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A espectrometria de massas (MS) consiste no estudo dos íons em fase 

gasosa, tendo como uma das suas principais aplicações a caracterização 

estrutural de moléculas. Desde o início da técnica, ela vem sendo empregada na 

elucidação estrutural de um grande número de moléculas orgânicas e é hoje uma 

das principais ferramentas de caracterização estrutural. Dentro os métodos 

baseado em MS para o estudo de estruturas superiores de proteínas 

desenvolvidos recentemente estão aqueles conhecidos como footprinting e ligação 

cruzada (cross linking). Nesta tese, estudos foram realizados para o 

desenvolvimento, melhorias e otimização de técnicas de footprinting e ligação 

cruzada acopladas à espectrometria de massas para o estudo estrutural de 

proteínas. Em footprinting, foram desenvolvidas fontes alternativas de radiação UV 

para geração de radicais •OH a partir da fotólise do H2O2 para mapeamento da 

superfície exposta ao solvente de proteínas, bem como o desenvolvimento de uma 

técnica mais apropriada de quantificação de peptídeos oxidados.  Os resultados 

obtidos demonstraram que as fontes propostas apresentaram boa eficiência no 

processo de fotólise do H2O2  

Na técnica de ligação cruzada, foram realizados estudos fundamentais a 

respeito da reatividade dos Agentes de Ligação Cruzadas (ALC’s) tanto com 

relação à especificidade dos ALC’s frente às cadeias laterais dos aminoácidos 

quanto à cinética da reação com proteínas e reação competitiva de hidrólise. Nos 

experimentos realizados foi possível verificar a reatividade do ALC frente a 

diferentes grupos nucleofilicos presentes nas cadeias laterais dos resíduois de 
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aminoacido bem como ser suscetivel a mudança de reatividade em virtude do pH 

utilizado. 
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Mass spectrometry (MS) study ions in the gas phase, and one of its main 

applications is the structural characterization of molecules. Since the beginning of 

the technique, it has been used in structural study of a large number of organic 

molecules and is now a major tool for structural characterization. Among the MSA

based methods for the study of higher structures of proteins are the newly 

developed methods of footprinting and crossAlinking.  

In this thesis, studies were undertaken for the development, improvement 

and optimization of, footprinting and crossAlinking coupled with mass spectrometry 

for the structural analysis of proteins. In footprinting, we developed alternative 

sources of UV radiation to generate •OH radicals from the photolysis of H2O2 to 

map the solvent exposed surface of proteins as well as the development of a more 

appropriated technique for quantification of oxidized peptides. The results showed 

that the proposed sources showed good efficiency in the process of photolysis of 

H2O2.   

For crossAlinking, fundamental studies were carried out concerning the 

reactivity of the crossAlinkers regarding both the specificity of ALC in respect to 

amino acid side chains and the kinetics of reaction with proteins as well as 

hydrolysis reaction. In the experiments it was possible to verify the reactivity of 

ALC against different nucleophilic groups present in side chains of amino acid 

residues as well as being susceptible to change in reactivity due to the pH used.
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A espectrometria de massas (MS) consiste no estudo de íons na fase 

gasosa, tendo como uma das suas principais aplicações a caracterização 

estrutural de compostos. Desde o início da técnica, ela vem sendo empregada no 

estudo estrutural de um grande número de moléculas orgânicas e é hoje uma das 

principais ferramentas de caracterização estrutural. Já nos anos 70, havia um 

grande interesse na utilização de MS para a realização de experimentos de 

caracterização de proteínas devido às atrativas características da técnica, tais 

como velocidade de análise, sensibilidade e facilidade de uso. Entretanto, um dos 

principais problemas da aplicação de MS em proteínas envolvia a geração de íons 

na fase gasosa pelos métodos de ionização disponíveis na época.1,2  

O desenvolvimento de métodos de dessorção baseados na emissão de 

íons préAexistentes a partir de uma superfície líquida ou sólida, tal com dessorção 

por plasma (PD – Plasma Desorption)3,4 , FAB (Fast Atom Bombardment)5  ou 

dessorção por laser (LD – Laser Desorption)6, permitiu um primeiro avanço para a 

espectrometria de massas no campo da análise biomolecular 7 , . Contudo, o 

grande salto na utilização da espectrometria de massas em análises de 

biomoléculas ocorreu com o desenvolvimento  dos métodos de ionização, por 

electrospray (ESI), desenvolvida por J. B. Fenn e a ionização/dessorção a laser 

auxiliada por matriz (MALDI) por M. Karas e F. Hillenkamp no final da década de 

80.9,10 A introdução desses novos métodos de ionização abriu também espaço 

para o desenvolvimento de novos equipamentos com capacidade de experimentos 

de espectrometria de massas sequêncial (MSn), tipos ion trap, quadrupoloAtempo 

de vôo (QATof), tempo de vôoAtempo de vôo (TofATof), ion trap linearAOrbitrap (LITA

Orbitrap) e ion trap linearAressonância ciclotrônica de íons (LITAICR) 11 , 12 , 

expandindo em muito a capacidade de análise de peptídeos e proteínas por MS. 

Essas novas técnicas de ionização, aliadas aos novos analisadores e às 
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ferramentas de bioinformática, tornaram a espectrometria de massas uma das 

principais técnicas para a análise de proteínas atualmente11.  

Desde então, a utilização da MS para análise de proteínas e peptídeos tem 

se destacado como uma das principais aplicações da técnica . Dentre as 

aplicações mais comuns nesta área destacamAse a identificação de proteínas, a 

determinação da massa dessas macromoléculas, o sequênciamento de peptídeos, 

a identificação e localização de modificações pósAtraducionais e a quantificação 

relativa e absoluta de proteínas15,16,17,18,19,20,21. 

 

 

 

As técnicas de caracterização estrutural de proteínas e de complexos 

protéicos disponíveis atualmente podem ser divididas nos seguintes grupos22,23 

(Figura 1): técnicas de estrutura primária, terciária e quaternária de alta, média, 

baixa resolução e computacionais. Técnicas de caracterização de estrutura 

primária fornecem informações a respeito de quais são as proteínas constituintes 

do complexo de interesse, sem fornecer nenhum tipo de informação espacial.  A 

MS é hoje, assim, uma das principais ferramentas para identificação de parceiros 

de interação, sendo os detalhes referentes à técnica discutidos na próxima seção. 

(seção 1.2) 
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 Classificação dos diversos métodos de caracterização de complexos protéicos. 

