se na
extremidade do apoio (estrutura maior) que é a parte fixada ao equipamento. A direita,

evidenciam-se os paradmetros de largura, espessura e comprimento do cantilever [4].

1.2.1 Principios de funcionamento

O funcionamento do AFM consiste na medida das deflexdes da sonda
do microscépio enquanto uma ponta, componente desta sonda, varre a
superficie da amostra. Essas deflexdes sdo consequéncia da interagéo ponta-
amostra. As sondas, fabricadas normalmente com Si ou Si3N4, sao
constituidas por uma ponta de dimensdes micrométricas e por um braco de
suporte denominado cantilever, onde se apdia a ponta. As deflexdes do
cantilever indicam a forga de interagado entre a ponta e a amostra.

Visto como uma mola, o cantilever sofre deflexdes provocadas pela
forgca (F) que a amostra exerce sobre a ponta, dada por, F = -k X, sendo que x é
o deslocamento e k é a constante de forca elastica.

Diversos tipos de sondas sao fabricados com variagdes em parametros
como frequéncia de ressonancia e constante de forgca elastica, esses
parametros sao determinados pelas dimensdes e pelo material de fabricagcao
da sonda, também estao relacionados com a escolha do modo de operagao do
equipamento, descritos a frente neste trabalho.

A microscopia de forga atdmica baseia-se na varredura da superficie
da amostra pela ponta, sendo assim, a sonda é posicionada préximo ou em
contato com a amostra de acordo com o0 modo de operagao do equipamento
utilizado. A interagao entre a ponta e a superficie da amostra gera a deflexao
do cantilever proporcional a for¢a de interagao. Na parte superior do cantilever
um feixe de laser é incidido e refletido, passando por um espelho e alcangando

o fotodetector de quatro quadrantes. A medida que a ponta varre a amostra, as
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variagbes topograficas e composicionais na superficie da amostra fazem com
que as interacbes se modifiquem, provocando diferentes deflexdes no
cantilever. Essas diferengas sao captadas no detector por meio dos desvios do
laser que incide de forma diferente em cada um dos quadrantes. Essas
informacdes sao armazenadas e processadas por um computador, que as
transformam em imagens topograficas. A varredura é realizada por um scanner
de ceramica piezelétrica capaz de realizar movimentos nas trés diregdes
(X, Ye Z) com precisdo nanométrica. Os materiais piezelétricos sofrem
deformagbdes quando provocados por variagdes de voltagem, permitindo o
controle da varredura. Este sistema pode direcionar o movimento da sonda ou
da amostra, dependendo do equipamento. Todo esse processo esta ilustrado
na Figura 3.

Para alcancar resolucdo nanométrica, a ponta deve terminar em um
grupo pequeno de atomos, este pequeno conjunto de atomos percorrera a
amostra interagindo durante a varredura por meio de forcas de van der Walls,
eletrostaticas, tenséo superficial e outras. Para manter o contato estavel com a
amostra, a posigéo do cantilever é reajustada por um sistema de realimentacéo
e controle que recebe informacdes de desvio do laser pelo sensor de quatro
quadrantes, o que permite o ajuste da posigdo por meio do scanner de
ceramica piezelétrica. A intensidade dessas interagbes depende da topografia
da amostra, da natureza da ponta, do meio no qual se encontra a amostra e do
modo de operagao do equipamento. Diferentes modos de operacdo podem

fornecer diferentes informacdes, ampliando a aplicabilidade da técnica.

—— Laser

Fotodiodo Cantilever

Ponteira
Amostra

Scanner piezelétrico

Figura 3. Esquema dos componentes basicos de um microscopio de forga atémica [5].
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1.2.2 Modos de operacao

Existem diferentes formas de se obter imagens com um microscépio de
forca atbmica, conhecer os modos de operagdao € fundamental para
compreender as potencialidades do método. Os modos de operacao variam em
funcdo de varios fatores, a escolha do modo a ser usado depende, também,
das peculiaridades das amostras, por exemplo, amostras bioldgicas ou filmes
poliméricos finos sdo sensiveis, portanto, propensas a danos causados por
contato. Outras amostras, incluido as biolégicas, nem sempre poderédo estar
adequadamente aderidas a superficie dos substratos, podendo ser deslocadas
em caso de contato. A sonda também pode ser danificada quando em contato

com determinadas amostras.

1.2.2.1 Modo de operacéo contato

No modo contato, a ponta estabelece contato fisico com a amostra.
Nesse caso, a forgca repulsiva predomina na interagdo entre a ponta e a
amostra. Apesar da alta resolugao, as forgas originadas podem causar danos a
amostra e a ponta da sonda ou mover moléculas que n&o estejam
adequadamente adsorvidas no substrato; esses fatores sdo especialmente
lesivos em caso de amostras bioldgicas. Sendo assim, o modo contato &
indicado principalmente para amostras rigidas que n&o sejam facilmente
danificadas e que possam ser fortemente aderidas ao substrato. O acumulo de
agua na amostra pode impedir a varredura no modo contato, assim, deve-se
atentar especialmente para hidrofilicidade das amostras.

Nesse modo de operacdo € utilizado um cantilever com baixa
constante de mola, na faixa de 0,02 N/m a 0,05 N/m. Sdo as chamadas sondas
moles, produzidas normalmente com SizN4 ou SiO,. Sondas moles sdo usadas
para que haja uma boa deflexdo sem danificagcdo da amostra. A forga exercida
pela sonda sobre a amostra é mantida constante pelo sistema de
realimentacao e controle.

Durante a varredura no modo contato, o equipamento pode fornecer
informacgdes sobre variagdes de atrito na superficie da amostra, por meio da
Microscopia de forga lateral, LFM (lateral force microscopy) [6]. Esses dados
sao adquiridos por meio da tor¢do do cantilever determinada pela friccdo entre

a sonda e amostra durante a varredura, como evidenciado na Figura 4.
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Figura 4. Representagdo esquematica da agéo das forgas sobre o cantilever e incidéncia do
laser no detector. Na figura a esquerda, ocorre o0 arqueamento do cantilever devido a forga

normal, ja a figura a direita representa a torgdo no eixo do cantilever.

Essas informagdes sdo especialmente interessantes quando se
pretende determinar regides compostas por diferentes materiais. Como cada
material possui coeficiente de atrito unico, a heterogeneidade de uma
superficie sera detectavel nesse modo de operacdo. Como exemplo, pode-se
citar a analise de blendas poliméricas. Por outro lado, interagbes que levam a
friccdo entre a ponta e a amostra ndo sao adequadas para amostras sensiveis,
portanto, indesejavel em alguns casos.

Assim como na aquisicdo de imagens topograficas, as informagdes de
atrito sao obtidas por meio de variagdes na corrente do fotodetector, gerando
imagens de forga lateral. Porém, na obteng¢ao das informagdes topograficas, as
quantidades relativas de laser que incidem nas metades superiores e inferiores
do fotodetector se diferem devido a um arqueamento do cantilever no sentido
vertical, perpendicular ao eixo deste. Ja as imagens de forga lateral sdo obtidas
quando as quantidades relativas de laser que incidem nos lados esquerdo e
direito do fotodetector sdo diferenciada por uma torcdo no eixo horizontal do
cantilever.

Ja o modo de aquisicao por forca modulada, FMM (force modulation
microscopy), também processado durante o modo de operagdo contato,
identifica variacbes espaciais na elasticidade superficial local [6]. Essa forma de
aquisicao é especialmente util em superficies heterogéneas, pois possibilita a
aquisicao de informagdes relativas a propriedades mecénicas, permitindo a
diferenciagdo dos diversos materiais que compdem uma superficie
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heterogénea, a identificacdo de transigdes entre diferentes componentes da
amostra, a presengca de materiais organicos em substratos rigidos e a
identificacdo de contaminantes. Essas informacdes podem ser adquiridas ao
mesmo tempo em que a imagem topografica é obtida pelo modo de operagao
contato.

Enquanto no modo contato convencional a ponteira € varrida sobre a
amostra apenas nos eixos x e y, sentido horizontal, no modo de aquisigao por
forca modulada, a sonda oscila em um sentido vertical sem perder o contato
com a amostra, ou seja, consiste na modulagao da altura no eixo z. Durante a
aplicagao desta forca oscilante a superficie da amostra fornece resisténcia de
acordo com sua composi¢cdo e parametros de dureza, gerando variagdées na
deflexdo do cantilever de acordo com a resisténcia provida pela superficie.
Para uma dada for¢ca aplicada, uma parte mole da amostra ira deformar-se
mais que uma parte dura, e consequentemente, a deflexdo do cantilever sera
menor.

Como ilustrado na Figura 5, o aumento da amplitude de deflexdo
sugere superficie mais duras e a diminuigdo da amplitude de deflexdo aponta

superficies mais moles.

Amplitude
do Sinal

Material
menos rigido

Material
mais rigido

Figura 5. Representacdo esquematica do principio de modulagdo de forca. A amplitude de
deflexao reflete as caracteristicas de rigidez da amostra, permitindo a diferenciagdo dos

diversos materiais que compde uma superficie heterogénea [6.
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1.2.2.2 Modo de operacao contato intermitente

Nesse modo de operagao (tapping mode), a ponta do cantilever vibra
em alta frequéncia sobre a amostra [6], tocando-a e interagindo tanto de forma
atrativa como de forma repulsiva, dependendo da distancia entre a ponta e a
amostra. Essa oscilacdo vertical reduz a interacado lateral caracteristica do
modo contato e consequentemente diminui a friccdo indesejavel em alguns
casos. Portanto, € uma técnica que permite obtencdo de imagens em alta
resolugdo, mesmo para amostras facilmente danificaveis ou que néo estejam
suficientemente presas ao substrato para aquisicdo de imagens no modo
contato.

A ponta possui um parametro de oscilagado constante quando ndo esta
interagindo com a amostra. Por outro lado, a interacdo ponta—amostra
acarretara mudangas na amplitude da ressonancia do cantilever. No momento
da interacdo, a oscilacdo € necessariamente reduzida devido as perdas de
energia causadas pelo contato da ponta com a amostra. As caracteristicas
topograficas sao adquiridas por meio da redugao na amplitude de oscilagao da
ponta no momento da interagéo.

No modo contato intermitente, sdo utilizados cantilevers mais rigidos,
produzidos normalmente com Si, sendo assim, para este modo de operacao a
constante de mola varia aproximadamente entre 20 N/m a 80 N/m. Quanto
maior for a constante de mola, mais rigido sera o cantilever e
consequentemente maior sera a frequéncia de oscilagao deste.

Durante a varredura no modo contato intermitente, o equipamento pode
fornecer, além das caracteristicas topograficas, informacdes referentes a
elasticidade, viscosidade e adesividade da amostra. O contraste de fase em
microscopia de forga atdbmica é determinado pela topografia, pela
viscoelasticidade e pela adesividade das amostras. Para aquisicdo dessas
informacdes o equipamento deve detectar, além das alteragdes na amplitude
de oscilagdo, atrasos nas fases de oscilagdo, ou seja, retardamentos em um
ciclo de ressonancia do cantilever decorrentes das interagdes. O retardamento
de fase é ocasionado por superficies mais adesivas ou moles e o0 progresso
rapido da fase é caracteristico de superficies mais duras. As imagens de
contraste de fase sao aquisi¢des muito uteis, inclusive para confirmacao das
imagens topograficas,
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1.2.2.3 Modo de operacdo néao contato

Nesse modo de operagao a ponta ndo estabelece contato fisico com a
amostra (Figura 6). Nesse caso, a forga atrativa predomina na interag&o entre a
ponta e a superficie. O cantilever é atraido por forgas de capilaridade quando
ha a camada de solvatacido ou pelas forgcas de Van der Waals e eletrostaticas,
quando a amostra esta seca. Quando se opera no modo contato a ponta
atravessa a camada de contaminacao. Por outro lado, no modo n&o contato,
com uma distancia de 1 nm a 10 nm entre a ponta e a superficie, advém o
risco de obter imagens distorcidas, com interferéncias ocasionadas pela
camada de solvatagao.

As forgas de longo alcance que prevalecem no modo nao contato sao
relativamente fracas, quando comparadas as for¢cas de curto alcance. Sendo
assim, o método de obtencdo da imagem sera diferente da metodologia
empregada no modo contato. No modo nao contato, o cantilever oscila préximo
a sua frequéncia de ressonéancia (100 kHz a 400 kHz) por meio da ceramica
piezelétrica. A amplitude das oscilagdes deve ser suficientemente grande para
que a ponteira entre e saia rapidamente da camada de solvatacdo. As
variagdes na frequéncia de ressondncia causadas pelas interagdes ponta-
amostra sdo detectadas para formacdo da imagem, diferentemente do modo
contato no qual se detecta as deflexdes quase estaticas do cantilever.

Devido as fracas interacbes, o0 modo nao contato possui resolucio
limitada e se torna um método importante para obtencdo de imagens quando
as amostras sdo macias ou quando elas n&o se aderem bem ao substrato.

Para que se mantenha controlado durante as grandes variagbes de
amplitude, o cantilever utilizado € duro, com constantes elasticas altas (20 N/m

a 100 N/m) normalmente feitos de Si.

Mao contato Contato

Figura 6. Deflexdo do cantilever. A esquerda, o aparelho é operado na regido atrativa, o

método é o ndo-contato. A direita, a operacdo é na regiéo repulsiva, modo contato [5].
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1.2.3 Microscopia de forgca atdmica e proteinas

A microscopia de forca atbmica tem provado ser uma poderosa
ferramenta para estudos bioquimicos. As aplicacdes incluem a aquisicdo de
imagens de tecidos, células e até moléculas biolégicas. Comparada a outras
técnicas microscopicas, o AFM possui a vantagem de adquirir imagens
topograficas de materiais biolégicos em trés dimensbes e sob variadas
condigdes. Além disso, o preparo da amostra € significantemente mais simples,
pois estas nao precisam ser processadas. A resolucdo na escala de
nandémetros permite a visualizacdo direta de macromoléculas. Imagens de
canais idnicos foram obtidas na presenca e na auséncia de ions com resolugao
suficiente para observacdo dos canais abertos e fechados em condi¢des
variadas [7]. A microscopia de forgca atObmica permite também o estudo de
interacdes proteina-proteina [8], proteina-acidos nucléicos [9] e a determinagéao
de outras caracteristicas como dureza, elasticidade e adesdo em diferentes
superficies. Alguns trabalhos recentes mostram imagens de sistemas
bioldgicos supramoleculares com resolugao suficiente para observagcéo de uma
unica molécula protéica componente de um complexo, ou seja, permitem a
observacgédo das “pecas” que compdem a “maquinaria biologica” [10, 11, 12],
possibilitando presumir e compreender o funcionamento desses sistemas. A
funcionalizacdo das pontas, a partir do revestimento com moléculas, permite
estudos de interagdes moleculares especificas, por exemplo, quando um
anticorpo € fixado a ponta do cantilever e interage especificamente com
moléculas do antigeno fixadas a mica [13]. Sistemas moleculares formados por
proteinas de membrana tém sido estudados por Microscopia de Forgca Atdmica
sob condicdes fisioldgicas, permitindo a investigagdo de fendmenos dindmicos
caracteristicos desses complexos. Em estudos recentes, as proteinas ndo sao
extraidas da membrana, mas sim, analisadas ainda aderidas a superficie da
membrana nativa ou de membranas reconstruidas, em condi¢gdes similares as
fisioldgicas [14]. Em outras experiéncias, superficies funcionais foram
desenvolvidas e empregadas nas analises por AFM [15, 16].