 

As técnicas de baixa resolução/sonda englobam as espectroscopias, onde 

a resposta é determinada pela presença de certa característica estrutural da 

proteína. Essa classe engloba as técnicas de Dicroísmo Circular (CD), 

Fluorescência no UV, Transferência de Energia Ressonante por Fluorescência 

(FRET) dentre outras. Embora essas técnicas sejam sensíveis, rápidas, 

relativamente simples e de fácil acesso, a resposta obtida em geral é insuficiente 

por si só para caracterização mais aprofundada do sistema. Como técnicas de 

média resolução, dentre aquelas que fornecem informações acerca da forma geral 

do complexo tais como posição e orientação dos componentes, destacamAse as 

microscopias e o Espalhamento de RaiosAX a Baixos Ângulos (SAXS). Em geral 

tais técnicas são bem restritas a alguns usuários tanto pela necessidade de 

instrumentação muito específica e dispendiosa quanto pelo alto grau de 

dificuldade de interpretação de dados. 

Atualmente existem duas técnicas estabelecidas para determinação 

estrutural de proteínas com alta resolução (resolução atômica): Ressonância 

Magnética Nuclear (RMN) e Cristalografia de Proteínas (CRP). Essas técnicas 

constituem as únicas soluções para resolução atômica de estrutura de proteínas, e 

há hoje cerca de 60.000 estruturas resolvidas, correspondentes a 20.000 

proteínas. Outro dado importante é que hoje são conhecidos cerca de 1400 tipos 
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de enovelamentos protéicos, mas nos últimos 2 anos nenhum novo enovelamento 

foi descoberto24. Apesar do sucesso dessas técnicas na elucidação estrutural de 

proteínas, a estrutura da maioria das proteínas não são passíveis de serem 

estudadas por essas técnicas devido a algumas limitações atuais. Primeiramente, 

há a necessidade de uma grande quantidade de amostra (da ordem de vários 

miligramas) com alto grau de pureza. No caso de RMN, há ainda a necessidade 

de a amostra ser estável em algum dos tampões que não interfiram na análise por 

um longo intervalo de tempo (dias a semanas) a temperatura ambiente. Além 

disso, as técnicas disponíveis atualmente restringem o tamanho máximo da 

amostra a aproximadamente 50 kDa, devido a complexidade do espectro 

adquirido. A CRP por sua vez requer que a amostra esteja na forma de 

monocristal, sendo um dos principais desafios na utilização desta técnica. Outro 

ponto a ser comentado é que a estrutura obtida por CRP é uma estrutura estática 

e não necessariamente representativa do sistema em solução25.  

As primeiras aplicações de MS moderna em análises de proteínas se 

baseavam nas massas moleculares dos peptídeos obtidas por proteólises.26 A alta 

exatidão de massas obtidas por determinados analisadores de alta exatidão como 

TOFs e ICR’s, em conjunto com a especificidade das proteases permitiram o 

desenvolvimento do método de “fingerprint” para a identificação de proteínas. Tais 

experimentos permitem identificar a proteína, mesmo sem fornecer nenhuma 

informação a respeito de sua sequência de resíduos de aminoácidos ou estrutura 

primária. Com o desenvolvimento da MS sequencial, surgiu então um novo 

método de análise de proteínas, que agora se baseia não só nas massas dos 

peptídeos gerados pela digestão com proteases específicas como também na 

determinação da sequência de resíduos de aminoácidos ou da estrutura primária 

advinda das informações dos espectros de dissociação desses peptídeos27,28.  
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Em 1989, Hunt et al. demonstrou a possibilidade de sequênciamento de 

peptídeos gerados por ESI mediante Dissociação Induzida por Colisão (CID).29 

Esse trabalho foi seguido por outros, demonstrando o sequênciamento de 

peptídeos endógenos30 e proteínas digeridas por tripsina e analisadas por LCA

MS/MS31. Simultaneamente, experimentos de sequênciamento foram conduzidos 

em peptídeos gerados por MALDI, onde inicialmente a dissociação dessas 

espécies não ocorria por meio de fragmentação, mas por decaimento de energia 

resultante do processo de ionização 32 . Esses achados levaram ao 

desenvolvimento de algoritmos de busca em banco de dados que permitiam a 

identificação de proteínas tanto em experimentos de MS 33 , 34 , 35  quanto de 

MS/MS 36 , 37 . A partir desse momento, a MS tornouAse a principal técnica de 

identificação de proteínas, em especial em experimentos de análise proteômica, 

onde se faz necessário a identificação de um grande número de proteínas em um 

pequeno intervalo de tempo. Com o desenvolvimento de métodos de dissociação 

de peptídeos, foi possível obter informações acerca da seqüência dos 

aminoácidos, sendo que os resultados permitiam a determinação de peptídeos 

modificados pósAtraducionalmente (fosforilação e sulfonação, por exemplo) bem 

como a análise de espécies bloqueadas no NAterminal, o que era impossível até 

então por Degradação de Edman.38 No fim da década de 90, surgiram métodos 

que permitiam a análise quantitativa diferencial de proteínas por MS39,40. Desse 

modo, as duas últimas décadas presenciaram uma enorme quantidade de 

trabalhos que elevaram a MS ao posto de principal técnica de análise de 

problemas relacionados à estrutura primária de proteínas: identificação de 

proteínas, determinação da massa dessas macromoléculas, sequênciamento, 

identificação e localização de modificações pósAtraducionais e 

quantificação 41 , 42 , 43 , 44 , 45 , 46 , 47 . Em virtude desse sucesso, e das vantagens 

intrínsecas da técnica de MS (alta sensibilidade, rapidez de análise e 

especificidade) vários métodos foram desenvolvidos com o intuito de se estudar a 

estruturas superiores de proteínas bem como parceiros de interação48,49,50,51. 

Um método de caracterização estrutural de proteínas que permite a 

determinação de superfícies de interação entre proteínas é a Troca 
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Hidrogênio/Deutério (HDX). 52 , 53 , 54  O método fornece informações sobre a 

acessibilidade do solvente de várias partes da molécula, e assim a estrutura 

terciária da proteína55. HDX tem sido aplicada com relativo sucesso para o estudo 

de enovelamento e estabilidade de proteínas 56 , 57  mudanças conformacionais 

mediante interação com ligantes58,59 e no estudo de interações proteínaAproteína60. 

Em 1991, foi proposta pela primeira vez a utilização de MS para o cálculo da 

cinética de troca entre os isótopos61 . HDX baseiaAse no fato de que quando 

proteínas são solubilizadas em excesso de solvente deuterado, os hidrogênios da 

proteína trocam com o deutério do solvente. Os hidrogênios nos grupos funcionais 

dos aminoácidos trocam muito rapidamente e, portanto, não permitem 

determinação de sua cinética de troca por MS. Os hidrogênios das amidas da 

cadeia principal da proteína por sua vez apresentam uma faixa de 108 ordens de 

grandeza de diferença de velocidade de troca, dependendo do perfil de ligações 

de hidrogênio e, principalmente, do grau de exposição desses átomos ao 

solvente53. Após o experimento de troca (realizado por diferentes intervalos de 

tempo para permitir o cálculo da cinética), o pH do meio reacional é alterado para 

2A3 e a temperatura para 0ºC de modo a evitar a troca reversa com H. Análises 

por MS podem ser realizadas tanto de modo global, afim de determinar o nível de 

incorporação de D, bem como na análise dos peptídeos, com o objetivo de 

determinar a cinética de troca em cada uma das regiões da proteína e, 

conseqüentemente, a superfície de interação proteínaAligante. Assim como no 

caso anterior, HDX apresenta vários desafios técnicos que dificultam sua 

aplicação em muitos casos. A diminuição do pH e da temperatura são 

incompatíveis com a grande maioria das enzimas, sendo que atualmente a única 

utilizada em experimentos desse tipo é a pepsina, uma enzima inespecífica de 

baixa eficiência, o que dificulta a identificação dos peptídeos obtidos por MS, além 

de diminuir a cobertura da proteína quando comparada a peptídeos trípticos. Isso 

implica em um limite máximo de tamanho das amostras, mesmo porque boa parte 

da interpretação dos dados é feita de modo manual. Além disso, as condições 

cromatográficas devem ser adequadas de modo que a etapa de LC também seja 
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realizada a baixas temperaturas, o que acarreta no aumento significativo da 

pressão do sistema.  

Finalmente, a interpretação dos espectros de MS/MS não permite a 

identificação inequívoca dos sítios de troca, devido ao efeito conhecido como 

embaralhamento da marcação isotópica (Hydrogen Scrambling)53. Apesar das 

dificuldades apresentadas anteriormente, HDX tem sido aplicada com relativo 

sucesso para o estudo de enovelamento e estabilidade de proteínas62,63 mudanças 

conformacionais mediante interação com ligantes64,65 e no estudo de interações 

proteínaAproteína66. 

A Espectrometria de Mobilidade Iônica (IMS) é mais uma técnica baseada 

em MS capaz de fornecer informações espaciais acerca de proteínas e complexos 

protéicos. A espectrometria de mobilidade iônica (IMS), inicialmente conhecida 

como cromatografia de plasma, foi introduzida na década de 60 e consiste uma 

técnica de separação iônica67. Nesta técnica, as espécies iônicas são separadas 

com base em seus tamanhos e conformações, mais especificamente, em suas 

seções de choque transversais médias. 

O acoplamento da técnica de IM com MS (IMMS) alavancou sua utilização 

na análise de macromoléculas biológicas. IMS se baseia na separação de íons 

através de um gás por meio de um campo elétrico, sendo essa separação 

dependente da massa, carga e seção de choque do analito. A separação por 

seção de choque é extremamente interessante do ponto de vista de MS, uma vez 

que permite a diferenciação de isóbaros pela conformação que estes adquirem em 

fase gasosa. Existem dois tipos básicos de analisadores de mobilidade iônica, 

conhecidos como Drift Tube e Travelling Wave (TW), sendo que a diferença entre 

esses se baseia no modo como esses instrumentos separam os analitos de 

interesse68,69.70,71,72. Embora o uso de IMMS seja relativamente recente (quando 

comparado a HDX), grande sucesso já foi alcançado, principalmente com 

equipamentos não comerciais (homemade), em estudos de estrutura/conformação 

de peptídeos e proteínas73,74,75,76, estudos de enovelamento e desenovelamento 

de proteínas74, 77 , interações proteínaAproteína 78 , 79 , 80  e mudanças 

conformacionais81,82. 
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Nos últimos anos, duas outras técnicas de caracterização estrutural de 

proteínas e complexos protéicos baseadas em MS vem ganhando destaque. 

Conhecidas como Footprinting e Cross linking (ligação cruzada) essas técnicas se 

baseiam em modificações químicas (radicais hidroxila e agentes de ligação 

cruzada, respectivamente) nas cadeias laterais dos aminoácidos para determinar 

a estrutura espacial.   
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O termo footprinting refereAse, a ensaios que analisam mudanças 

estruturais macromoleculares através da determinação da acessibilidade do 

solvente a cadeia principal, bases ou cadeias laterais de macromoléculas, 

utilizando sua sensibilidade a agentes químicos, ou clivagem enzimática, ou 

modificação de reações 83 , 84 . A técnica de footprinting foi originalmente 

desenvolvida para a análise da ligação de uma proteína ao DNA, que previa a 

utilização de uma nuclease nãoAespecífica para clivar a cadeia principal do DNA, 

sendo os fragmentos analisados por eletroforese em gel 85,86. A canaleta do gel 

correspondente a amostra contendo DNA apresenta uma “pegada” (do termo 

inglês, footprinting), (referente à porção do DNA que interage com a proteína) e, 

conseqeentemente, não pode ser digerida pela enzima (Figura 2). Footprinting de 

DNA por meio de modificações químicas foi desenvolvido pouco tempo depois, 

onde a ligação da proteína com uma região do ácido nucléico impedia a marcação 

dessa região. 

 

 Experimento de footprinting de DNA visando a identificação das bases que 

interagem com a proteína85. 
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Em contraste com as mais diversas aplicações de métodos de footprinting 

para análise de ácidos nucléicos, footprinting de proteínas raramente era utilizado 

no estudo de interações proteínaAproteína ou proteínaAácido nucléico. Dois 

grandes obstáculos apareciam para realização de experimentos de footprinting em 

proteínas. (i) Proteínas são estruturadas tridimensionalmente, sendo que tal 

estrutura restringe severamente a acessibilidade das endoproteinases as 

proteínas. (ii) Ao contrário do que acontece com os ácidos nucléicos, somente 

alguns reagentes são conhecidos para modificar as proteínas no seu estado 

nativo, para que as clivagens dos polipetídeos, nos locais de modificação, possam 

ser feitas posteriormente.87 Devido a esses problemas, a utilização de footprinting 

para determinar a estrutura e mapear regiões da proteína que interagem com 

outras moléculas se deu a partir da década de 80,88 mas foi somente na década 

de 9087 que a utilização de reagentes químicos específicos para alguns resíduos 

associado à degradação de Edman foi utilizado para determinação de resíduos 

expostos em proteínas, fato esse que alavancou a utilização de diversos 

reagentes para a avaliação de vários resíduos.  