A adsorgédo das proteinas em um substrato para analise por AFM é
uma etapa de fundamental importancia. A adsorgcao da proteina é resultado de
um conjunto complexo de interagbes intermoleculares, as quais serao
influéncias por todos os componentes presentes na amostra, incluindo as
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interagdes proteina-proteina, proteina-substrato, proteina-solvente etc. Essas
interacdes sdo conduzidas por forgas dipolo-dipolo, dipolo-induzido, ligacbes de
hidrogénio e eletrostaticas.

O substrato mais comumente utilizado em analises de proteina por
AFM é a superficie de mica moscovita. A mica moscovita € um mineral do
grupo dos filossilicatos, e caracteriza-se pela clivagem basal bem marcada,
podendo ser incolor dependendo da pureza. A deposi¢cdo hexagonal dos seus
atomos ao longo de planos sucessivamente paralelos permitem uma diviséo,
ou clivagem, perfeita, fornecendo uma superficie lisa e regular com rugosidade
da ordem de dois angstroms, essas caracteristicas sao essenciais para sua
funcdo de suporte na microscopia de forga atdbmica, isso porque a resolugao
nanométrica dessa técnica exige uma superficie plana em nivel atémico,
de forma que a influéncia do substrato na topografia e na imagem seja
minima. A mica moscovita é um aluminosilicato, com férmula molecular
KAI2(Si3Al)O10(OH,F)2, portanto, € um mineral hidrofilico. Uma superficie
recém-clivada de mica tem um grande numero de cargas negativas devido a
substituicdo isomorfica do silicio (Si4+) por aluminio (Al3+). A valéncia menor
do aluminio gera uma carga negativa para cada substituicdo. No cristal, as
cargas negativas sao compensadas por ions potassio (cation de
compensagao), que sao livres para se moverem nos canais da rede
balanceando as cargas. Porém, quando a mica € imersa em solu¢gdo aquosa,
os ions potassio sobre a superficie se dissociam deixando a superficie
negativa.

A adsorcao das proteinas no substrato € uma etapa crucial para a
analise, pois sdo amostras facilmente danificaveis e nem sempre seréo
satisfatoriamente adsorvidas em uma dada superficie. Proteinas que carregam
uma carga liquida positiva imobilizam-se eletrostaticamente a mica, ja as
moléculas carregadas negativamente s&o imobilizadas em mica por meio de
solucdes tampao constituidas por cations bivalentes ou por meio da cobertura
da mica com uma fina camada de poli-L-lisina, que modifica a carga liquida da
superficie. Se a adsorgdao da proteina a mica por meio de interagdes
inespecificas ndo for suficientemente forte, a ligagdo covalente pode ser uma
alternativa necessaria e, nesse caso, as superficies funcionalizadas sao

utilizadas.
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A ponta, por si sO, possui um angulo de curvatura que gera imagens
falsas, mais largas (Figura 8). No entanto, a ponta ndo afeta a altura das
particulas, portanto, o dimensionamento dessas deve sempre ser baseado na
altura. Quanto menor o raio da ponteira menor sera esse desvio. Caso a
proteina nédo esteja suficientemente aderida ao substrato de mica, a imagem
sera comprometida pelo movimento da molécula na superficie, acarretando em
perda de resolugdo, imagens falsas ou até mesmo na impossibilidade de
aquisicao da imagem. Além de afetar diretamente o experimento, as proteinas
“soltas” podem danificar rapidamente a ponta do cantilever (Figura 7),
acarretando na contaminagdo e perda precoce da ponteira, impossibilitando
sua aplicagdo em outros experimentos e elevando os custos do trabalho. Por
isso, € importante definir um modo de operacdo ideal para uma determinada
amostra. O contato intermitente, por exemplo, permite uma boa resolucéo e
reduz a forca lateral, aumentando a vida util da ponteira, quando comparado ao
modo contato. Por outro lado, proteinas com muitos sitios hidrofilicos podem
interagir tdo fortemente com a superficie de mica que podem sofrer alteragbes
em sua conformacdo. Nesses casos, outras superficies podem ser utilizadas
com eficiéncia, por exemplo, grafite pirolitico altamente ordenado (HOPG) ou
superficies de ouro. A Figura 8 ilustra alguns eventos geradores de imagens
falsas.

Além de estar bem presa ao substrato, € essencial que a amostra
esteja em uma concentragdo adequada para a analise, pois uma visualizagao
bem definida das estruturas do analito depende da sua concentragdo. Para
uma determinada amostra ainda ndo analisada por AFM, ndo é possivel prever
a concentragdo ideal, e normalmente essa amostra é testada em diversas
concentracdes. As moléculas do analito em concentracdes elevadas podem
formar aglomerados, o que impede a observagao das estruturas moleculares
singulares, e, portanto, impossibilita a determinacdo de suas dimensdes. Em
concentracbes muito baixas, o analito dificiimente surgira na imagem ou
aparecera em pequenas quantidades. Isso elevara o tempo da analise e
fornecera amostragens muito pequenas. Além disso, a baixa concentragdao do
analito podera dificultar as interacbes moleculares. Portanto, a concentracéo
desejada é aquela que permita a aquisicdo de imagens bem definidas, das

quais se possa inferir a maior quantidade possivel de informacoes.
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Figura 7. Imagem de microscopia eletrbnica revelando contaminagdo na sonda de AFM.
Ampliagéo de 1000 x (A), 3000 x (B) e 50000 x (C) [17].
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Figura 8. Eventos importantes em analise de proteinas por AFM. Efeito de ponteira
dependente do raio e angulo de curvatura da ponta (A e B), ponta contaminada (C) e proteina

nao fixada (D), com exemplos de imagens obtidas neste trabalho (C e D)..

1.3 Espectrometria de massa para proteinas

7

A espectrometria de massa é um método analitico empregado
rotineiramente desde a década de 40 do século XX. Primeiramente, a técnica
foi aplicada em analises petroquimicas de hidrocarbonetos. O aprimoramento
dos instrumentos permitiu o desenvolvimento e a produgdo comercial de
espectrdmetros de massas com aplicabilidade na elucidacdo estrutural de

compostos organicos volateis e termicamente estaveis [18]. Porém, foi a partir
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da década de 80 do século XX, com o desenvolvimento de novos métodos de
ionizacdo, que se observou uma grande expansdo na aplicabilidade da
espectrometria de massa, principalmente no que diz respeito as analises de
biomoléculas de alta massa molecular.

A espectrometria de massa é uma técnica que fornece grande
quantidade de informagdes estruturais a partir da determinacado precisa da
massa molecular, tanto da molécula intacta quanto de seus fragmentos. Por
isso, € uma ferramenta analitica de grande importancia na analise de proteinas.

A determinacdo precisa da massa molecular de proteinas por
espectrometria de massa possibilita a solucdo de diversos problemas
relacionados as questdes bioquimicas e bioldgicas, como a identificagdo de
proteinas, a determinacao das estruturas primaria e quaternaria de peptideos e
proteinas, a identificacdo de modificacbes pods-traducionais, estudos de
interacao, além de muitas outras aplicagdes. O conhecimento da estrutura e da
funcdo das proteinas € essencial para a compreensao dos mecanismos
celulares. As proteinas s&o as moléculas mais diversificadas quanto a
estrutura, e por sua vez, a estrutura de uma proteina estd diretamente
relacionada a sua fungao bioldgica. Essa grande heterogeneidade de fungdes
caracteriza as proteinas como as “pecgas” fundamentais da “maquinaria celular”
e como moléculas-chaves para a compreensdo de organismos vivos. A
espectrometria de massa € uma ferramenta analitica sensivel, precisa e
poderosa para o estudo de proteinas, fornecendo diversas informacgdes que
permitem conjecturar acerca das funcgdes bioldgicas de peptideos e proteinas.

Um espectrometro de massa contém uma fonte geradora de ions, um
analisador de massa e um detector de ions. O desenvolvimento de novas
técnicas de ionizagao possibilitou a analise de proteinas e peptideos por meio
da espectrometria de massa, a partir da década de 80 do século XX. O
desenvolvimento de técnicas brandas de ionizacao foi especialmente util para a
ionizagdo de macromoléculas propensas a fragmentagcéo quando ionizadas em
outras fontes de ions, permitindo inclusive a analise de complexos formados
por interagdes nao covalentes. As técnicas de ionizagdo que predominam hoje
nos equipamentos desenvolvidos para a anadlise de proteinas sé&o a
eletronebulizagédo (ESI) e a desorcao a laser auxiliada por matriz (MALDI). Ja

os analisadores de massa mais utilizados para analise de proteina sao os
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analisadores do tipo quadrupolo (Q), geralmente associado a fonte de
ionizagao por eletronebulizagcédo e os analisadores do tipo tempo de véo (TOF)

associado a fonte de ionizac&o por desorcao a laser.

1.3.1 Fontes de ionizacao

Antes que as moléculas de uma determinada amostra tenham sua
razdo massa/carga (m/z) determinada por um analisador de massas, €
necessario que sejam formados os ions gasosos a serem manejados dentro
dos analisadores através de campos elétricos ou magnéticos. Existem diversos
meétodos de ionizagdo, sendo cada um mais adequado a determinado tipo de
amostra. Os espectros adquirem caracteristicas definidas pelo método usado
na formacao dos ions.

As fontes de ions sao classificadas como fontes duras ou fontes
moles [19]. As fontes duras sdo as que fornecem energia suficiente para que
ocorra a fragmentagdo das moléculas do analito, ja as fontes moles causam
pouca fragmentagédo. Os espectros gerados por fontes duras possuem maior
quantidade de picos e sdo ricos em informacbes estruturais; porém, se a
fragmentacao for exorbitante, pode resultar no desaparecimento do pico do ion
molecular e, consequentemente, a massa do analito ndo podera ser
determinada.

As fontes de ions também sao divididas em fontes de fase gasosa e
fontes de dessorcao [19]. Nas fontes de fase gasosa, as moléculas do analito
sao primeiramente vaporizadas e posteriormente ionizadas, sendo assim, os
compostos deverao ser volateis ou termicamente estaveis para que tolere o
processo de volatilizagdo. Essas fontes também restringem a aplicabilidade do
método aos compostos com ponto de ebulicdo abaixo de aproximadamente
500 °C e a analitos com massas moleculares menores que 103 daltons (Da).
Sao exemplos de fontes de fase gasosa a ionizagdo por impacto de elétrons e
a ionizagao quimica. Ja as fontes de dessorgcao nao requerem volatilizagao, o
analito é simultaneamente ionizado e transferido para a fase gasosa com a
introducdo de alguma forma de energia. Portanto, se aplicam a amostras
nao-volateis, termicamente instaveis e com massas moleculares acima de
100 mil Da [19].
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Em decorréncia do desenvolvimento de novas fontes de ionizagéo por
dessorcao, a aplicabilidade da espectrometria de massa alcangou as espécies
bioquimicas tipicamente nao-volateis, termolabeis e de alta massa molecular.
Com essas fontes, a fragmentagcdo é minimizada ou até mesmo eliminada,
gerando espectros simplificados, inclusive com um unico pico do ion molecular.

Sao exemplos de fontes de ionizagao por dessorgdo a ionizagao por
termonebulizagdo, a dessor¢cdo por plasma, a desor¢cdo por campo, a
eletronebulizagcdo e a dessorcdo a laser auxiliada por matriz. Atualmente, as
duas ultimas dominam a espectrometria de massa para analise de peptideos e
proteinas [19].

Na dessorgéo a laser auxiliada por matriz, a amostra recebe energia
irradiada por um laser, 0 que ocasiona a ionizagao e a dessor¢ao do analito. Ja
nas fontes de eletronebulizacido a amostra em uma solucdo acida é pulverizada

e ionizada ao passar por uma agulha mantida sob alta voltagem.

1.3.1.1 Fonte de ionizacao por eletronebuliza¢&o (ESI)

Na eletronebulizagcdo, a amostra em uma solugdo acidificada é
pulverizada ao passar por uma agulha, eletricamente isolada da solugédo por
um capilar de silica fundida e mantida sob uma elevada voltagem (4-6 kV) em
relagdo a entrada do espectrbmetro de massa. Ao atravessar a agulha, a
solugdo forma um aerossol de goticulas carregadas. Sob a agdo de gases
inertes os volumes das goticulas diminuem rapidamente, o excesso de carga
na superficie das goticulas gera um aumento no campo elétrico, e
consequentemente, um aumento da instabilidade da gota causado por um
aumento continuo das forgas de repulsdo couldmbica. Quando as forgcas de
repulsdes couldbmbicas superam a tensao superficial da goticula, as particulas
ionizadas sao expulsas da gota (explosao couldmbica). As particulas ionizadas
e em fase gasosa sao direcionadas ao analisador de massa por gradiente de
pressdo. A Figura 9 ilustra e exemplifica todo o processo supracitado.

Os analitos sdo detectados como ions moleculares multicarregados e,
consequentemente, o que se tem é um espectro rico em picos, varios dos quais
referentes a uma mesma massa, ou seja, a uma mesma espécie com multiplos
estados de protonacdo. Essa particularidade observada em ESI dificulta,

relativamente a outros métodos, a interpretacéo do espectro.
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Figura 9. Método de ionizagao por eletronebulizagdo. A amostra injetada atravessa a

agulha mantida sobre alta voltagem. A amostra € pulverizada, formando goticulas carregadas
que perdem volume a medida que o solvente evapora. O excesso de carga na superficie das
goticulas causa a expulsdo das particulas carregadas para fora da goticula. Os ions gasosos
assim produzidos sdo entdo dirigidos ao analisador de massa por gradiente de pressao. (API
100/300 LC/MS & LC/MS/MS Systems Service Manual, Perkin-Elmer Sciex Instruments,
Ontario, 1997) [19].

Por outro lado, a formacdo de moléculas multicarregadas permite que
moléculas com massas elevadas, as quais em principio estariam fora da faixa
de deteccdo, tenham sua massa determinada, visto que, evidentemente, o
analito multiplamente carregado terd uma menor razdo m/z que o analito
monocarregado, com valores suficientemente pequenos para torna-los
detectaveis em instrumentos com faixas de detecgéo limitadas.

A eletronebulizagdo é uma técnica de ionizagdo branda. Além da
aplicabilidade em compostos de baixa massa molecular, ela é capaz de ionizar
moléculas de alta massa, como peptideos, proteinas e outras macromoléculas
bioldgicas. Portanto, € um método de ionizagdo que abrange uma ampla faixa
de aplicagcdes. Essa caracteristica €& especialmente utii a analise de
biomoléculas, pois gera ions moleculares com pouca ou nenhuma
fragmentagao, mesmo quando o analito é constituido por moléculas grandes e
termicamente labeis. Por isso, tornou-se hoje uma das fontes de ionizagao
mais importantes para a analise de proteinas, permitindo inclusive o estudo de
complexos formados por interagdes fracas, como ligagées nao-covalentes. A
ionizacdo branda por eletronebulizacdo possibilita o estudo das interagcdes
proteina-proteina, proteina-DNA, proteina-metal etc.