Embora a metodologia descrita acima tenha contribuído para a utilização da 

técnica de footprinting para mapear estruturas através da acessibilidade ao 

solvente, esta sofria de algumas limitações que dificultavam sua aplicação em 

muitos casos. Um dos principais problemas estava relacionado com a 

especificidade tanto das proteases quanto dos reagentes químicos utilizados, que 

limitavam significativamente o número de resíduos que poderiam ser modificados 

pela técnica. Para tentar contornar este problema Heyduk em 199489 propôs a 

utilização de radicais hidroxilas como reagente de clivagem da cadeia principal, 

sendo que a utilização deste tipo de reagente mostrava vários atrativos como: (i) 

radicais OH têm área de van der Waals e propriedades de solventes semelhantes 

aos de moléculas de água, isso torna os radicais ideais para uso como sondas de 

acessibilidade do solvente, (ii) são altamente reativos além de possuírem uma 

seletividade química bem compreendida e (iii) eles podem ser gerados de forma 

segura e conveniente, sob uma ampla gama de condições de solução89,90. 
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Radicais hidroxilas apresentam reatividade frente à cadeia lateral dos 

aminoácidos, levando a formação de produtos de modificação covalente91. Assim 

em 1999, o grupo do pesquisador Mark Chance propôs a utilização dessas 

espécies como sonda para determinação de acessibilidade ao solvente dos 

diferentes resíduos de uma proteína92. Nesse estudo, foi possível determinar que, 

controlandoAse as doses de radicais •OH, às quais as proteínas são submetidas, é 

possível obter somente a formação de produtos de modificação (ausência de 

clivagem da cadeia polipeptídica) uma vez que a reação de cadeias laterais dos 

aminoácidos com radicais hidroxilas ocorre a taxas de 10 a 1000 vezes mais 

rápidas do que a abstração do hidrogênio do carbono da cadeia.91,92,93 Assim, as 

cadeias laterais são preferíveis como sondas para o estudo da estrutura da 

proteína. 

Em decorrência desse trabalho, novos estudos foram realizados com o 

objetivo de determinar quais seriam os produtos da reação de oxidação para os 

aminoácidos, sendo que diversos produtos de oxidação foram propostos para 

resíduos alifáticos/aromáticos94, básicos101, ácidos102 e contendo enxofre95, bem 

como a ordem de reatividade intrínseca de cada aminoácido96, sendo que os 

detalhes referentes aos produtos de oxidação formados serão discutidos na seção 

1.3.2.  

São vários os métodos disponíveis para geração de radicais •OH em 

solução aquosa, como por exemplo, reagentes de Fenton 97 ,89, exposição à 

radiação δ98, radiólise da água por raiosAX síncrontron99,100,101,102 e fotólise de 

peróxido de hidrogênio utilizando radiação UV103,104 105,106. Cada um dos métodos 

citados anteriormente para de geração de radicais hidroxilas em solução 

apresentam suas vantagens e limitações, sendo que o método empregando 

radiação UV para fotólise de peróxido de hidrogênio tem ganhado bastante 

destaque nos últimos anos, devido a necessidade de uma instrumentação mais 

simples ( quando comparada ao método de radiólise da água) e curtos tempos de 

exposição da amostra a radiação para geração dos produtos de oxidação (quando 

comparado a métodos utilizando Fenton) e maior segurança em relação a raios γ. 
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Maiores detalhes sobre a fotólise de peróxido de hidrogênio utilizando radiação UV 

serão melhores discutidos na seção 1.3.1. 

O esquema do experimento de footprinting acoplado a MS com o intuito de 

determinar a estrutura de uma proteína, bem como, a superfície de interação 

proteína ligante pode ser observado na Figura 3. O experimento típico de 

footprinting consiste na exposição, tanto da proteína isolada quanto do complexo 

proteínaAligante, aos radicais hidroxilas por diferentes intervalos de tempo. As 

amostras são então digeridas e analisadas por MS. Análises do tipo LCAMS/MS 

permitem identificar os sítios de oxidação, enquanto análises de LCAMS são 

utilizadas para quantificar a oxidação. O próximo passo consiste na determinação 

da cinética de oxidação dos peptídeos e a comparação dos dados: aqueles 

peptídeos que se encontram na superfície de interação proteínaAligante ficam 

protegidos da reação com •OH e, portanto, tem sua cinética de oxidação diminuída 

em relação a amostra sem ligante. Métodos computacionais podem ser 

subseqüentemente utilizados para a construção de modelos tridimensionais do 

complexo107. O método de footprinting com geração de radicais por meio de fontes 

de radiação UV (empregando laser como fonte), tem permitido realizar estudos 

relacionados à estrutura de proteínas em solução 108  e o seu 

desenovelamento109,110 acompanhando a dinâmica desse processo em estudos 

resolvidos no tempo (dinâmica molecular). 
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 Esquema experimental de footprinting acoplado a MS para obtenção de dados 

estruturais de proteínas (adapatado da referência 100). 
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Embora várias aplicações do método já tenham sido relatadas na literatura, 

há algumas dificuldades experimentais que limitam um uso mais abrangente da 

técnica. A geração de radicais •OH requer, geralmente, ou uma instrumentação 

não usual (radiação síncrontron) ou tempo muito longo de exposição (Fenton). 

Além disso, a quantificação da oxidação ainda é uma dificuldade constante nesses 

experimentos. 

1.3.1 Geração de Radicais Hidroxilas em solução utilizando radiação 

UV 

A geração de radicais hidroxilas induzida por radiação UV em uma solução 

aquosa é obtida pela cisão homolítica da molécula de peróxido de hidrogênio 

gerando dois radicais hidroxila111 , 112 , 113 . Em contraste aos métodos utilizando 

radiólise da água, onde a energia é depositada na água, os resultados da fotólise 

são devido a absorção dos fótons pelas moléculas de H2O2 com  posterior 

clivagem, como pode ser observado na equação 1. 

 
 Fotólise do peróxido de hidrogênio 

 

O processo de fotólise do H2O2 tem sido amplamente utilizado em 

processos industriais, tais como tratamento de água, esterilização de 

equipamentos médicos, e aplicações de branqueamento. Mais recentemente, tem 

sido utilizada para estudos de footprinting em ácidos nucléicos114 e na oxidação da 

superfície da proteína. Em 2004, Sharp et al,  aplicaram esse método para 

analisar a acessibilidade ao solvente da superfície de duas proteínas, 

especificamente a lisozima e a βAlactoglobulina. As amostras contendo 15% (v/v) 

H2O2 foram irradiadas com uma lâmpada UV, e, em seguida, submetidas a 

digestão e análise por espectrometria de massas. As oxidações das cadeias 

laterais encontradas foram condizentes com a acessibilidade ao solvente desses 

resíduos. 
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Para reduzir o tempo de exposição e a concentração de H2O2 necessárias 

para a modificação de proteínas (resíduos exposto ao solvente), Aye e 

colaboradores desenvolveram um método utilizando um laser como fonte de 

irradiação para a fotólise do H2O2 para o mapeamento das superfícies de 

proteínas utilizando a espectrometria de massas115. 

Neste método, duas proteínas modelo, ubiquitina e apomioglobina, foram 

utilizadas adicionando H2O2 às soluções de cada proteína antes da irradiação com 

o laser. A amostra foi oxidada por radicais hidroxila gerados pela exposição a um 

laser de Nd:YAG (266 nm) realizando de 1A100 disparos. Imediatamente após a 

irradiação, as amostras foram congeladas em nitrogênio líquido com posterior 

liofilização sob vácuo para remover o H2O2 residual. As amostras de proteína 

foram então reconstituídas, digeridas por enzimas, e analisadas por 

espectrometria de massas para mapear os resíduos e aminoácidos oxidados. O 

resultado indicou que um único pulso do laser pode gerar extensas oxidações na 

superfície da proteína, e dados obtidos através de análises de massas utilizando 

LC AMS e LCAMS/MS. Além disso, foi observado que com 100 pulsos de laser, a 

ubiquitina foi oxidada em vários locais, com até 18 oxidações por proteína. (Figura 

4) 
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Espectros de FTAMS da ubiquitina e os seus homólogos oxidados com 10 

cargas após diferentes pulsos de laser (A) sem nenhum pulso de laser, (B) um pulso de 

laser, (C) 100 pulsos de laser115. 

 

Ao mesmo tempo, Hambly e Gross 105,106 também desenvolveram um 

sistema para fotólise de H2O2 utilizando um laser para oxidação dos resíduos das 

proteínas expostos ao solvente na escala de tempo de microsegundos. Neste 

trabalho, os autores utilizaram um laser de excimer KrF (17Ans) com 50 mJ de 

energia/pulso (em comparação com a 2 mJ/pulso usado por Aye) e operado em 

248 nm tentando minimizar a absorção da radiação pela proteína. Para este 

estudo, uma solução contendo apomioglobina foi utilizada com uma concentração 
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de 10 �mol LA1 em tampão fosfato 10 mmol LA1 pH 7,8 com 15 mmol LA1 de H2O2 

(0,04% (v/v)) na solução, sendo o H2O2 adicionado pouco antes da irradiação. 

Para passagem da amostra (50 �L) pelo laser foi utilizada uma bomba de seringa 

(seringa de 100 �L, fluxo 20 �L minA1) acoplada a um capilar de sílica fundida de 

100 �m de diâmetro interno sendo que o revestimento de poliimida foi removido 

(~2,5 cm) para obter uma janela transparente para passagem da radiação através 

da amostra (Figura 5). 

 

Laser
213 nm

A

B

Laser
213 nm

A

B

Laser
248 nm
Laser

213 nm

A

B

Laser
213 nm

A

B

Laser
248 nm

 

 Esquema do sistema utilizado para passagem da amostra através do laser 

utilizando capilar de sílica fundida116  

O tempo de reação e exposição de proteína de radicais foram ajustados 

pela adição de glutamina como um agente antioxidante. 
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1.3.2 Produtos de oxidação e Reatividade das cadeias laterais dos 

aminoácidos 

 

Em experimentos de footprinting, os radicais hidroxila formados em solução 

oxidam as cadeias laterais de aminoácidos alifáticos, por exemplo, Leu, Ile, Val e 

Ala, pela adição de um grupo hidroxila a cadeia lateral resultando em um 

incremento de massa de +16 Da (cetona/aldeído) ou a +14 Da quando da  

formação de uma carbonila. Essa modificação se dá mediante a abstração de um 

próton pelo radical, levando a formação de uma espécie radicalar na qual o elétron 

desemparelhado localizaAse no átomo de carbono. Após essa etapa, ocorre a 

reação com o O2 dissolvido 117  na água levando a formação de um radical 

peroxil118. 

Em relação aos resíduos básicos, todos os três resíduos são suscetíveis à 

oxidação em experimentos de footprinting. Estes resíduos, em especial Arg e Lys, 

são preferencialmente localizadas na superfície da proteína e são freqüentemente 

envolvidos nas interações de proteínas, fazendo com que estes resíduos tenham 

grande importância para o mapeamento de superfícies da proteína e para estudos 

de interação proteínaAligante. Como produtos de oxidação da arginina, são 

formados um produto primário com redução de massa característica de 43 Da e 

dois produtos com acréscimos de +14 e +16 Da (Figura 6). Para Histidina, uma 

mistura de produtos de oxidação é formada com diferenças de massa 

característica de A22, A23, A10, +5, e +16 Da por meio da abertura e da adição 

oxidativa do anel imidazol (Figura 6).119 A Lisina também é bastante suscetível à 

oxidação, sendo convertida para hidroxiAlisina ou carboxiAlisina, mas possui uma 

taxa de oxidação mais lenta do que histidina 119. 
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B

A

B

A

B

BBBB

Mecanismo oxidação da cadeia lateral da (A) arginina; (B) histidina.

 

Os resíduos aromáticos (fenilalannina, tirosina e triptofano), por sua vez, 

reagem por meio de abstração de um hidrogênio do anel, criando um sítio 

radicalar no carbono do anel; esse sítio sofre adição de O2, reagindo 

posteriormente como espécies alifáticas. A Figura 7 apresenta os produtos de 

oxidação propostos para o triptofano .
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Produtos de oxidação da cadeia lateral do triptofano. 

 

Já os resíduos de aminoácidos contendo enxofre na sua estrutura, Cys e 

Met, apresentam as cadeias laterais mais reativas dentre os aminoácidos120. Eles 

são valiosas sondas estruturais tanto pela sua reatividade como o de 

desempenhar papéis importantes na estrutura e funções de uma proteína.  

A Cisteína é importante para a atividade catalítica de muitas enzimas121  e é 

o segundo resíduo mais conservado na estrutura primária de proteínas homólogas 

após Trp.123  Pontes dissulfeto são também muito importantes na estrutura da 

proteína, e existe uma visão clássica de que elas foram adicionadas durante a 

evolução para fins de estabilidade. Metionina, um resíduo hidrofóbico contendo 

enxofre na cadeia lateral, em geral, prefere estar protegida em núcleos de 

proteínas hidrofóbicas. Tanto Cys como Met apresentam uma alta reatividade com 

radicais hidroxila124 e ambos são facilmente oxidados em muitas proteínas. Um 

resumo com todos os produtos de oxidação propostos e conhecidos até o 

momento pode ser observado na Tabela 1. 
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 Produtos primários e mudanças em massa correspondente de várias 

cadeias laterais de aminoácidos lado quando submetidos ao experimento de 

footprinting 

 

Cisteína Ácido sulfônico (+48), ácido sulfínico (+32), hidroxi (A16) 

Cistina Ácido sulfônico (+48), Ácido sulfínico (+32) 

Metionina Sulfoxido (+16), aldeído (A32), sulfona (+32) 

Triptofano Hidroxi (+16, +32, +48), abertura do anel pirrolidina (+32) 

Tirosina Hidroxi (+16, +32) 

Fenilalanina Hidroxi (+16, +32) 

Histidina Oxo (+16), abertura anel pirrolidina (A22, A10, +5) 

Leucina Hidroxi (+16), carbonil (+14) 

Isoleucina Hidroxi (+16), carbonil (+14) 

Valina Hidroxi (+16), carbonil (+14) 

Prolina Hidroxi (+16), carbonil (+14) 

Arginina Deguanidinação (A43), hidroxi (+16), carbonil (+14) 

Lisina Hidroxi (+16), carbonil (+14) 

Ácido Gultâmico Descarboxilação (A30), hidroxi (+16), carbonil (+14) 

Glutamina Hidroxi (+16), carbonil (+14) 

Ácido Aspártico Descarboxilação (A30), hidroxi (+16) 

Asparagina  Hidroxi (+16) 

Serina Hidroxi (+16), A2 (+16 e perda H2O) 

Treonina Hidroxi (+16), A2 (+16 e perda H2O) 

Alanina Hidroxi (+16) 
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Após a determinação das possíveis espécies obtidas, quando da oxidação 

de proteínas por radicais hidroxila, o grupo do pesquisador Mark Chance avaliou 

as taxas de oxidação relativa, juntamente com a facilidade de detecção dessas 

espécies por MS, para determinar quais resíduos seriam sondas úteis nesses 

experimentos95. 