Outra caracteristica importante da fonte de eletronebulizagéo € que ela

pode ser facilmente acoplada a instrumentos de separacgao.
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1.3.1.2 lonizacéao por dessorcdao a laser auxiliada por matriz (MALDI)

Na ionizagao por dessorcao a laser auxiliada por matriz, primeiramente
a amostra é solubilizada em uma solugdo contendo um composto orgéanico
denominado matriz. A mistura de amostra e composto organico obtida é
colocada sobre uma placa, na qual co-cristalizam a medida que o solvente
evapora. A Figura 10 esquematiza o preparo da amostra para o MALDI.

A dessorcao e a ionizagcdo ocorrem quando a rede cristalina formada
absorve energia fornecida por pulsos de laser com comprimentos de onda no
ultravioleta ou no infravermelho, conforme explicitado na Figura 11, sendo que
a matriz escolhida deve ser um composto organico com grupos cromoforos que
absorvam no comprimento de onda determinado pelo laser. O rapido
aquecimento do cristal provoca a desor¢ao das moléculas do analito e da
matriz, fazendo com que elas entrem na fase gasosa. A fotoionizagcéo e
reacdes fotoquimicas secundarias formam os ions do analito.

O processo de dessor¢cdo ainda nao é inteiramente conhecido.
Acredita-se que a ionizacdo das moléculas do analito ocorra por meio de
transferéncia de protons da matriz para o analito (ionizagdo secundaria). Isso
ocorre apos a ionizagao da matriz causada por reagdes fotoquimicas iniciadas
com a incidéncia do laser (ionizagao primaria).

A matriz, além de provocar a ionizagdo do analito e de fornecer a
energia necessaria para sua dessor¢cdo, também impede a formacdo de
grandes agregados protéicos dificeis de serem ionizados e protege o analito

contra a fragmentacéo, pois absorve parte da energia irradiada pelo laser.
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Figura 10. Preparagdo de amostras para MALDI. A amostra (proteina) misturada a um
composto orgénico (matriz), com grupos cromoéforos, em solugéo, é aplicada sobre a placa de
MALDI onde co-cristalizam. A figura acima apresenta a estrutura do HCCA e do SA, duas
matrizes rotineiramente utilizadas, a primeira para peptideos ou proteinas de baixa massa € a

segunda para proteinas de alta massa.
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Figura 11. Processo de ionizagdo por dessor¢céo a laser auxiliada por matriz [20]. A mistura
amostra/matriz co-cristalizada é irradiada por um laser. O laser fornece energia para a
dessorcdo da matriz e do analito e desencadeia o processo de fotoionizagdo da matriz. O
analito é ionizado, apds a desorgao, por transferéncia de carga da matriz, e finalmente atraido

para o analisador de massa.

As matrizes mais utilizadas s&o derivadas do acido benzdico, como
acido a-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA), comumente usados para analise de
peptideos e proteinas de baixa massa e o acido sinapinico (SA) usado para
proteinas de alta massa.

Ao contrario do que se observa na ionizagao por ESI, no MALDI os
ions monocarregados prevalecem nos espectros, facilitando largamente a
interpretacdo dos resultados, o que é especialmente util quando se analisa
mistura de peptideos e proteinas. Além disso, a dessorcdo a laser € uma
técnica de ionizagao habitualmente mais rapida que a eletronebulizagcdo. Por
outro lado, a eletronebulizacdo normalmente € uma técnica mais sensivel. Em
anadlises com MALDI na faixa de alta massa molar a sensibilidade é
comprometida. Nesse caso, aparatos empregados em analisadores de massa
que garantem boa resolugdo deixam de ser utilizados para aumentar a
sensibilidade. Isso implica em espectros de baixa resolugdo, com picos largos,
que comprometem a eficiéncia do método. Portanto, cada técnica possui suas
vantagens e desvantagens, nao existe regra para antecipar qual seria a fonte

de ionizagdo mais apropriada para uma determinada analise. Alguns peptideos
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e proteinas ionizam melhor por MALDI que por ESI, e vice-versa; assim sendo,
sao técnicas que se complementam.

Outro problema constante em qualquer técnica analitica sdo os
contaminantes. Os sais séo fortes supressores de sinal na espectrometria de
massa, mas sao frequentemente utilizados nos procedimentos experimentais
para a preparagao das solugdes tampdes, essenciais na manutengdo da
estrutura e da fungdo de peptideos e proteinas. Apesar da ionizagdo por
MALDI possuir maior tolerancia a sais que a ionizacdao por ESI, ainda assim,
esses contaminantes podem provocar dano a resolugao dos espectros de
MALDI ou até mesmo bloquear inteiramente o sinal, uma vez que
contaminantes salinos interferem no processo de dessorcao/ionizacdo. Para
evitar esses problemas, normalmente as amostras sdo previamente

dessalinizadas por meio de microcolunas.

1.3.2 Analisadores de massa

Apds a passagem da amostra pela fonte de ions, o resultado € um
feixe de ions que sdo acelerados para dentro dos analisadores de massa. A
funcdo dos analisadores de massa é separar os ions formados nas fontes de
acordo com suas razbes massa/carga.

Os primeiros espectrometros de massa foram produzidos com
analisadores do tipo setor magnético, os quais empregam campo magnético
para que o feixe de ions assuma uma trajetdria circular. A trajetdria dos ions
com base na razdo m/z pode ser regulada, neste analisador, por trés variaveis,
m/z = (B%?)/(2V), a intensidade do campo magnético aplicado (B), a diferenca
de potencial (V) que acelera os ions na entrada do analisador e o raio de
curvatura (r) do setor magnético. De acordo com os ajustes dessas variaveis, é
possivel determinar os ions que alcangarao o detector de acordo com suas
razdes m/z. Na maioria dos espectrdmetros de massa de setor magnético, os
ions sao selecionados mantendo-se V e r constantes, enquanto se varia a
intensidade do campo magnético (B) para o direcionamento dos ions. Esses
instrumentos foram amplamente aplicados as anadlises de compostos
organicos.

Outros analisadores foram posteriormente desenvolvidos, entre eles,

os que dominam a espectrometria de massa para proteinas, os analisadores do
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tipo quadrupolo e os analisadores do tipo tempo de vbo, que associados as
fontes de ionizagao por eletronebulizacdo e por dessorgéo a laser formam os
espectrdmetros de massa para proteinas. Instrumentos como o MALDI-TOF,
o ESI-QqQ e MALDI-TOF/TOF possuem ampla aplicagao na proteémica.

Os analisadores de massa podem ser associados em série
(tandem MS), o que permite a realizagdo dos experimentos denominados
MS/MS. A espectrometria de massa in tandem envolve etapas subsequentes
de separagao de ions, por meio de analisadores de massa arranjados em
sequéncia. Com algum mecanismo de fragmentacdo entre os analisadores,
esses espectrometros permitem a aquisicdo de espectros dos fragmentos de
um determinado peptideo precursor, portanto ricos em informacgdes estruturais,
possibilitando inclusive o sequenciamento de peptideos e proteinas. E
importante frisar que um instrumento equipado para tandem MS permanece
apto a executar experimentos MS.

A fragmentacao dos ions é essencial para a espectrometria de massa
in tandem e ocorre entre as diferentes fases de analise de massa. Existem
diversos métodos usados para fragmentar os ions, resultando em diferentes
tipos de fragmentacdo, o que, portanto, se desdobra em um leque de
informacodes estruturais distintas.

Muitas vezes, o processo de ionizagao € suficientemente violento para
elevar a energia interna dos ions de tal forma que acarrete na fragmentagéo
destes ainda na fonte de ionizagéo (in-source decay ou in-source dissociation -
ISD), como exemplo, ha o fendmeno de dissocia¢ao induzida por laser (laser-
induced dissociation — LID). O ISD ndo € fundamentalmente uma técnica in
tandem, pois ndo existe a necessidade de se associar dois analisadores de
massa, ja que os fragmentos sdo gerados na fonte, antes de adentrarem o
primeiro analisador, porém, o ISD é frequentemente utilizado como uma etapa
adicional de fragmentagao na espectrometria in tandem.

A fragmentacéo caracteristica da espectrometria de massa in tandem
ocorre apos a extragao dos ions da fonte (post-source decay - PSD), entre os
analisadores de massa, por exemplo, por meio de colisdo com moléculas
neutras (Collision-induced dissociation- CID). O método de fragmentagédo por
CID advém de colisbes compelidas aos ions contra atomos ou moléculas

neutras em fase gasosa (Figura 13).
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1.3.2.1 Analisador de massa do tipo quadrupolo

Como o proprio nome indica, os analisadores do tipo quadrupolo sao
formados por quatro eletrodos paralelos em forma de haste. Como mostra a
Figura 12, o feixe de ions gerado na fonte de ionizagdo passa por entre as
hastes. Nessa passagem, os ions sdo separados, conforme a estabilidade de
suas trajetorias, dentro de um campo elétrico oscilante que € aplicado aos
eletrodos. Nesses analisadores de massa, cada par de hastes opostas estdo
conectadas eletricamente. Um dos pares apresenta um potencial elétrico
aplicado de (U+ Vcos(wt)) e o outro par apresenta um potencial elétrico de, -
(U+ Vcos(wt)), em que Vcos(wt) € um potencial de radiofrequéncia (rf) aplicado
aos pares e U é um potencial de corrente continua (cc) sobreposto ao potencial
de radiofrequéncia oscilante. Apenas ions com uma determinada razéo
massa/carga conseguem atravessar o analisador de massa e chegar ao
detector para uma determinada razdo cc/rf de potenciais aplicados,

funcionando, portanto, como um filtro de massas.

detector

ion ressonante

ion ndo-ressonante

0 T Qe

fante
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Figura 12. Principio da separacao de ions em quadrupolo [19]. Na passagem pelo quadrupolo
0s ions sao separados conforme a estabilidade de suas trajetérias dentro de um campo elétrico
aplicado aos eletrodos. A estabilidade na trajetéria de cada ion depende da sua razdo m/z para
uma dada razédo cc/rf, assim sendo, em se fazendo variar estas voltagens, somente ions com
determinada razdo m/z irdo atravessar o quadrupolo, enquanto os outros ions serdo desviados

da trajetdria central.
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Os equipamentos do tipo quadrupolo com fonte de ionizacdo por
eletronebulizacdo possuem uma importante particularidade: a facilidade de
associagao com instrumentos de separagdo, como a cromatografia liquida de
alta performance (HPLC) e a eletroforese capilar (CZE). A eletronebulizagao foi
a primeira fonte de ionizagao utilizada no acoplamento entre a cromatografia
liguida e a espectrometria de massa (LC-MS), pois € uma fonte de interface
liquido/gas, o que torna possivel tal associagdo. Ja o analisador de massa
possibilita que um ion de interesse seja estudado em particular, pois o
quadrupolo pode ser ajustado para uma unica razdo m/z por longos periodos
de tempo, essa caracteristica € especialmente util na associagdo com
instrumentos de separagao, nos quais o analisador podera funcionar como um
detector altamente especifico, fornecendo informacdes adicionais referentes a
massa molecular e a estrutura do analito.

Instrumentos com uma série linear de trés quadrupolos, ou ftriplo
quadrupolo, sdo notadamente proveitosos, essa € uma configuragdo que veio a
ampliar vastamente a aplicabilidade em elucidagbes estruturais. A Figura 13
ilustra e sintetiza a metodologia de funcionamento de um instrumento com triplo

quadrupolo em experimentos MS/MS.
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Figura 13. Principio de funcionamento do instrumento com triplo quadrupolo. O primeiro (Q4)
e o terceiro (Qz) quadrupolos funcionam como um filtro de massa, ja o segundo quadrupolo (q2)
€ empregado como célula de colisdo, no qual a fragmentagéo é induzida por colisdo com um

gas inerte.
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1.3.2.2 Analisador de massa do tipo tempo de véo

Em um analisador de massa por tempo de vbo, os ions gerados pela
fonte de ionizag&o sdo acelerados em um campo elétrico (E) antes de entrarem
no analisador de massa. Ao entrarem na regido livre de campo, dentro do
analisador de massa, os ions viajam a uma velocidade constante inversamente
proporcional a razao massa/carga, ou seja, ions com menor razao massa/carga
alcangam primeiro o detector.

Os ions de carga q (q=ze , sendo e a carga de um elétron e z o

numero de cargas), acelerados em um campo elétrico E, por uma determinada

distancia s, adentram o analisador com uma dada energia cinética K, onde,

K=skEq ou K=sEze.

Sabendo que a energia cinética é dada pela equacéo,

mV ? 2K
K= e, portanto, V = ,|—,
2 m

temos que a velocidade (V) dos ions na regiao livre de campo é dependente de

suas massas (m).
Sendo assim, o tempo que um ion de massa M e energia cinética K leva para

percorrer um determinado espago d na regiao livre de campo é

d d

t=—out=—F——.
/27K /ZsEze
m m

Como E=Ly,

ou t=\/m/z(d/\/ﬁ)

t=

_d
2Uze
| m

Vv =(V2ue/Vmiz)

As equagdes [19] admitem que o tempo de vbéo de um ion é

Assim sendo,

diretamente proporcional a raiz quadrada da raz&o m/z, portanto, sugere que
quanto maior for a razao m/z do ion, menor sera sua velocidade e maior sera o
tempo para percorrer o espago da regiao livre de campo até o detector. Esse

principio € ilustrado na Figura 14.
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Figura 14. Principio de funcionamento do analisador de massa do tipo tempo de véo [19].
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Observam-se na figura dois modelos representativos de ions, o vermelho, de maior razdo m/z,
e o verde, de menor razdo m/z. Como o tempo de vbo é diretamente proporcional a raiz
quadrada de m/z, o ion representado pelo modelo vermelho, de maior razao m/z, tera um maior

tempo de vbéo e, portanto, alcangara o detector posteriormente ao outro ion, como

exemplificado na figura.

Alguns aperfeicoamentos nos analisadores TOF inicialmente
desenvolvidos foram necessarios, visto que inicialmente era um equipamento
caracterizado pela baixa resolucao e precisdao. Os melhoramentos introduzidos
ao TOF foram imprescindiveis para que esse analisador fosse hoje um dos
mais utilizados em todo o mundo.