Os dados obtidos utilizando soluções diluídas de aminoácidos (jmol LA1) e 

tempos de exposição da ordem de milisegundos estavam de acordo com o 

estabelecido anteriormente, onde a ordem de reatividade dos aminoácidos varia 

da seguinte forma: contendo S > aromáticos > básicos > alifáticos ~ ácidos. Em 

virtude desse fato, Gly, Asn, Asp e Ala foram descartados como sondas devido à 

sua baixa reatividade (Figura 8). Por outro lado, Ser e Thr também foram 

descartadas como sondas nesses experimentos, em virtude da dificuldade de 

detecção dos produtos de oxidação por MS. Isso ocorre porque após a adição de 

O2 ao carbono próximo a hidroxila da cadeia lateral desses resíduos, pode haver a 

liberação do radical •OOH, gerando um produto cuja diferença de massa com o 

precursor é de somente 2 Da96.  
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 – (A) Área superficial exposta ao solvente para os 20 aminoácidos em 

proteínas depositadas no Protein Data Bank (PDB). (B) Cinética de reação dos 

aminoácidos frente ao radical hidroxila, freqüência de cada aminoácido em proteínas, 
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fração na qual esses aminoácidos apresentam área superficial exposta (SEA) maior que 

30 A2 e o produto entre a freqüência dos aminoácidos em proteínas e a SEA95,96. 

 Baseados nos dados obtidos anteriormente foi proposto o diagrama 

apresentado na Figura 3 para a obtenção de dados estruturais de complexos 

protéicos por experimentos de footprinting. 

 

1.3.3 Quantificação da Taxa de oxidação  

Para se realizar a quantificação de oxidação em experimentos de 

footprinting, após a proteína ser submetida a diferentes intervalos de tempos de 

irradiação, as amostras são digeridas e analisadas por LCAMS. A proteólise 

geralmente é feita individualmente, com um conjunto de proteases específicas, 

tais como tripsina, AspAN, ou GluAC, a fim de maximizar a cobertura da sequência. 

A cobertura completa de proteínas grandes usando o MS não é fácil. No entanto, 

80% de cobertura ou mais é geralmente possível. 

Os peptídeos obtidos após a proteólise são analisados por LCAMS (Figura 

9) Para separação é utilizada a cromatografia líquida de fase reversa que separa 

os peptídeos oxidados das espécies não oxidadas. Os peptídeos modificados são 

geralmente eluídos antes dos peptídeos não modificados pela simples adição de 

um álcool ou uma cetona na sua estrutura proveniente da etapa de oxidação. Para 

a identificação de todos os peptídeos, modificados e nãoAmodificados, são 

realizadas análises de MS/MS. A abundância de cada peptídeo é calculada a 

partir do cromatograma da corrente iônica (área do pico).  

De posse dos valores das áreas dos picos cromatográficos dos peptídeos, a 

taxa de oxidação de peptídeos e determinada por meio da construção de uma 

curva tipo doseAresposta. Essa curva é construída sendo que para cada intervalo 

de tempo de exposição à radiação, a fração de peptídeo nãoAmodificado é 

calculada dividindoAse a área do pico cromatográfico do peptídeo nãoAmodificado 

pela soma das áreas do peptídeo modificado e não modificado. Esses valores são 

ajustados para uma reta, considerando cinética de pseudoAprimeira ordem de 

oxidação (Figura 9)90. 
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 Coleta de dados e análise de dados após experimento de footprinting 90.

(A) Peptídeos são separados por cromatografia líquida e introduzidos em um analisador de massa. Os 

cromatogramas de íons selecionados (SIC) são construídos para cada íon (com massa especial) em função 

do tempo de retenção. Ao monitorar a massa e o tempo, sabemos qual espécie aparece em que momento da 

corrida. Ao integrar áreas de pico na SIC, podemos calcular a abundância de íons total indicados. (B) As 

determinações das taxas de alteração são realizadas através do cálculo da "perda de peptídeo intacto", a fim 

de maximizar o interrogatório de material intacto. 

 

A grande limitação dessa metodologia consiste na determinação da 

quantidade de peptídeo modificado. Em todos os trabalhos descritos, consideraAse 

como produto de oxidação peptídeos que apresentam diferença de massa +14 ou 

+16 Da em relação ao precursor, visto que essa é razoavelmente comum para 

aminoácidos alifáticos. Ocorre que a reatividade dos resíduos em experimentos de 

footprinting é dependente de dois parâmetros: reatividade intrínseca e grau de 

A 

B 
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exposição ao solvente. Desse modo, considerando uma contribuição igual para 

esses dois parâmetros, os resíduos mais suscetíveis a oxidação seriam na ordem: 

lisina, ácido glutâmico, serina, ácido aspártico e treonina. É interessante notar que 

para a maioria  dos aminoácidos, os produtos de oxidação +14 e +16 Da são 

minoritários ou até mesmo inexistentes. Além disso, em muitos casos pode ocorrer 

em um determinado peptídeo de haver mais de um aminoácido exposto/protegido, 

e, portanto passível de oxidação. Isso deve ser extremamente comum uma vez 

que a interação entre proteínas não ocorre via contato entre alguns poucos 

aminoácidos, mas, sim, entre superfícies, englobando vários resíduos contidos em 

vários peptídeos126. Finalmente, essa abordagem não considera a possibilidade de 

formação de outros produtos de oxidação ainda não descritos na literatura. Desse 

modo, considerar somente essas modificações no cálculo da cinética de oxidação 

em muitos casos acarretaria em subestimar tais taxas. 

 

A técnica de ligação cruzada aplicada a sistemas biológicos apresenta um 

recente crescimento dentro de estudos de modificação química de proteínas.127 A 

história de modificações químicas remonta à década de 20 quando se provou que 

enzimas eram proteínas128. Nesta fase inicial, a técnica foi utilizada principalmente 

para identificar os aminoácidos responsáveis por sua atividade catalítica. Devido à 

falta de instrumentação e métodos de análise, o progresso no desenvolvimento de 

novos procedimentos e reagentes foi inicialmente lenta. As primeiras revisões 

sobre o assunto foram publicadas em 1947 129 , 130 . Desde então, a aplicação 

utilizando modificação química tem crescido exponencialmente de mãos dadas 

com o desenvolvimento de técnicas de análise bioquímicas.  

 A ligação cruzada é uma modificação química onde as cadeias laterais de 

dois aminoácidos na superfície da proteína que estejam espacialmente próximas 

são ligadas covalentemente através de um agente de ligação cruzada (ALC). Os 

ALC’s são, em geral, reagentes bifuncionais, ou seja, contém dois grupos reativos 

frente a cadeias laterais presentes na proteína separados por um conjunto de 



 
 

27 

átomos conhecido como cadeia espaçadora. Eles podem ser classificados como 

homobifuncionais ou heterobifuncionais, dependendo do fato dos grupos reativos 

serem iguais ou diferentes. Há ainda uma terceira classe, conhecida como zero 

lenght, que são reagentes que mediam a formação de ligações covalentes sem 

adição de átomos extrínsecos a proteínas (não contém a cadeia espaçadora). A 

escolha do reagente ideal é dependente do experimento e da informação 

desejada, dependendo de inúmeros fatores tais como (in)especificidade dos 

grupos reativos, solubilidade, tamanho e geometria dos reagentes e presença de 

grupos que auxiliem na detecção das moléculas ligadas131,132,133.  

Um dos itens mais importantes nessa escolha consiste na natureza dos 

grupos reativos, visto que são eles que definem a especificidade das ligações 

formadas. Dentre os agentes de ligação cruzada disponíveis atualmente, os de 

maior destaque são aqueles reativos frente a aminas primárias. Isso se deve 

principalmente a alta ocorrência de grupos aminos (resíduos de lisina e o NA

terminal da proteína). Os derivados da NAhidroxisuccinimida (NHS) (Figura 10) são 

os ALC’s mais utilizados atualmente, devido aos rendimentos relativamente altos 

das reações e, principalmente, à facilidade de sua obtenção 134 . Outro fator 

importante na escolha do ALC  é a cadeia espaçadora, visto que além de 

determinar a distância entre os grupos unidos e, portanto, fornecer as informações 

estruturais desejadas, ela também afeta algumas das propriedades físicoA

químicas, como a solubilidade em água e o grau de penetração da molécula em 

diferentes ambientes. 
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 Série dos Agentes de Ligação Cruzada baseados em ésteres da NHS 

empregados nesse estudo das cadeias espaçadoras. 

 

O experimento típico de ligação cruzada e MS visando à obtenção de dados 

estruturais de proteínas e seus complexos podem ser visualizado na Figura 11135. 

Após a reação, diferentes tipos de produtos podem ser formados (Figura 12): i) 

dead end, onde somente um dos grupos reativos reagiu com a proteína, enquanto 

o outro sofreu hidrólise; ii) intramolecular, onde os dois resíduos de aminoácidos 

ligados encontramAse na mesma cadeia polipeptídica; e iii) intermolecular, onde os 

resíduos ligados encontramAse em cadeias distintas. Os produtos de interesse são 

separados  tanto por HPLC quanto por SDSAPAGE e digeridos com uma enzima. 

A espécie deadAend é formada, em vista da alta labilidade do grupo NHS, 

tornando os ALC suscetíveis à hidrólise, que compete com a formação da ligação 

amida com resíduos de lisina e o grupo aminoAterminal.  
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 Esquema experimental da utilização de ligação cruzada associada a MS 

visando à obtenção de dados estruturais de proteínas . 
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 Produtos formados após a reação entre ALC e a proteína ou complexo 

protéico. 

Os peptídeos resultantes são então analisados por MS, sendo que a partir 

dessa etapa as análises realizadas são dependentes do tipo de informação 

desejada: podeAse simplesmente identificar as proteínas contidas no complexo até 

a identificação exata de quais os peptídeos estão ligados entre si, o que permite 

definir a topologia do complexo bem como montar mapas de ligação entre as 

proteínas. 

Essa abordagem tem sido utilizada nos últimos anos visando a obtenção de 

dados estruturais como determinação do tipo de enovelamento de 

proteínas136,137,138, identificação de parceiros de interação139,140,141, monitoramento 

de mudanças conformacionais mediante interação com ligante 142 , 143 , 144 , 

determinação de superfície de interações em complexos protéicos145,146,147,148 e na 

determinação de sítios de acessibilidade ao solvente149,150,151.  

 Apesar dos avanços desta técnica, vários aspectos fundamentais a cerca 

da reatividade desses ALC´s frente às cadeias laterais dos aminoácidos ainda são 

desconhecidos, uma vez que as propriedades químicas da cadeia lateral dos 
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aminoácidos podem ser influenciadas por resíduos nas proximidades com a qual 

ele interage. Alguns estudos com certos ésteres de NHS homobifuncionais 

revelaram reações colaterais inesperadas. Swaim e colaboradores152 encontraram 

vários produtos de reação durante o seu estudo sobre a proteína αAcristalina com 

ALC clivável 3,3Aditiobis [sulfosuccinimidilpropionato] (DTSSP). Neste trabalho os 

autores descobriram modificações em cadeias laterais de serina e tirosina em 

alguns dos peptídeos modelo investigado. Na verdade, essas diferenças na 

reatividade podem ser utilizadas para avaliar o microambiente do resíduo. A fim de 

compreender os princípios que governam a reatividade de uma proteína frente aos 

ALC’s, é necessário considerar as propriedades gerais das cadeias laterais dos 

aminoácidos

 1.5.1 Reatividade das cadeias laterais dos aminoácidos 

 

Em uma análise final, a reatividade química das proteínas depende das 

cadeias laterais dos aminoácidos de sua composição, bem como dos resíduos 

presentes com grupo amino e carboxila livre do NA e CAterminal, respectivamente. 

Estudos de modificação química revelaram que apenas algumas das cadeias 

laterais de aminoácidos são realmente reativas.153 Dos vinte aminoácidos, os que 

possuem cadeias laterais alifáticas hidrofóbicas são, para todos os propósitos, 

quimicamente inertes. Apenas dez das cadeias laterais hidrofílicas são 

quimicamente ativas: arginina com o grupo guanidil, ácido aspártico e glutâmico 

com grupo carboxílico, cisteína pela presença do grupo tiol, histidina com anel 

imidazol, lisina com seu grupo amina, a metionina com tioAéter, o triptofano com 

grupo indol,  tirosina com grupo fenólico e serina e treonina com grupo hidroxila 

(Tabela 2).131 
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Valores de pKa dos grupos reativos das proteínas 
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1.5.2 Efeitos do pH na nucleofilicidade dos grupos das cadeias laterais 

dos aminoácidos 

Como a protonação diminui a nucleofilicidade de uma espécie, o pH do 

meio afeta a velocidade de muitas reações nucleofílica. A relação entre a 

protonação e o pH depende do pKa do nucleófilo (Tabela 2). 