Uma das caracteristicas dos analisadores TOF que contribuia para a
baixa resolugao era a formagao dos ions com diferentes distribuicdes espaciais
e temporais e diferentes energias cinéticas. Se os ions sdo formados em
diferentes tempos, essa diferenga permanecera ao longo da regiao livre de
campo até o detector. Quando formados ao mesmo tempo, mas extraidos em
diferentes posi¢cdes, a acao desigual do campo elétrico gera ions com
diferentes energias cinéticas. Existe ainda a possibilidade de formacdo dos
ions com as mesmas distribuicdes espaciais e temporais, porém, com energia
cinética diferentes, portanto com velocidades distintas. Essas distribui¢cdes
distintas na procedéncia dos ions, ilustradas na Figura 15, impedem que
aqueles com idéntica razdo m/z alcancem o detector em tempos

suficientemente proximos para que haja alta resolugéo.
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Figura 15. Formagdo de ions com distribuicdes temporal (A), espacial(B) e cinética (C)
diferentes [19]. As distribuicdes desiguais na origem dos ions provocam a perda de resolugao,
pois ions com a mesma relagdo m/z alcangaréo o detector em tempos ligeiramente diferentes.
A introducdo da técnica de delayed ion extraction reduziu os efeitos
descritos acima, aumentando o poder de resolugdo dos equipamentos do tipo
TOF. A técnica de delayed ion extraction, ilustrada na Figura 16, consiste na
aplicagdo de um campo elétrico pulsatil aplicado com um pequeno tempo de
atraso em relagdo ao pulso do laser, antes que os ions atinjam a regido de
aceleragao para a regiao livre de campo. Assim sendo, apos a desorgao, os
ions posicionados distintamente contrairdo diferentes energias cinéticas dentro
da regidao do delayed ion extraction, corrigindo as diferengas nas distribuigbes
espacial e cinética das moléculas do analito, contrabalanceando o
retardamento original de alguns ions, dessa forma, a medida que os ions voam
na regido livre de campo o ion inicialmente atrasado alcangara o ion de mesma
razdo m/z que esta adiantado, pois o primeiro tera recebido mais energia
cinética adicional que o segundo na regido do delayed ion extraction. O local
onde ocorre esse encontro denomina-se plano de focalizagcdo. Ajustando-se a
diferenca de potencial aplicada pode-se definir o plano de focalizagdo no
detector, o que caracterizara um aumentando no poder de resolugcdo do
aparelho. A principal restricdo dessa técnica é o fato do plano de focalizagéo
ser dependente da massa. Sendo assim, ndo é possivel estabelecer uma

focalizagao ideal ao longo de toda a escala de massa.
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Figura 16. Principio da técnica de delayed ion extraction [19]. As esferas verdes e vermelhas
representam ions de mesma razao m/z, que em um primeiro momento (A) sdo originados com
diferentes velocidades, e, portanto, se separam nessa regidao. Apés um pequeno tempo de
retardo referente a aplicacado do laser, é aplicada uma diferenga de potencial entre a placa da
amostra e a grade intermediaria, nesse caso, devido as suas diferentes posi¢cdes os ions
receberdo energias cinéticas diferentes (B). O ion vermelho de velocidade inicial menor
recebera uma maior quantidade de energia cinética e alcangara o ion verde de maior
velocidade inicial (D). Se o plano de focalizagado for ajustado para coincidir com o detector, os

ions alcangaréo o detector ao mesmo tempo.

Além da técnica de delayed ion extraction, outra técnica direcionada
para o aprimoramento da resolugcdo dos analisadores TOF foi desenvolvida, o
reflectron. Agindo como um “espelho i6nico” o reflectron € colocado no extremo
da regiado livre de campo, ampliando o espago percorrido pelos ions e ao
mesmo tempo aumentando o poder de resolucéo. O reflectron é constituido por
anéis dispostos frente a frente, nos quais €& aplicado um potencial elétrico
crescente. Os ions de maior energia cinética adentrardo mais profundamente o
interior dos anéis até que o campo elétrico redirecione-o para o detector,
percorrendo uma distancia maior que os ions de menor energia cinética, assim,
a diferenga de energia cinética inicial é equilibrada ao final da trajetéria, isso
porque, a diferengca de velocidade, determinada pela energia cinética, &
compensada pela diferenca de trajetoria imposta pelo reflectron. O campo
elétrico aplicado pode ser regulado para que os ions de mesma razao m/z e
originados com diferentes energias cinéticas alcancem juntos o detector. A

Figura 17 ilustra o principio de funcionamento do reflectron.
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regiao livre de campo

Figura 17. Principio de funcionamento do reflectron. Os ions com diferentes energias cinéticas
separados apds a desorcdo e durante o vbo chegam ao detector ao mesmo tempo, devido a

alteracao na trajetdria estabelecida pelo reflectron que compensa a separagao inicial.

Os aprimoramentos citados, delayed ion extraction e reflectron,
permitem um alto poder de resolugédo nos analisadores de massa do tipo TOF.

As vantagens dos espectrometros de massa do tipo MALDI-TOF
incluem sua alta velocidade de analise, maior tolerancia a sais e outros
componentes de tampdes, a detecgao de todos os ions em um unico evento de
desorcdao. Porém, para medidas de massa na faixa de alta massa molar,
entretanto, a sensibilidade é comprometida. Portanto, para a analise de
proteinas de alta massa, os dispositivos que aumentam o poder de resolucgao,
reflectron e delayed ion extraction, podem ser resguardados para aumentar a
sensibilidade. Em decorréncia disso € comum que espectros de MALDI de
proteinas de alta massa molar sejam pobres em resolucao, diferentemente dos
espectros obtidos de peptideos e proteinas de baixa massa.

Os analisadores do tipo TOF podem ser associados em série, assim
como na montagem MALDI-TOF-TOF, que pode ser utilizado tanto no modo
MS quanto no modo MS/MS. Assim como no equipamento com triplo
quadrupolo, nos experimentos MS/MS os peptideos precursores sao
separados, fragmentados e o espectro dos fragmentos, rico em informagdes
estruturais, permite a identificacdo ou o sequenciamento de peptideos. Os
fragmentos sao originados por LID e CID, sendo que alguns equipamentos
podem excluir os fragmentos de LID.

A técnica de ionizagdo por MALDI e o analisador do tipo TOF séao
considerados o par perfeito, sendo o tipo de equipamento mais difundido em

todo o mundo.
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1.3.3 Detectores

O detector é o ultimo artefato componente de um espectrémetro de
massa. Ele tem por fungéo evidenciar a chegada do ion ao final do analisador
de massa, produzindo sinais elétricos quando os ions incidem em sua
superficie. O registro dos ions em funcdo da razdo m/z, definida pelo
analisador, fornece o espectro de massa.

Os detectores multiplicadores de elétrons sdo os mais utilizados na
espectrometria de massa. Como o préprio nome indica, esses detectores
multiplicam uma corrente eletrénica iniciada pela colisdo dos ions contra o
detector, esta incidéncia libera uma quantidade de elétrons secundarios, que
por sua vez, sdo acelerados e incidem novamente no detector liberando
elétrons sucessores em quantidade maior que os incidentes, e assim por
diante, resultando em uma amplificagdo do sinal. Os detectores de medida
direta também s&o utilizados, esses registram o sinal por indugdo de corrente
gerada pelo movimento dos préprios ions.

Os multiplicadores de elétrons por canais (channel electron multiplier —
CEM), esquematizado na Figura 18, sao tubos condutores emissores de
elétrons em forma de corneta no qual um potencial elétrico elevado é aposto
entre suas extremidades. Quando os ions incidem na parede do CEM, eles
produzem um feixe de elétron, o impacto desses elétrons contra a parede
interna do multiplicador provoca a emissao de varios outros elétrons, as
colisbes ocorrem sucessivamente no interior do detector, e a cada impacto os
elétrons sdo emitidos em maior quantidade, sdo multiplicados. O sinal

eletrénico amplificado é convertido em um sinal digital.

SUPERFICIE EMISSORA DE
ELETRONS

CASCATA DE ELETRONS

SINAL—|
COLETOR bt

Figura 18. Desenho esquematico de um multiplicador de elétrons por canais. A incidéncia do

ion gera uma cascata de elétron, amplificando o sinal e garantindo maior sensibilidade.
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Outro tipo de detector é o de placa de microcanais (microchannel plate
detector — MCP), esquematizado na Figura 19. Consiste em um arranjo de
capilares de vidro revestidos internamente por material condutor, sob alta
voltagem, que emite elétrons quando colidido por particulas carregadas. O ion
que colide na parede interna dos capilares cria uma “avalanche de elétrons”
secundarios ou “cascata de elétrons”. Multiplos MCP podem ser montados em

paralelo, ampliando o poder de amplificagao do sinal.

CASCATA
. D
ELET!

iONS

Figura 19. Desenho esquematico de um detector de placa de microcanais. O campo elétrico
aplicado acelera os elétrons no interior dos microcanais, provocando emissdes sucessivas e
crescentes, “avalanche de elétrons”.

O ganho de sinal dependera do rendimento das emissdes secundarias,
que por sua vez, € proporcional a velocidade dos ions incidentes. Sendo a
velocidade dos ions inversamente proporcional a razao m/z, ha uma perda de
sensibilidade na medida em que se aumenta a massa do analito para uma
determinada carga. Este percalgo pode ser solucionado com o emprego de
detectores de pds-aceleracao, que aceleram os ions antes que esses alcancem

o detector.

1.3.4 Aplicacdes da espectrometria de massa para proteinas

A espectrometria de massa ¢é basicamente um método para
determinacdo precisa de massas moleculares. Diversas metodologias foram
desenvolvidas possibilitando que essa fungao basica se estendesse em uma

ampla cadeia de aplicagbes essenciais a bioquimica e a quimica de proteinas.
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1.3.4.1 Determinacdo da pureza de amostras
A espectrometria de massa pode ser utilizada para checagem da
pureza de uma determinada amostra. A presenca de picos inesperados sugere

a presenca de contaminantes.

1.3.4.2 Confirmacgédo da sequéncia de aminoacidos
Um sequenciamento, por exemplo, realizado por degradagcdo de
Edman, pode ser confirmado quando a massa calculada a partir da sequéncia

obtida for igual aquela determinada por espectrometria de massa.

1.3.4.3 Identificacdo de isoformas protéicas

As isoformas Protéicas sao proteinas muito similares, com diferencas
discretas na sequéncia primaria, dificeis de serem separadas pelos métodos de
separagao convencionais como por HPLC e eletroforese. Ja a espectrometria
de massa possui a precisao suficiente para detectar uma pequena diferenca na
massa molecular das isoformas gerada por essa discreta diferenga na

sequéncia de aminoacidos.

1.3.4.4 Confirmacédo da expressao de proteinas recombinantes
Nesse caso a espectrometria de massa funciona como um método
para o controle de qualidade em trabalhos de biotecnologia. Confirmando

através da massa a expressao de proteinas recombinantes.

1.3.4.5 Quantificacao de cisteinas e localizacédo de pontes dissulfeto

A cisteina € um aminoacido que possui um grupo tiol em sua cadeia
lateral, um grupo analogo sulfurado de um alcool (—SH). O grupo tiol é um
bom nucledfilo, caracterizando a cisteina como um aminoacido reativo e
importante, frequentemente encontrado em centros ativos de proteina. Além
disso, as cisteinas podem ser essenciais na manutencdo da estrutura
tridimensional de proteinas quando interagem entre si formando pontes
dissulfeto. Reacdes quimicas especificas para as cisteinas que geram uma
alteracdo na massa da proteina indicam o numero de cisteinas. As posi¢des
das pontes de sulfeto podem ser determinadas com a digestdo da proteina a
partir de enzimas proteoliticas especificas, conhecendo-se a sequéncia de
aminoacidos, concluem-se quais fragmentos e, portanto, quais cisteinas estdo

ligadas.
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1.3.4.6 Determinacdo de modificacbes pds traducionais

Um processo comum de modificagdo pos traducional e determinante
para a fungdo de diversas proteinas é a glicosilagdo. A quantificacédo e
localizacdo de carboidratos podem ser determinadas com a utilizagdo da
espectrometria de massa. A diferenca na massa da proteina glicosilada e néo
glicosilada permite determinar o tipo de glicosilagdo e também a localizagao
dessas modificagdes quando se conhece a sequéncia de aminoacidos.

Outra modificagao comum, a fosforilacao, altera a atividade de diversas
enzimas através da acédo das proteinas quinases, que transferem um grupo
fosfato do ATP para residuos de serina (S), treonina (T) ou de tirosina (Y). Por
isso & uma importante forma de regulagdo em diversos processos celulares e
constitui grande parte das respostas desencadeadas pela agdo de horménios.
A espectrometria de massa permite a identificacido de sitios de fosforilagcao,
abrindo caminho para o entendimento das vias de regulagao de organismos.

A amidacdo na extremidade C-terminal de peptideos é uma
modificagdo pos traducional comum em peptideos antimicrobianos com agao
na membrana das bactérias. A amidacao bloqueia reacdes de esterificagdo no
C-terminal evitando uma variagdo na massa do peptideo detectavel por

espectrometria de massa.

1.3.4.7 Identificacdo e sequenciamento de proteinas

Proteinas e peptideos podem ser identificados rapidamente através de
bancos de sequéncias. Nessa metodologia, as proteinas passam por um
procedimento de digestdo enzimatica, os fragmentos peptidicos sdo analisados
por espectrometria de massa, o perfil do espectro obtido € comparado com
massas dos fragmentos tedricos disponiveis em bancos de dados. Esse
procedimento € denominado “impresséo digital do mapa peptidico” (peptide-
mass-fingerprint — PMF).

A sequéncia de determinados peptideos ndo pode ser obtida
diretamente por sequenciamento de Edman. Os peptideos que possuem o
Piroglutamato no N-terminal ndo podem ser diretamente sequenciados pelo
método de Edman, pois a formacéo do Piroglutamato (pE), a partir do residuo

de glutamato N-terminal, bloqueia a primeira etapa do sequenciamento
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automatico N-terminal. Portanto, a espectrometria de massa surge como uma
importante alternativa para o sequenciamento de peptideos e proteinas.

Os espectros obtidos em experimentos MS/MS por diferentes
metodologias geram espectros de fragmentos peptidicos ricos em informagdes
estruturais, possibilitando o sequenciamento de proteinas e peptideos e
também a identificacdo em bancos de dados. O sequenciamento por MS/MS
possui a vantagem de ter experimentos menos dispendiosos e mais rapido que
0s sequenciamentos quimicos, por outro lado, a interpretagcdo de um espectro
MS/MS é muito mais complexa e demorada.

Outra metodologia utilizada para o sequenciamento de peptideos
consiste em um procedimento de fragmentagao parcial por meios de métodos
quimicos, por exemplo, a hidrélise acida com HCI diluido, através do qual
pretende-se obter um espectro com todos os fragmentos, espagados por um
unico aminoacido e dessa forma determinar a sequéncia do peptideo. Os
aminoacidos em sequéncia sao identificados registrando-se a diferenca de
massa entre o0s sucessivos picos. Esse método alternativo para o

sequenciamento é o chamado “sequenciamento escada” (ladder sequencing).

1.3.4.8 Interacdes moleculares ndo covalentes

A maioria dos processos biolégicos envolve interagdes moleculares
ndo covalentes. Os processos de regulagdo do metabolismo, transporte e
localizagdo de biomoléculas e reconhecimento e respostas a sinais biolégicos
sdo causas, em grande parte, de interagdes ndo covalentes. A espectrometria
de massa permite estudar também os processos dinamicos, desencadeados
por interacbes nao covalentes, permitindo a compreensdo de diversos
mecanismos celulares. Diferentemente dos equipamentos com fonte de
ionizagao do tipo eletronebulizagdo, para uma observagao direta do complexo
por espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF sdo necessarias alteracdes
nos procedimentos de rotina que minimizem o rompimento das interagdes néo
covalente. As condigdes acidas e os solventes organicos utilizados
rotineiramente na preparagdo das amostras para MALDI-TOF, associados ao
poder de dissociagao do laser, dificultam esse tipo de estudo. A matriz mais
corriqueiramente utilizada na analise de proteinas é o acido sinapinico diluido

em solucdo de 30-50 % de acetonitrila (solvente orgéanico) e 0,1% 4&acido
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trifluoracético (TFA, pH < 2), as condi¢des descritas s&o extremamente
adversas a manutencgao das interagbes nao covalentes, além disso, a propria
energia do laser pode ocasionar a dissociagdo dos complexos. Contudo, em
condicbes diversas daquelas usadas habitualmente, como as descritas por
Fenhong Song [21], os complexos foram estudados em equipamentos com

fonte de ionizagao do tipo MALDI.
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CAPITULO 2
OBJETIVOS

50



2.1 Objetivos especificos

A associagao da espectrometria de massa com outra técnica utilizando
0 mesmo suporte ja foi demonstrada, quando uma amostra de proteina contida
em suporte de Teflon foi analisada por espectroscopia Raman e MALDI-MS
[22].

O grupo do Laboratério de Bioquimica e Quimica de Proteinas da
Universidade de Brasilia realizou um estudo usando AFM e MS
separadamente, como técnicas complementares, por meio das quais se
comprovou a existéncia de uma forma dimérica em solugdo da enterolobina,
uma proteina citolitica encontrada em sementes da arvore Enterolobium
contortisiliquum [23].

A experiéncia com a enterolobina motivou o grupo a seguir com o
desenvolvimento de métodos que possibilitassem que uma unica amostra fosse
submetida as duas técnicas. Os experimentos seguintes demonstraram que
essa associagao € possivel. Nesses experimentos, proteinas adsorvidas em
superficie de mica tiveram sua topografia estudada por AFM e, em seguida, na
mesma superficie, foram ionizadas e analisadas por MALDI-TOF. O grupo
mantém essa linha de pesquisa metodolégica, na qual se insere esta
dissertacao, visando desenvolver ao maximo essa associacao e identificar em

quais aspectos as duas técnicas se complementam.

2.2 Objetivos especificos

Dando continuidade ao desenvolvimento dessa metodologia, este
trabalho tem como objetivos especificos:
e Aperfeicoar o método de associagdo entre as técnicas de
microscopia de forga atdbmica e espectrometria de massa (AFM-
MS).

e Implementar e otimizar experimentos de digestdo proteolitica
sobre a superficie de mica, com o objetivo de identificar proteinas,
participantes ou ndo de complexos protéicos, cuja topografia

tenha sido previamente analisada por AFM.
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e Otimizar as condicdes de concentracdo da amostra para obtencao
de resultados satisfatérios por ambas as técnicas, ou seja,
determinar a faixa de concentracdo de proteina que permita a
visualizacdo de estruturas bem definidas por AFM e que, ao

mesmo tempo, seja compativel com as analises por MS.

2.3 Justificativas

Como AFM e MS sao duas técnicas importantes para a investigagao de
estruturas, interagbes e fungbes de macromoléculas bioldgicas, a jungédo bem
sucedida dessas duas técnicas prové um método conveniente para o estudo de
estruturas de sistemas biomoleculares e suas interagoes.

A metodologia AFM-MS atenua possiveis variaveis experimentais
caracteristicas dos experimentos realizados de forma ndo associada, uma vez
que € possivel a ionizagcdo da amostra diretamente no suporte de mica.
Quando sdo realizados experimentos sob condigbes variadas, como, por
exemplo, temperatura, pH e concentracdes de ions variadas, para observacao
progressiva das alteragbes estruturais nas condigbes diversas, esta vantagem
analitica € especialmente evidenciada, pois a reprodugdo das condi¢des
experimentais em solugao, nos experimentos ndo associados, seria improvavel.

Um Uunico experimento baseado na microscopia de forgca atdmica,
normalmente, fornece dados insuficientes para que sejam ostentadas
conclusdes categoricas, normalmente, muitas amostras sao testadas até que
se encontre a concentracao ideal para as analises, somada ainda as possiveis
variagdes e ajustes nas amostras para aquisicao de informagdes adicionais.
Com a metodologia AFM-MS, amostras que ordinariamente seriam
descartadas apo6s a andlise por AFM podem fornecer informagdes
suplementares por meio da espectrometria de massa, sendo assim, o método
constitui vantagem analitica, principalmente no que diz respeito a amostras
escassas ou raras.

Superficies funcionalizadas vém sendo desenvolvidas e largamente
empregadas a microscopia de forga atdmica como reforco aos estudos de
interacdes. Atualmente, a principal fungao das superficies funcionais incide em
aumentar a capacidade de adsorgao das macromoléculas, estabelecendo uma

imobilizagdo mais eficiente, inclusive através de interagbes covalentes
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especificas. Esta forte ligacao entre o substrato e a superficie € uma etapa
essencial para a aplicacdo da técnica de reconhecimento molecular por
microscopia de forga atbmica, na qual, a ponta da sonda, também
funcionalizada, varre a amostra. Esta técnica envolve a detecg¢ao da interagao
entre o ligante aderido a ponta e o receptor aderido a superficie.

Diversos procedimentos de funcionalizagao de superficies utilizadas na
microscopia de forga atémica ja foram descritos. Superficies de ouro podem ser
funcionalizadas empregando-se tiodis [24]. Ja a ligagdo covalente de proteinas a
mica, frequentemente envolve a esterificagdo da superficie [25] ou a criagdo de
grupos amina livres acoplados a silandis na superficie [26]. Outras formas de
superficies funcionais sdo comumente analisadas, por exemplo, proteinas de
membrana aderidas a membranas lipidicas nativas ou reconstituidas [27].
Proteinas que se apresentam na forma de monocamada sobre a superficie de
mica sao frequentemente relatadas [28 e 29] e possivelmente funcionalizam a
superficie. Considerando tais possibilidades, poderemos no futuro empregar
superficies funcionais conexa a metodologia AFM-MS em estudos completos
de interatoma, isso pode ser feito incubando extrato bruto sobre as superficies

funcionalizadas, com posterior analise por AFM-MS.
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CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS

54



3.1 Associacao AFM-MS

Para a associacdo AFM-MS foi desenvolvida uma metodologia pelo
grupo do laboratorio de Bioquimica e Quimica de Proteinas que submetesse a
mesma amostra as duas técnicas [30]. A Figura 20 esquematiza as etapas da
associacdo AFM-MS, na qual, uma vez determinadas suas caracteristicas
morfolégicas por AFM, as estruturas protéicas aderidas a superficie de mica
sao analisadas por espectrometria de massa, ainda sobre 0 mesmo suporte.

A primeira etapa dessa estratégia consiste em analises morfoldgicas
das proteinas, a partir da aquisicdo de imagens topograficas da amostra, por
meio da microscopia de for¢ga atdmica. Para isso, primeiramente prepara-se o
substrato de mica e aplica-se a solugao de proteina. Apos a adsorgcao da
amostra a superficie e secagem da solugédo, a mica é aderida ao microscépio
de forgca atdbmica por meio de uma fita adesiva dupla-face e a amostra é
submetida a analise.

Apds a aquisigdo das imagens microscopicas, a superficie de mica
contendo as proteinas adsorvidas € removida do microscopio e aderida, com
fita adesiva dupla-face, na placa de amostras de MALDI (Figura 21).
Posteriormente a adaptacdo da mica a placa, a solugdo de matriz é aplicada

sobre a amostra e entédo se processa a analise por MALDI-TOF.

(@ (e) M

Figura 20. Esquema metodolégico da associacdo AFM-MS. Apds a aplicagdo da amostra na
superficie de mica (a), a analise por AFM é realizada (b). Obtida a imagem por AFM (c), a mica
€ retirada e a matriz é aplicada sobre a sua superficie (d). A mica é adaptada a placa de
MALDI, na qual se processa a ionizagdo (e), por fim, a analise por MALDI-TOF fornece o

espectro de massa (f).
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Figura 21. Superficie de mica adaptada a placa do MALDI (esquerda). Amostra aplicada
diretamente a placa do MALDI (direita).

Para os estudos metodolégicos e analises por AFM-MS foram
utilizadas as proteinas, MRJP-1 e apisimina, extraidas da geléia real de
abelhas Apis mellifera e a ribonuclease A bovina (Sigma, St. Louis, USA). A
MRJP-1 foi avaliada em quatro concentragdes distintas, inicialmente em
3,7 ug/uL, e posteriormente diluida e testada sucessivamente em 1/10, 1/100 e
1/1000. Apds a separagao por HPLC (item 3.2), a apisimina foi analisada
isoladamente, a fracdo colhida foi diluida 100 vezes para as analises por
AFM-MS. A ribonuclease A foi analisada em uma concentragéo de 1 ug/uL. As
proteinas foram solubilizadas em agua deionizada milli-Q (Millipore, Billerica,
EUA), e, para as analises, foram depositadas sobre superficie de mica recém
clivada em quantidade suficiente para cobrir a maior parte da mica, sem que,
no entanto, extravasasse para fora da superficie. Apds a adsor¢cao das
proteinas a superficie de mica, as amostras foram submetida a analise por
AFM-MS.

3.1.1 AFM

As imagens foram adquiridas em um microscépio de forga atdbmica
SPM-9600 (Shimadzu, Kyoto, Japan). O equipamento foi operado em modo
contato intermitente. Além das topografias, as imagens foram adquiridas,
também, em modo de fase simultaneamente. A sonda empregada foi a
Tap190AI-G (Budget sensors, Sofia, Bulgaria), com aplicabilidade em contato
intermitente, é fabricada com silicio, revestida com aluminio e caracterizada por
um cantilever longo. Os resultados obtidos foram analisados através dos
programas Shimadzu SPM-9600 e o WSxM versédo 4.0. As amostras,
solubilizadas em agua milli-Q, foram depositadas sobre a superficie de mica
moscovita recém clivada. A mica contendo o substrato foi fixada ao suporte de
amostras do AFM por meio de fita adesiva dupla face (3M, St. Paul, U.S.A).
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3.1.2 MALDI-TOF

Os espectros foram obtidos por meio de um espectrometro de massa
do tipo MALDI-TOF Autoflex Il (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). O
equipamento foi operado em modo linear e a calibragdo do espectrometro de
massa foi realizada com o pico m/z do padrao citocromo C (Bruker Daltonics,
Bremen, Alemanha). A matriz utilizada foi o SA (acido sinapinico) (Bruker
Daltonics, Bremen, Alemanha), 20 ug/uL em 50% de acetonitrila (Sigma, St.
Louis, USA). A analise foi realizada com a intensidade do laser variando entre
10 % e 20 % da intensidade maxima. A mica foi adaptada a placa de MALDI

por meio de fita adesiva dupla face (3M, St. Paul, U.S.A).

3.2 Separacao das proteinas por HPLC

A separagao das proteinas, MRJP-1 e apisimina, foi feita por HPLC
(LKB BROMMA 2150) em coluna de fase reversa Vydac C4. Como fase movel,
dois solventes foram utilizados, o TFA 0,1 % e a acetonitrila, com fluxo ajustado
para 0,5 mL/min. A coluna foi equilibrada nos primeiros 5 minutos com o TFA
0,1 %, a partir dai, a elui¢cao foi realizada com gradiente de acetonitrila, em 1%
por minuto durante um periodo de 60 minutos, atingindo uma concentragéo de
60% ao fim desse periodo. Por ultimo, a eluigdo prosseguiu atingindo, em
5 minutos, a concentracéo de 100% de acetonitrila, mantida constante por um
periodo de 10 minutos. As fracbes foram detectadas por absor¢dao no UV, em
um comprimento de onda de 216 nm. As doze fragdes colhidas foram secas em
concentradora a vacuo Eppendorf 5301 (Savant Instruments; Holbrook, NY) e

ressuspendidas em 100 pL de agua Milli-Q (Millipore, Billerica, EUA).
3.3 Digestao enzimatica e identificacao de proteinas

3.3.1 Digestdo em mica

Nessa metodologia, exemplificada pela Figura 22, a mica com a
amostra ainda adsorvida em sua superficie & depositada em um tubo
eppendorf e encoberta com solugdo tampao de bicarbonato de amoénio, na
qual, se adiciona a enzima proteolitica. Apdés a incubagdo e digestao, os
fragmentos proteoliticos sdo extraidos e aplicados diretamente sobre placa do

MALDI para analise.
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Figura 22. Esquema metodologico da digestdo em mica para PMF. Apdés a aplicagao da
amostra na superficie de mica (a), a analise por AFM é realizada (b). Obtida a imagem por AFM
(c), a mica é assentada em um eppendorf, no qual se processara a digestdo enzimatica (d, e).
Os fragmentos peptidicos obtidos s&o aplicados na placa do MALDI junto a solugdo de matriz
(f) e analisados, o espectro obtido € utilizado na identificacdo da proteina de interesse (g, h).
Uma solugdo 1 pg/uL de ribonuclease A (Sigma, St. Louis, USA) foi
preparada em agua Milli-Q (Millipore, Billerica, EUA) e 10 uL dessa solugéo
foram depositados sobre superficie de mica recém clivada. Apds a adsorgao
das proteinas a superficie e secagem da solug¢ao, a mica foi depositada dentro
de um tubo eppendorf. A mica foi encoberta por 10 uL de solugdo tampao de
bicarbonato de aménio, NHsHCO3 (Sigma, St. Louis, USA) 100 mmol/L (pH ~8),
com 1 uL da enzima tripsina (Promega, Madinson, EUA) 0,2 ug/uL. A amostra,
no tubo selado, foi submetida a aquecimento de 65 °C (Thermomixer comfort,
eppendorf), por um periodo de 4 horas. Apds a incubagao, o tubo foi aberto e o
aquecimento mantido por 5 minutos. Posteriormente, 1 uL de TFA 2 % em
agua milli-Q foi aplicado a solug¢do. Por ultimo, 1 uL do digesto misturado a 1uL
de matriz, HCCA 20 ug/uL em 50% de acetonitrila, foi submetido a analise por
espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF para identificagdo da proteina

conforme o item 3.4.3.

3.3.2 Digestédo em superficie de mica
A Figura 23 esquematiza a metodologia de associagcdo AFM-MS para

digestdo em superficie de mica seguida da identificagdo da proteina por PMF.
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Figura 23. Esquema metodolégico da digestdo em superficie de mica para PMF. Apds a
aplicagdo da amostra na superficie de mica (a), a analise por AFM é realizada (b). Obtida a
imagem por AFM (c), a enzima ¢ aplicada sobre a superficie de mica (d), apés a sua adsorgéo,
adiciona-se sobre a superficie a solugdo tampdo de bicarbonato de aménio, que deve ser
reposta sempre que vir a secar (e), a ultima etapa consiste em aplicar agua deionizada (f),
apos a Ultima secagem, para garantir a extragao completa do sal volatil. Apos a digestéo, a
mica € aderida a placa do MALDI, com posterior aplicagdo da matriz e de solugdo de TFA (g)
para analise e identificagdo da proteina (h, i)

Para a digestdo em superficie de mica, 1uL da solugdo de enzima
tripsina (Promega, Madinson, U.S.A) foi depositado sobre a superficie de mica
com as amostras adsorvidas. As fragcdes 6, 7 e 10 colhidas no processo de
separagao por HPLC e diluidas em 1/100 foram analisadas. Apds a adsorcao
da enzima e secagem da solug¢do, adicionou-se sobre a superficie a solugéo
tampdo de bicarbonato de amobnio, NH4HCO; (Sigma, St. Louis, USA)
100 mmol/L em quantidade suficiente para cobrir a maior parte da mica, sem
que, no entanto, extravasasse para fora da superficie. A mica foi mantida sobre
um termostato (78HM-1, Biomixer) a 37°C por um periodo de 8 horas. O
tampao foi reposto sucessivas vezes, sempre que viesse a secar. Por ultimo,
foi aplicada agua deionizada, ao invés de solugdo tampao, apdés a ultima
secagem. Apos a digestao, a superficie de mica foi fixada a placa de amostras
do espectrémetro de massa MALDI-TOF, por meio de uma fita dupla face (3M,
St. Paul, U.S.A), para analise. Foram adicionados sobre a mica 2 a 3 pL de

matriz, HCCA 20 pg/uL em 50% de acetonitrila. Apds a secagem do solvente e
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cristalizagcdo da amostra, aplicou-se sobre a mica 2 uL de solu¢des de TFA em
concentragdes variadas (0,1 %, 0,2 % e 0,3%). Parte da amostra sobre a mica
foi extraida com solugéo de TFA 0,1% e foi aplicada diretamente sobre a placa
do MALDI como controle. A analise foi realizada por espectrometria de massa
do tipo MALDI-TOF (Autoflex Il, Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) para

identificacao da proteina, conforme o procedimento detalhada no item 3.4.3.

3.3.3 Identificacéo das proteinas

Os espectros foram obtidos por meio de um espectrdbmetro de massa
do tipo MALDI-TOF Autoflex Il (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Para
peptideos e fragmentos de proteinas de baixa massa o equipamento foi
operado em modo refletor, a calibracdo do espectrdbmetro de massa foi
realizada com os picos m/z da mistura de peptideos Pepmix (Bruker Daltonics,
Bremen, Alemanha) e a matriz empregada foi o HCCA (acido a-ciano-4-
hidroxicinamico) (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha), 20 ug/uL em 50% de
acetonitrila. A analise foi realizada com a intensidade do laser variando entre
10 % e 20 % da intensidade maxima.

Adquirido o mapa peptidico, procedeu-se a identificacdo das proteinas
em banco de dados. A base de dados utilizada foi a NCBInr (Matrix Science,
Mascot Search). Para a ribonuclease A bovina a busca foi delimitada para a
classe dos mamiferos, para isso a opgao outros mamiferos (other mammalia)
foi selecionada no quadro de taxonomias (taxonomy), além disso, a busca foi
ajustada para desconsiderar os fragmentos gerados por clivagens perdidas
(missed cleavages), nenhuma modificagédo estrutural da proteina foi ponderada
para a busca (fixed modifications e variable modifications). A massa da
proteina informada foi 13,7 kDa (protein mass), o erro admitido na busca foi de
0,7 Da (peptide tol. £). Para a identificagdo da MRJP-1 a busca foi delimitada
para o reino animal (other metazoa), fragmentos gerados por uma clivagem
perdida (missed cleavages) foram considerados, assim como, fragmentos com
a metionina oxidada (variable modifications). A massa da proteina informada foi
52 kDa (protein mass) o erro admitido na busca foi de 1,5 Da (peptide tol. ).
Ambas as buscas foram ajustadas para correspondéncia dos valores aos
fragmentos iénicos protonados (MH") e gerados por meio de digesto triptica

(enzymel/trypsin).
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3.4 Extracao do sal por decomposicao

A proteina ribonuclease A bovina (Sigma, St. Louis, EUA) foi utilizada
como modelo para a validacdo do método de extracdo do sal testado. Trés
amostras de 10 uL foram preparadas, ribonuclease A 1 ug/uL em agua
deionizada milli-Q (Millipore, Billerica, EUA), ribonuclease A 1 ug/uL em tampao
de NH4HCO3; 100 mmol/L e ribonuclease A 1 ug/uL em tampao de NH4sHCO;
100 mmol/L. Esta ultima amostra foi submetida a aquecimento (40 °C) por 15
minutos (Thermomixer comfort, eppendorf), com a tampa do tubo aberta. As
trés amostras foram analisadas por espectrometria de massa do tipo MALDI-
TOF (Autoflex Il, Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Para isso, 1 uL de
cada solugao foi aplicada a placa de amostras do MALDI juntamente com 1 uL
de matriz de acido sinapinico (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) 20 pg/uL
em solucao de 50% de acetonitrila. O equipamento foi operado em modo linear
e calibrado com pico de m/z do padrao citocromo C (Bruker Daltonics, Bremen,
Alemanha). As analises foram realizadas com a intensidade do laser variando
entre 10 % e 20 % da intensidade maxima.

Outro procedimento para extracao do sal tamponante foi avaliado em
superficie de mica. Duas amostras foram preparadas, sendo que apenas uma
foi submetida ao procedimento desenvolvido para extragdo do sal. Assim
sendo, 1 uL da amostra, procedente da fragmentacgao triptica das proteinas do
cérebro de abelhas Apis mellifera, foi depositado sobre cada uma das
superficies de mica. Apos adsorgéo dos peptideos e secagem da solugéo, 2 ulL
de solugcdo tampao NH4HCO3; 100 mmol/L foram aplicados sobre as micas.
Apods a secagem do tampao, 2 uL de agua deionizada foram aplicados sobre
uma das superficies de mica que posteriormente foi assentada sobre a
superficie de um termostato mantida a 40 °C, esta ultima etapa foi repetida.
Por ultimo, solugbes de matriz HCCA (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha),
20 pg/uLl em 50% de acetonitrila, e TFA 0,2% foram aplicadas sobre as micas
para as analises por MALDI-TOF (Autoflex Il, Bruker Daltonics, Bremen,
Alemanha). A mica foi fixada a placa de amostras do MALDI, por meio de uma
fita dupla face (3M, St. Paul, U.S.A) e a calibragdo do espectrometro de massa
foi realizada com os picos m/z da mistura de peptideos Pepmix (Bruker

Daltonics, Bremen, Alemanha).
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

62



4.1 Associacao AFM-MS
A Figura 24 ilustra os resultados obtidos pela metodologia AFM-MS

para a proteina Ribonuclease A bovina. A amostra analisada por AFM, ainda
adsorvida em mica, foi ionizada e detectada por MALDI-TOF. A imagem
evidencia a formacdo de uma monocamada protéica sobre a superficie de
mica, tendéncia ja prevista para a proteinas RNAse A [29]. O espectro confirma

a presenca da proteina na superficie de mica e evidencia a pureza da amostra.
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Figura 24. Imagem topografica das proteinas (RNAse A bovina) sobre a superficie de mica
(esquerda) e espectro de massa da mesma amostra (direita).

Algumas vezes a mica € manipulada em contato direto com fitas
adesivas. Os polimeros componentes dessas fitas podem ionizar e suprimir os
sinais dos peptideos de interesse (Figura 26). E imprescindivel, portanto, evitar
esse tipo de contaminacdo, para isso, € necessario prevenir o contato da
amostra com as substancias adesivas, isso deve ser feito evitando-se o
extravasamento da solucédo para fora da superficie de mica e minimizando o

contato da mica com a fita adesiva, como descrito na Figura 25.
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Figura 25. Montagem para fixagdo da mica no AFM. A montagem descrita minimiza o contato

da mica com a fita, possibilitando a excisao da parte contaminada.
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Figura 26. Comparagdo dos espectros de massa de fragmentos ftripticos (MRJP-1).

Contaminado por polimero (B) e ndo contaminado (A)

4.1.1 Testes de concentracao

A implementagcdo do método, utilizando a MRJP-1 como proteina
modelo, permitiu que a compatibilidade entre os dois instrumentos, no que se
refere a concentragéo, fosse testada. A concentracgdo inicial de 3,7 ug/uL foi
avaliada.

Os primeiros resultados, ilustrados pelas Figura 27 e Figura 28,
demonstram que sob essa concentracdo a MRJP-1 pode ser detectada por
MALDI-TOF, no entanto, a formacao de aglomerados dificulta a visualizagao
das unidades protéicas, restringindo a analise por microscopia de forga
atbmica, impedindo a determinagdo da morfologia e o dimensionamento das

estruturas protéicas.
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Figura 27. Proteina MRJP-1 (3,7 ug/uL) por AFM-MS. Imagem topografica das proteinas sobre

a superficie de mica (esquerda) e espectro de massa da mesma amostra (direita).
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Figura 28. Ampliagao de se¢ao da imagem anterior (Figura 27), MRJP-1 (3,7 ug/uL).

A imagem acima ilustra claramente a proximidade entre as unidades
protéicas e a compleicdo de aglomerados. A elevada concentragdo de
proteinas impede, portanto, a visualizagdo das estruturas singulares, assim, a
morfologia e as dimensdes das proteinas ou dos complexos formados n&o
podem ser determinadas. Assim sendo, a amostra deve ser diluida para o
progresso da analise.

Ja o espectro se apresenta com baixa resolugéo, o que ja era esperado
para uma proteina relativamente grande (aproximadamente 52 kDa), pois na
faixa de alta massa molar a sensibilidade do MALDI-TOF é comprometida. A
dificuldade de ionizagao e de voo das proteinas grandes dentro do analisador e
a baixa velocidade de chegada desses ions de alta massa ao detector sao as
provaveis causas da diminuicdo de intensidade dos picos no espectro [31].
Como ja foi dito, para aumentar a sensibilidade do equipamento e possibilitar a
detecgcao dessas proteinas, pode-se abrir mao de artefatos que aumentem a
resolucdo. No caso em tela, abdicou-se de se usar o refletor e o equipamento
foi operado em modo linear. Em consequéncia disso a proteina pode ser
detectada e o espectro se apresentou com baixa resolucéo.
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Figura 29. Imagem topografica das estruturas protéicas obtida por AFM, amostra de MRJP-1
diluida 10 vezes (0,37 pg/uL).

A Figura 29 ilustra a imagem da amostra diluida em 1/10 e sugere que
a concentragdo permanece alta para a analise por AFM. A proximidade entre
as particulas ainda é elevada, o que impede que estas sejam dimensionadas.
Entretanto, percebe-se que a diluicdo foi favoravel, pois acarretou no
enriquecimento da imagem, permitindo que uma possivel morfologia seja

presumida.
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Figura 30. Espectro de MALDI-MS, em mica, da MRJP-1 diluida 10 vezes (0,37 ug/ulL).
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O espectro de MALDI-TOF (Figura 30) obtido a partir da amostra em
mica, previamente analisada por AFM, evidencia que apds a diluicdo, a
MRJP-1 permanece detectavel, porém, esta ainda ndo € a concentracdo mais
adequada para aquisicdo das imagens. Sendo assim, a amostra foi novamente
diluida e novas imagens foram adquiridas.

As amostras diluidas em 100 vezes foram analisadas, a Figura 31
demonstra, por meio das imagens obtidas, que grande parte das estruturas
protéicas estdo suficientemente espagadas para que sejam dimensionadas.

Mantém-se, porém, a formagao de aglomerados.
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Figura 31. Imagens topograficas das estruturas protéicas obtida por AFM, amostra de MRJP-1
(0,037 pg/pL). Imagem bidimensional (esquerda) e tridimensional (direita).

A deteccao da proteina MRJP-1 por MALDI-MS, na amostra diluida em
100 vezes foi dificil. Em algumas analises nao foi possivel detecta-la. Quando
detectada, o espectro de massa apresentou-se com intensidade e resolucio

extremamente baixas, como evidencia a Figura 32.
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Figura 32. Espectro de MALDI-MS, em mica, da MRJP-1 diluida 100 vezes (0,037 ug/uL).
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Por fim, a amostra de MRJP-1 diluida em 1000 vezes foi analisada por
AFM-MS. As estruturas, demonstradas pela imagem na Figura 33, estdo ainda
mais afastadas e todas elas podem ser dimensionadas.

Os resultados obtidos indicaram a presenca de outra proteina na
amostra, a apisimina (aproximadamente 5,5 kDa), frequentemente encontrada
junta a MRJP-1, é tida como um possivel ligante dessa proteina[]. A deteccao
da apisimina foi possivel mesmo nas amostras mais diluidas (Figura 34), das
quais se obteve as melhores imagens. As analises por AFM n&o revelaram a
presenca da proteina, pois as estruturas maiores (MRJP-1) possivelmente
encobriram e ocultaram a apisimina. Nesse caso, a espectrometria de massa
surge como um importante método complementar, indicando a presenga do

contaminante ocultado na imagem de AFM.
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Figura 33. Imagem topografica das estruturas protéicas obtida por AFM, amostra de MRJP-1
diluida 1000 vezes (3,7 ng/uL).
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Figura 34. Espectros da apisimina obtidos em mica. Amostras diluidas 10 vezes (A), 100 vezes
(B) e 1000 vezes (C).

Ja foi dito que a sensibilidade do MALDI-TOF é comprometida para
medidas de massa na faixa de alta massa molar, proteinas menores e
peptideos normalmente ionizam melhor por MALDI que proteinas maiores.
Esse problema corriqueiro representa uma limitacdo ao método de associagao
AFM-MS. Como foi observado nos testes de concentragao, as amostras devem
estar bastante diluidas para que sejam adquiridas boas imagens por AFM,
entretanto essa diluicado excessiva pode dificultar a detec¢ao das proteinas por
MALDI-TOF. Essa dificuldade de detecgdo é agravada quando se trata de
proteinas de alta massa. Portanto, a aplicabilidade do método AFM-MS é
limitada, sendo especialmente aplicavel a proteinas menores ou de facil
ionizagdo. Os resultados corroboram com a afirmativa supracitada, pois
demonstram que a associacao ndo € apropriada a analise da MRJP-1 nativa,
nao fragmentada (aproximadamente 52 kDa), entretanto, possui aplicabilidade

para a analise da apisimina (aproximadamente 5,5 kDa).
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4.2 Extracao do sal por decomposicao

Um dos principais percalgos encontrado no desenvolvimento de um
protocolo para a digestdo em mica foi a presenca da solugdo tampao
empregada na digestdo enzimatica. Isso porque os sais sdo supressores de
sinal nas analises por MS, portanto devem ser extraidos da amostra.
Normalmente, nos experimentos rotineiros de digestdo enzimatica, os sais
procedentes da solugédo tampao sao extraidos por meio de zip-tips (Figura 35),
pontas de pipetas que contém imobilizadas em suas extremidades colunas
C18, C4 ou alguma outra resina. Entretanto, a dessalinizacdo com zip-tips traz
em si o0 problema de perda de amostra, 0 que pode resultar grandes prejuizos
para as analises. Atualmente, uma das maiores limitagdes em quimica analitica
de proteinas € o manuseio e a consequente perda de amostra, que muitas
vezes podem levar a ineficiéncia da analise. Nas situacbes em questao,
digestdo em mica ou em superficie de mica, essa limitagdo é agravada, pois as
analises por microscopia de for¢a atdmica requerem amostras mais diluidas, e
qualquer perda podera prejudicar as posteriores analises por MALDI-MS. Além
disso, a digestdo em superficie de mica impossibilita a aplicagdo de zip-tips,
pois as proteinas ndo estdo em solugado. Ja para a outra metodologia testada, a
digestdo em mica, a zip-tips é aplicavel, porém prejudicial, pois o sistema néo
se apresenta mais como uma solucdo homogénea, mas sim com duas fases,
constituindo uma interface mica-solugdo, na qual, passa a existir uma
superficie carregada negativamente. Esta particular situagcdo potencializa a
perda de amostra em um procedimento com zip-tips, pois parte da amostra que

permanecera adsorvida na mica sera perdida no processo de dessalinizagao.

Figura 35. Fotos de zip-tips. Percebe-se a coluna imobilizada na extremidade da ponteira [32].
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Para contornar o problema descrito a cima, uma forma alternativa para
dessalinizacdo foi experimentada. O método provado se fundamentou na
utilizacao de um sal volatil para preparagao da solugao tampao. O bicarbonato
de amdnio se decompde sob acao do calor, acima de 36 °C, produzindo CO.,,
NHs e vapor de agua, portanto, pode ser extraido da solu¢gdo. Como resultado,
tem-se um procedimento muito mais rapido e barato para extragdo do sal, sem
perda de amostra, além de permitir a extracdo do sal da superficie de mica.

Confrontando os espectros apresentados na Figura 36, percebe-se que
ha, entre o primeiro (A) e os demais (B e C), uma grande diferenca de
intensidade e resolugcado. A influéncia do sal é, portanto, confirmada pelo
espectro A, o qual evidencia reducédo na intensidade em aproximadamente 10
vezes quando comparado ao espectro da Ribonuclease A em agua milli-Q. Em
amostras menos concentradas, possivelmente o sal poderia causar a perda
total do sinal.

As comparagdes também comprovam a eficiéncia do método utilizado

para extragado do sal. Na Figura 36, o espectro C ratifica a decomposigao do sal
tamponante (NH4HCO3 (s) — NH3 (g) + H20 () + CO2 (g)) que praticamente se

iguala ao espectro B no que se refere a intensidade e resolugdo. O teste,
portanto, valida o método de extragdo do sal por decomposicéo, resultando em
um procedimento mais rapido, simples e barato para extragdo do sal, quando

comparado aos procedimentos de rotina.
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Figura 36. Comparacdo dos espectros de massa da proteina Ribonuclease A em tampao de

NH4HCO; (A), em agua milli-Q (B) e em tamp&o extraido por decomposigéo (C).
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O procedimento para extragado de sal tamponante por decomposigao

também foi avaliado em superficie de mica.
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Figura 37. Comparagao dos espectros de massa de fragmentos tripticos (MRJP-1) adsorvidos

em superficie de mica. Amostra em tampao de NH,;HCO; extraido por decomposicéo (A, B e C)

e em tampao de NH,HCO; nao extraido (D, E e F). Cada espectro foi obtido com tiros de laser

em regides distintas da amostra.

A influéncia do sal é visivelmente amortizada apdés sua extracao por

decomposigéo, percebe-se com clareza uma grande diferenga na intensidade,

resolucao e ruido dos espectros ilustrados na Figura 37.

Agora, os espectros evidenciam a eficiéncia do procedimento testado,

em superficie de mica, validando-o para aplicagdao na metodologia AFM-MS,

como etapa crucial para o procedimento de digestdo em superficie de mica.

4.3 Digestao e identificacdo de proteinas em mica

4.3.1 RNAseA

A proteina ribonuclease A foi submetida ao procedimento de digestao

em mica. O experimento forneceu o espectro de massa dos fragmentos

tripticos da proteina, ilustrado na Figura 38.

A digestdo enzimatica em mica forneceu o mapa peptidico da

Ribonuclease A, possibilitando a identificagdo da proteina que estava aderida a

mica. A digestao triptica gerou cinco fragmentos, cujos valores das massas,

apurados pela espectrometria de massa, foram utilizados na identificacdo da

ribonuclease A bovina por PMF (Matrix Science, Mascot Search) (Figura 39).
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Figura 38. Mapa peptidico da Ribonuclease A originado pela digestédo triptica em mica. A

proteina avaliada estava previamente aderida a superficie de mica.
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Figura 39. Resultado da busca. Identificagdo positiva da Ribonuclease A (Mascot Search).

O procedimento utilizado possui aplicabilidade nos estudos
morfologicos e de interatoma de proteinas. Nesses estudos, as moléculas sao
analisadas por AFM, com aquisicdo de imagens ricas em informacgdes

morfologicas, e posteriormente sao identificadas por espectrometria de massa.

4.3.2 MRJP1

As fragbes seis, sete e dez colhidas do HPLC passaram por digestao
enzimatica em superficie de mica. A Figura 40 mostra os espectros que
possibilitaram a identificacdo da MRJP-1 em superficie de mica. A digestao
enzimatica em superficie de mica forneceu o mapa peptidico da MRJP-1,
possibilitando, além da identificagcdo da proteina (Figura 41), que outras

interpretacdes e proposicdes fossem aferidas.
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Figura 40. Espectros de massa dos fragmentos tripticos obtidos por meio de digestdo, em
superficie de mica, das fracdes 6, 7 e 10 colhidas do HPLC.
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Figura 41. Resultados das buscas. Identificagbes positivas da MRJP-1 nas fragdes seis (A),
sete (B) e dez (C) (Mascot Search).

A digestao triptica da MRJP-1 gerou tanto fragmentos que se localizam
no inicio da sequencia, quanto outros, localizados no fim da sequencia de
aminoacidos da proteina. Portanto, a estrutura primaria da proteina estava
integra. Assim, € possivel concluir que a diferenga entre os valores de massa
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experimentais da MRJP-1, adquiridos nesse trabalho (aproximadamente
52 kDa), e o valor tedrico esperado (aproximadamente 55 kDa), ndo é devido a
excisdo de parte da estrutura primaria, mas provavelmente devido a auséncia
de determina modificacdo poés-traducional. Essa conclusdo reforca as
suspeigdes de que as estruturas observadas nas Figura 57 eFigura 58
(item 4.5.3) possam ser carboidratos provenientes da glicosilagdo da MRJP-1.

Os picos de massa em aproximadamente 1.711 Da nao correspondem
a nenhum valor de massa tedrico esperado, entretanto, surgem com
intensidade relativamente elevada. Ja os picos em aproximadamente 1.631 Da
concordam com os valores de massa teoricos esperados para MRJP-1, no
entanto, aparecem com intensidade inferior ao pico anteriormente citado. A
diferenca de massa entre esses dois fragmentos € de aproximadamente 80 Da,
variagao que pode corresponder a uma fosforilagdo. Portanto, os resultados
apontam para dois provaveis residuos, tirosina 65 ou serina 67
(NNY PS'DIDQWHDK), como potenciais sitios de forsorilacéo.

Dois picos correspondem a fragmentos com metionina oxidada, em
aproximadamente 1.763 Da, metionina 388 (M'VNNDFNFDDVNFR) e 2.733
Da, metionina 202 (LSSLAVQSLDCNTNSDTM VY IADEK).

4.4 Influéncia da mica na exatidao do MALDI-TOF

A metodologia de associagcdo AFM-MS permitiu que o vbo de proteinas
adsorvidas a mica fosse avaliado no MALDI-TOF. Dessa forma, a influéncia da
mica nos resultados obtidos pela espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF
foi apurada.

Os espectros correlacionados na Figura 42, de fragmentos tripticos da
MRJP-1, mostram que existe uma grande diferenga no perfil dos espectros de
massa apos a aplicagdo do TFA sobre a superficie de mica. Apds a digestao,
em um primeiro momento, o espectro (A) da mostra, sem a adicao de TFA,
apresentou um perfil pobre em informagdes estruturais. Com a aplicagéo da
solugao de TFA 0,1%, os picos de massa dos fragmentos tripticos apareceram,
enriquecendo o espectro (B). A aplicagédo de TFA também aumentou a exatidao
dos resultados.

No momento da aplicagdo de TFA, parte da amostra foi extraida e

aplicada diretamente a placa de MALDI para que se pudesse correlacionar os
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espectros e identificar como a mica influencia a analise. Os resultados sugerem
que ha influéncia direta da mica a analise, que provoca uma evidente reducao
na ionizacao/dessorcao dos peptideos e na exatidao dos resultados obtidos por

MALDI-TOF, confirmada pelo espectro controle (D).
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Figura 42. Comparagéo dos espectros resultantes da digestao triptica da MRJP-1 em superficie
de mica. Espectros em superficie de mica sem a aplicagdo de TFA 0,1% (A), com posterior
aplicacdo de TFA 0,1% (B), extraido da mica e aplicado diretamente a placa do MALDI (C)

e espectro controle obtido por meio de digestdo em mica, aplicagao direto na placa (D).

Os resultados obtidos apés a aplicacdo do TFA indicam que ha um
significativo enriquecimento dos espectros, inclusive no que se refere a
exatiddo. Para sustentagcdo dos resultados, outra amostra foi testada. Os
espectros, ilustrados pela Figura 43, de peptideos do veneno da aranha
Loxosceles laeta, estudados em um dos projetos em andamento no Laboratorio
de Quimica Bioanalitica da Universidade de Brasilia, confirmam a influéncia da
mica nos resultados obtidos por MALDI. E evidente nos resultados obtidos que
a mica causa um deslocamento de todos os peptideos para valores de massa
maiores e que esse deslocamento é atenuado pela aplicagcao de TFA. Portanto,
pode-se deduzir que este ndo é um problema gerado por influéncia direta da
mica ao equipamento, pois, um possivel comprometimento dos aparelhos nao
explicaria a influéncia do TFA no processo. Ja a espessura da mica, em
primeira analise, desviaria os resultados para valores de massa menores, pois

uma posicao adiantada dos ions levaria a uma reducéo no tempo de voo.
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Figura 43. Espectros de peptideos extraidos do veneno da aranha Loxosceles laeta.
Espectro obtido em superficie de mica (acima) e diretamente na placa de amostras do MALDI
(abaixo).

A influéncia do TFA foi avaliada em diferentes concentragdes, o que €
mostrado pelos espectros de fragmentos tripticos da MRJP-1 na Figura 44.
Observa-se que o TFA reverte os desvios ocasionados pela presenca da mica,
aproximando os resultados dos valores esperados, e que este processo é

dependente da concentracdo de TFA.
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Figura 44. Comparagdo dos espectros de massa de fragmentos ftripticos da MRJP-1
adsorvidos em superficie de mica, com aplicacdo de TFA em concentragbes variadas.
Aplicacao de TFA 0,1% (A), TFA 0,2% (B), TFA 0,3% (C) e amostra aplicada diretamente a
placa de amostras de MALDI (D).
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Pautando-se nos resultados obtidos, na composigdo quimica da mica e
nos principios de funcionamento do MALDI-TOF, foi possivel conjecturar uma
proposi¢ao teodrica, esquematizada na Figura 45, visando descrever como a
mica interfere no processo de ionizagao e vdo das proteinas no equipamento
MALDI-TOF.
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Figura 45. Proposicao tedrica referente a interferéncia da mica na analise de proteinas por
MALDI-TOF. A atracdo eletrostatica proteina-mica provoca um retardamento na “decolagem”
da proteina, este atraso refletira no tempo de véo da proteina (A), que sera maior que o tempo
de vbo das proteinas aplicadas diretamente na placa de amostras do MALDI (B). O TFA atua
neutralizando a mica, e, portanto, bloqueando os seus efeitos na analise (C). O atraso
ocasionado pela mica nao afeta a velocidade de vbéo da proteina dentro da regido livre de
campo, que permanecera com velocidade superior quando comparada a uma proteina de

razdo m/z maior (D).
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Como ja foi dito na etapa introdutéria desta dissertagao, a mica possui
uma carga liquida negativa originada pela substituicdo isomoérfica do silicio
(Si**) por aluminio (AP**). A valéncia menor do aluminio gera uma carga
negativa para cada substituicdo. Ja as proteinas detectadas por MALDI-TOF
carregam uma carga liquida positiva. Os resultados obtidos sugerem que a
atracao eletrostatica proteina-mica, provocada por essa oposicao de cargas,
determina um atraso na “decolagem” da macromolécula ionizada, atraso este
que refletira no tempo de vdo da proteina gerando um deslocamento dos picos
para valores de massa maiores.

Sabe-se, ainda, que os ions hidrénio (HsO") possuem elevada
afinidade pela superficie de mica. Assim sendo, esses cations sao adsorvidos
pelos sitios negativos da mica, neutralizando sua superficie [33, 34, 35 e 36].
O TFA atuara, portanto, neutralizando a superficie de mica, reduzindo, assim, a
atracao eletrostatica proteina-mica.

Uma superficie recém-clivada de mica possui maior quantidade de
cargas negativas, quando comparada a uma superficie anteriormente clivada.
Isso ocorre, porque as cargas negativas sdo compensadas por ions potassio
(cation de compensacao), que se movem nos canais da rede balanceando as
cargas. Entretanto, quando a mica € imersa em solugdo aquosa, ions potassio
sobre a superficie se dissociam, e passara a existir um novo equilibrio entre
superficie negativa e cations existentes em solugédo. O tempo de clivagem da
mica, a composi¢ao catidbnica e o pH da solugdo sado, portanto, variaveis

envolvidas no processo de ionizagao em mica por MALDI.

4.5 Aspectos morfoldgicos
45.1 MRJP1

As imagens e os graficos referentes as alturas das particulas,
respectivamente ilustrados pelas Figura 46 eFigura 47, corroboram com os
resultados obtidos por Simuth [37], que avaliou a proteina MRJP-1 por
ultracentrifugacéo. Este trabalho sugeriu que a MRJP-1 esta presente na geléia
real em trés formas distintas, como monémeros (55 kDa), uma forma
oligomérica (420 kDa) e agregados protéicos. Oligdbmeros de 350 kDa e 280
kDa também foram reportados por Bilikova et. al. [38], Kimura et. al. [39] e

Tamura et. al. [40]. A imagem, ilustrada na Figura 46B, evidencia e confirma a
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tendéncia de formagao de agregados. A outra imagem (Figura 46A) ratifica a
presenca de estruturas compativeis com monémeros e oligdmeros de MRJP-1.
O programa WSxM versao 4.0 possibilita, por meio de uma linha direcionada
pelo operador, que as particulas de interesse tenham sua altura determinada,
quando transpostas por essa linha. Portanto, cada pico no grafico representa a
altura de uma determinada particula selecionada. Os graficos, expostos na
Figura 47, sugerem que as estruturas monoméricas apresentam, em sua
maioria, altura entre 4,0 nm e 6,0 nm (Figura 47B), ja os oligbmeros, se
apresentam com alturas entre 14 nm e 17 nm (Figura 47A).

2444 nm

0.00 mm 0.00 nm

Figura 46. Imagens topograficas das estruturas protéicas (MRJP-1) obtidas por AFM. Amostra
diluida 1000 vezes com estruturas globulares extensas circuladas (A). Amostra diluida 100

vezes com aglomerados circulados (B).
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Figura 47. Graficos alusivos as alturas de particulas reveladas pela imagem 46A. As particulas

globulares maiores estao representadas pelo gréafico A e as particulas menores pelo grafico B.
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As Figura 48 e Figura 49 mostram imagens de AFM que revelam a
presenca de estruturas globulares, com dimensdes compativeis com aquelas
esperadas para uma proteina com massa de aproximadamente 52 kDa, como
a MRJP-1. Com as imagens adquiridas por AFM foi possivel presumir uma

morfologia para a proteina MRJP-1 do proteoma da abelha Apis Mellifera.

12.98 nm

0.00 nm
Figura 48. Ampliagdes da imagem topografica (Figura 46B), amostra de MRJP-1 (0,037 pg/uL).

14.20
il
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Figura 49. Imagem topografica tridimensional (Figura 48), amostra de MRJP-1 (0,037 pg/uL).
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Inicialmente, nota-se a presenca de um provavel orificio ou canal em sua
estrutura, uma subsequente ampliagdo indica a existéncia de estruturas
globulares que aparentemente, em determinadas disposi¢gdes, apresentam-se
com um contorno caracteristico de uma circunferéncia aberta.

A Figura 50 correlaciona uma imagem adquirida por AFM com uma
estrutura estabelecida por meio de modelagem comparativa, realizada pelo
servidor SWISS-MODEL. Esse €& um procedimento de modelagem por
homologia, completamente automatizado, no qual proteinas com estruturas
tridimensionais conhecidas sao utilizadas nos algoritmos direcionados a
predicdo de novas estruturas protéicas com estrutura tridimensionais ainda
desconhecidas.

Portanto, € importante frisar que esse modelo deve ser analisado com
cautela. O modelo adquirido ndo tem por finalidade definir a estrutura
secundaria da proteina, mas sim, propiciar uma correlagdo com as imagens
obtidas por AFM.

Figura 50. Modelo da MRJP-1 obtido por meio de modelagem por homologia com o servidor

SWISS-MODEL, acessivel via Expasy Proteomics Server (http://www.expasy.org/).
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O modelo foi obtido por meio de homologia, na qual houve uma
identidade de sequéncia de aproximadamente 16 % com a proteina homologa,
no entanto, houve uma boa correlagdo com as imagens adquiridas por AFM, no
que diz respeito a morfologia.

As imagens de contraste de fase, ilustradas pelas Figura 51 e Figura
52, corroboram e reforgcam as imagens topograficas. Na Figura 51, as imagens
de fase (abaixo) aumentam o contraste entre a parte central das estruturas
protéicas e suas margens, reforcando assim, as interpretagbes dadas as
imagens topograficas e a estrutura modelada, que conduzem para a existéncia
de um espacgo vazio no centro da estrutura protéica da MRJP-1. A Figura 52
exibe novamente uma imagem obtida por contraste de fase com algumas
ampliagdes que detalham ainda mais a estrutura da MRJP-1. Nessas imagens,
observam-se algumas variagdes estruturais. Algumas estruturas se apresentam
com forma de uma circunferéncia fechada, outras se apresentam como uma
circunferéncia aberta, entretanto com estruturas menores entre essa abertura,
e ainda, estruturas completamente aberta.

17.54 nm

o Amm|

1915V 18.39V

250nm
(|

-4.87V -1065V
Figura 51. Imagem topografica da MRJP-1 e aquisicdo da altura de algumas particulas

(acima). Imagens obtidas por aquisicdo em modo de fase (abaixo).
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Figura 52. Imagem de fase das estruturas protéicas (MRJP-1) obtidas por AFM e ampliagbes.
Nao é possivel concluir, com os resultados obtidos por AFM, que as
variagdes estruturais observadas ocorrem in vivo, pois € admissivel que as

condigdes experimentais tenham causado tais alteragbes estruturas.

4.5.2 Apisimina

A apisimina purificada por cromatografia liquida de alta performance,
foi analisada por AFM-MS. A Figura 53 mostra um espectro de massa da
apisimina adquirido apos a purificacdo. Embora o espectro indique que ha
presenca de oligbmeros protéicos de apisimina (5,5 kDa), ndo é possivel
afirmar que ha oligomerizagéo baseado unicamente em um espectro de massa
adquirido por MALDI-TOF, pois € comum a formagdo de agregados
inespecificos em fase gasosa, apos a desorgéo na fonte de ionizagao [41 e 42].
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Figura 53. Espectro de massa da apisimina. Indica a presenga ou a formagéo de oligdmeros.
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A formacgao de agregados inespecificos sempre deve ser ponderada
em estudos de interagbes nao covalente por MALDI. Desse modo, a
microscopia de forgca atbmica surge como uma importante técnica
complementar para confirmar a pureza da amostra e a formacido de possiveis
oligbmeros observados por espectrometria de massa.

As imagens de AFM, ilustradas pela Figura 54, fornecem evidéncias de
que ha formagao de oligbmeros de apisimina. Confirmando a tendéncia de
oligomerizagéo dessa proteina ja relatada por Bilikova et. al. [38].

As imagens topograficas da apisimina purificada em HPLC (fragdo 12
diluida em 1-100), adquiridas por AFM, revelam, pela primeira vez, a formacéao
preferencial de complexos protéicos diméricos, circulados em verde na Figura
54. Complexos maiores ou agregados aparecem em menor quantidade. As
imagens indicam que os mondmeros e os dimeros sdo as espécies
preponderantes e que o complexo dimérico é formado com a consequente
alteragcdo estrutural da unidade protéica, marcada por um aparente
desenovelamento da unidade monomeérica globular e constituicdo de uma
estrutura mais alongada com aparente aumento da superficie molecular.

3070m

0.00 nm
Figura 54. Imagens topograficas das estruturas protéicas concernentes a fragdo 12 colhida do

HPLC, diluida 100 vezes (apisimina purificada).
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A funcionalidade de uma proteina esta diretamente relacionada a sua
estrutura, os efeitos estéricos gerados pela modificagcdo estrutural evidenciada
na Figura 54, possivelmente, determinam a atividade da apisimina, sugerindo
gue uma das formas € inativa enquanto a outra forma ¢é ativa

Os dimeros e os mondémeros foram dimensionados (Figura 55) e uma
pequena variagao na altura foi constatada. A altura dos monémeros varia entre
aproximadamente 0,85 nm e 1,20 nm e a dos dimeros, entre 1,20 nm e 1,4 nm.

A mesma amostra, ainda adsorvida em mica, foi ionizada e detectada
por MALDI-TOF, como mostra a Figura 56, confirmando a presenga da
apisimina. Portanto, foi possivel aplicar o método AFM-MS a proteina

apisimina.
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Figura 55. Grafico referente as alturas das particulas, diméricas (direita) e monoméricas

(esquerda), selecionadas na imagem (centro).
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Figura 56. Espectro da apisimina (fragdo 12), adquirido em mica, ap6s aquisicdo das imagens
por AFM.
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45.3 Possiveis carboidratos

Imagens topograficas das fragbes seis e sete colhidas do HPLC
(diluidas 100 vezes) revelaram a presenga de estruturas até entdo néo
observadas.

As Figura 57 eFigura 58 mostram que a morfologia dessas estruturas é
incompativel com a morfologia da MRJP-1 e da apisimina. Essa conclusao foi
reforcada pelas dimensdes das particulas, extremamente menores que aquelas
esperadas para a MRJP-1, como mostram os graficos ilustrados pela
Figura 59. A maioria das particulas observadas apresentam-se com altura
menor que 7 A (Figura 59), portanto, com dimensdes e morfologias
incompativeis com aquelas esperadas para a MRJP-1 e para apisimina,
descritas nos itens 4.5.1 € 4.5.2.

As imagens (Figura 57 eFigura 58) sugerem que ha um processo de
polimerizagdo que conduz a formagdo de cadeias biopoliméricas. As
caracteristicas estruturais observadas nas imagens e a dificuldade exacerbada
de ionizacdo no MALDI sao peculiaridades inerentes a polissacarideos.
Imagens similares de diferentes polissacarideos foram adquiridas por Abu-Lail
e Camesano [44], nas quais foram observadas estruturas com alturas entre
0,50 nm e 1,17 nm, dependendo do polissacarideo. A ionizagdo e deteccdo de
polissacarideos por MALDI-TOF também ja foi demonstrada [45]. Este mesmo
trabalho ainda comprovou que a eficiéncia do MALDI para proteinas é
extremamente maior que para polissacarideos. Mesmo em uma proporgcao
proteina/polissacarideo de 1/1.000, o sinal referente a proteina mostrou-se
expressivamente superior ao sinal alusivo ao polissacarideo.

Portanto, ha a possibilidade de que as estruturas observadas sejam
carboidratos (monossacarideos) que se ligam para formar polissacarideos. A
dificuldade de ionizacdo, descrita adiante, a dimensdo das particulas e a
biopolimerizagdo sao caracteristicas de polissacarideos. Entretanto, ndo se
pode descartar, por completo, a possibilidade de que as estruturas observadas
sejam proteinas contaminantes capazes de formar fibrilas. Para confirmacao da
proposi¢cao supracitada sera necessario a aplicagdo de outras metodologias
analiticas que confirmem a presenca de polissacarideos na amostra, por

exemplo, por meio de experimentos MS/MS.
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| 6.36nm

Figura 57. Imagens topograficas das estruturas concernentes a fragdo 7 colhida do HPLC
(diluida em 1-100).

|13.[]ﬁ fitm

Figura 58. Imagens topograficas das estruturas concernentes a fragdo 6 colhida do HPLC
(diluida em 1-100).
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Figura 59. Graficos referentes as alturas das particulas observadas na fragdo 6 (esquerda) e
fracdo 7 (direita) expostas pela imagem.

As imagens de AFM sugerem a existéncia de um contaminante de
baixa massa, o que direcionou os experimentos posteriores de MALDI-TOF
para analises na faixa de baixa massa.

Dificilmente essas estruturas teriam sido percebidas apenas com as
analises por MS, pois a matriz empregada para proteinas maiores, o acido
sinapinico, € ineficiente para a ionizagdo e detecgdo de estruturas menores.
Além disso, as analises por MS mostraram que essas estruturas nao ionizam
facilmente no MALDI. Portanto, os resultados mostram, mais uma vez, a
complementaridade entre a microscopia de forga atdmica e a espectrometria de
massa.

Estruturas com massas de aproximadamente 3,2 kDa foram detectadas
por MALDI-TOF nas fragdes 6 e 7, como mostram as Figura 60 eFigura 61. Os
resultados sdo sugestivos, pois esta massa somada a massa de
aproximadamente 52 kDa da MRJP-1 observada neste trabalho, alcancaria o
valor de massa tedrico esperado para a MRJP-1 com suas modificagcdes pos-
traducionais (glicosilagdes). A sequéncia de aminoacidos da MRJP-1 equivale
a uma massa de aproximadamente 47 kDa (Expasy Proteomic Server). Com as
glicosilagbes conhecidas, essa massa chega a 55 kDa. Como a massa da
MRJP-1 analisada neste trabalho € de aproximadamente 52 kDa, é provavel
que as estruturas observadas nas fragdes 6 e7 sejam provenientes das
glicosilagbes da MRJP-1 nativa (vide item 4.3.2), que desligadas das cadeias

protéicas acumularam-se nessas fragdes durante o processo de separagao.
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4.6 Influéncia da apisimina na oligomerizagcao da
MRJP1

As proteinas, MRJP-1 e apisimina, foram separadas por cromatografia
liquida de alta performance. O cromatograma é apresentado na Figura 60. As
fracdes colhidas foram analisadas por espectrometria de massa, os espectros

confirmaram a separagao das proteinas (Figura 61e Figura 62).

Gradiente de
Acetonitrila (%)

100

a0

|

30 / -
/ 3

20 / — 10—

/V|| ] |

Figura 60. Cromatograma, obtido por HPLC, referente a separagédo das proteinas MRJP-1 e

apisimina.
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Figura 61. Espectros de massa das fragdes colhidas no HPLC (Fragdes 6 a 11). Os espectros

confirmam a presenca da proteina MRJP-1 nas fragbes apontadas.

A presenca da MRJP-1 foi confirmada nas fracées de 6 a 11, sendo
que a apisimina (5,5 kDa) foi detectada apenas nas fragdes 11 e 12 (Figura 62).
Portanto, a MRJP-1 apresentou-se purificada nas fracées 6 a 10 e a apisimina

na fragéo 12.
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Figura 62. Espectros de massa das fragdes 11 (direita) e 12 (esquerda) colhidas do HPLC. A
MRJP-1 nao foi detectada na Fracao 12.

As imagens adquiridas com a mistura (MRJP-1 e apisimina) foram
confrontadas com os resultados das proteinas purificadas (fragdes 7 e 10).

A Figura 63 exibe claramente a presengca dos monémeros e dos
oligbmeros, ambos globulares. Duas particulas foram selecionadas e
ampliadas, um mondémero (abaixo) e um oligbmero (acima), e suas respectivas
alturas foram determinadas. A amostra consiste em uma mistura das proteinas

MRJP-1 e apisimina.
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Figura 63. Imagens e medidas de altura referentes a MRJP-1 e seus oligbmeros.
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Esses oligbmeros ndo foram observados em amostras purificadas, nas
quais a MRJP-1 estava isolada, ou seja, sem a presencga de apisimina, como é
o caso das fragdes 10 (Figura 64) e 7 (Figura 65). Portanto, é provavel que a
apisimina tenha influéncia sobre a formag¢ao dos oligdmeros, o que corrobora a

hipétese de Bilikova et. al. [38].
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Figura 64. Imagens topograficas das estruturas protéicas (MRJP-1 purificada) concernentes a
fracdo 10 colhida do HPLC (diluida em 1-100).
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Figura 65. Imagens topograficas das estruturas protéicas (MRJP-1 purificada) concernentes a
fracao 7 colhida do HPLC (diluida em 1-100).
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CAPITULO 5

CONCLUSOES
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5.1 Conclusdes e perspectivas

Neste trabalho, foi demonstrado que as imagens de AFM e espectros
de MALDI-TOF podem ser obtidos de uma mesma amostra, depositada sobre a
mesma superficie, fornecendo uma nova metodologia de correlagédo entre
microscopia de forca atdbmica e espectrometria de massa. Entretanto,
evidenciou-se também que essa nova metodologia é limitada pelo poder de
deteccdo do MALDI-TOF, e, portanto, dependera da facilidade de ionizagao da
proteina analisada.

O método de associacdo entre as técnicas de microscopia de forca
atbmica e espectrometria de massa foi aperfeicoado. Foi desenvolvida uma
nova metodologia para extragdo do sal tamponante e para digestdo em
superficie de mica. A influéncia da mica no processo de ionizacao foi apurada e
uma solucao para o problema foi proposta e demonstrada.

A associacdo AFM-MS foi implementada quando possivel. Quando
nao, as técnicas foram empregadas separadamente, ou seja, em amostras
singulares. A experiéncia demonstrou que as duas técnicas se complementam
e fornecem um conjunto de informag¢des amplamente uteis para o estudo de
proteinas. Estruturas que passariam despercebidas por uma das técnicas
foram detectadas pela outra. A microscopia de forga atbmica é perfeitamente
aplicavel ao estudo de estruturas quaternarias, suplementando, portanto, os
resultados obtidos por MALDI-TOF, técnica limitada no que se refere ao estudo
de interagdes nao covalentes.

As morfologias das proteinas MRJP-1 e apisimina, assim como dos
respectivos oligbmeros, foram apuradas. Além disso, possiveis polissacarideos
foram detectados, direcionando os estudos futuros para verificagcdo e
ampliagdo dos resultados que em primeira andlise estdo relacionados as
modificagdes pds-traducionais da MRJP-1.

Além da vantagem analitica referente a reducdo das variaveis
experimentais, caracteristicas dos experimentos realizados de forma nao
associada, as perspectivas futuras para o aproveitamento da metodologia de
associacdao AFM-MS séo significativas, principalmente no que se refere a sua
aplicagao conexa as superficies funcionalizadas. Nesses estudos, proteinas

poderdo ser selecionadas pela superficie funcional de acordo com as
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interagbes proteina-superficie. Essas interagdes poderdo ser analisadas por
meio da morfologia dos complexos formados, determinada por AFM, e as
proteinas selecionadas poderao ser identificadas na prépria superficie de mica
por MALDI-TOF.
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