Assim, a um valor de pH fixo, o grupo mais reativo é geralmente aquele 

com o menor pKa. Devido a essas diferenças nos valores de pKa, o grau de 

protonação dos grupos das cadeias laterais dos aminoácidos em um determinado 

valor de pH fornece uma base para a modificação diferencial. Como 

conseqüência, fica comprovada que a mudança do pH também fornece um meio 

para controlar o curso de uma reação química. 
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O objetivo geral deste projeto consiste no desenvolvimento, melhorias e 

otimização dos métodos de footprinting e ligação cruzada empregando à 

espectrometria de massas para o estudo estrutural de proteínas. 

 

Em footprinting, os objetivos específicos deste  trabalho são: 

 

1) Desenvolvimento de fontes alternativas de radiação UV para geração de 

radicais •OH a partir da fotólise do H2O2 ; 

 

2) Desenvolvimento de um novo método de quantificação de peptídeos oxidados 

mais apropriada. 

 

 Em relação à técnica de ligação cruzada, os objetivos específicos foram: 

 

1)  Estudo de reatividade de ALC´s com relação à especificidade dos ALC’s frente 

às diferentes cadeias laterais dos aminoácidos  

 

2) Estudos envolvendo à cinética da reação entre os ALC’s com proteínas e da 

reação competitiva de hidrólise 
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3.1.1 Materiais 

Mioglobina e Citocromo C de coração de cavalo (Sigma) e LAmetionina 

(SigmaAAldrich, St. Louis, MO, USA) foram utilizadas. Peróxido de Hidrogênio 

(30% Merck Darmstadt, Germany). Acetronitrila e metanol grau HPLC Tedia 

(Cincinnati, OH, USA). A água utilizada foi purificada/deionizada pelo sistema MilliA

Q (Millipore). Cartuchos de SPE Oasis HLB (1 cc tamanho, tamanho de partícula 

de 30 �m, tamanho do poro 80 Å2 A Waters, Milford, MA, USA). 

 

3.1.2 Preparação das amostras para radiação UV empregando 

lâmpada de vapor de mercúrio 

As proteínas Mioglobina e Citocromo C foram dissolvidas em tampão 

fosfato 50 mmol LA1 pH 7,0 para um volume final de 1 ml e concentração de 40 

�mol LA1. O H2O2 foi adicionado à amostra para uma concentração final de 1,0% 

(v/v) (~0,4 mol LA1) pouco antes de radiação UV. As proteínas foram então 

oxidadas com radicais •OH, gerados pela exposição da solução a uma fonte de 

radiação, que consistiu de uma lâmpada de vapor de mercúrio de 250 W e 400 W 

(PHilips HPLAN com o bulbo externo removido) e um shutter para controlar tempos 

de exposição ( 22A8411 Ealing Electronic Shutter, Ilex óptica). Um porção de 100 

�L da amostra foi colocada em um microtubo que foi posicionado verticalmente em 

relação à lâmpada UV, e sua abertura foi devidamente alinhada com a lâmpada. 

Imediatamente após a irradiação, a reação de oxidação foi cessada pela adição de 

LAmetionina (concentração final de 120 mmol LA1) e a solução foi imediatamente 
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transferida para um cartucho de SPE Oasis HLB, para remover o excesso de 

peróxido de hidrogênio não reagido e LAmetionina. Na sequência de carregamento 

das amostras, as proteínas oxidadas foram dessalinizadas com 2 mL de H2O 

(ácido fórmico 0,1% (v/v)), seguida por eluição com 1 ml em metanol (ácido 

fórmico 0,1% (v/v)) e o solvente foi evaporado em sistema SpeedVac.  

 

3.1.2 Preparação das amostras empregando laser como fonte de 

radiação 

A Mioglobina foi dissolvida em tampão fosfato de sódio 50 mmol LA1 pH 7,0 

para um volume final de 1 ml e concentração de 10 �mol LA1. O H2O2 foi 

adicionado à amostra para uma concentração final de 0,05% (v/v) (~0,05 mols LA1) 

pouco antes de radiação UV. As proteínas foram então oxidadas com radicais 
•OH, gerados pela exposição da solução a uma fonte de radiação, que consistiu de 

um laser de Nd:YAG (UPA213 – New Wave Research) com comprimento de onda 

de 213 nm utilizando uma fenda de abertura de 110 �m,  uma potência de 1% (v/v) 

e uma frequência de 20 Hz. Para passagem da amostra de mioglobina (20 �L) 

pelo laser, foi utilizado um capilar de sílica fundida (seção 4.3) sendo que na 

porção do capilar onde ouve a incidência do laser, o revestimento de poliimida foi 

removido, deixando então uma parte translúcida. Diferentemente de quando a 

amostra foi irradiada pela lâmpada, à solução de mioglobina foi adicionada LA

metionina (120 mmol LA1) antes da passagem da amostra pelo laser. Isso é devido 

ao auto rendimento na produção de radicais hidroxila durante o processo de 

radiação quando comprado com a utilização da lâmpada de mercúrio. 

Após a passagem da amostras pelo laser, a solução foi imediatamente 

transferida para um cartucho de SPE Oasis HLB, para remover o excesso de 

peróxido de hidrogênio não reagido e LAmetionina. Na sequência de carregamento 

das amostras, as proteínas oxidadas foram dessalinizadas com 2 mL de H2O 

(ácido fórmico 0,1% (v/v)), seguida por eluição com 1 ml de metanol (ácido fórmico 

0,1% (v/v)). Após o processo de oxidação, a solução de proteína foi purificada 
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utilizando cartucho Oasis HLB (Waters Co.) e o solvente foi evaporado em sistema 

SpeedVac. 

 

3.1.3 Experimento de Dicroísmo Circular (CD) 

Análises de Dicroísmo Circular (190A260 nm) da solução de mioglobina (20 

�mol LA1) foram realizados em um espectropolarimetro JASCO JA810, utilizando 

cubetas de quartzo com caminho ótico de 1 milímetro de comprimento. Uma taxa 

de varredura de 100 nm minA1, uma constante de tempo de um segundo, e uma 

largura de banda de 1,0 nm, foram usadas. Os espectros foram medidos a 25 ± 

0,2ºC, com uma resolução de 0,5 nm e 5 scans em média por espectro. As 

amostras foram analisadas em tampão fosfato 50 mmol LA1 pH 7,0. O valor de 

absorção causado apenas pelo tampão foi subtraído do espectro final. 

 

3.1.3 Digestão das proteínas utilizando tripsina 

Alíquotas de 10 �L de amostras das proteínas oxidadas foram diluídas em 

Tampão bicarbonato de amônio 100 mmol LA1 pH 8,0. A Tripsina (Promega, 

Madison, WI) foi então adicionada em uma razão 50:1 (m/m) proteína/enzima. A 

solução foi incubada por 16 h a 37°C em um sistema Thermomixer (Eppendorf). A 

digestão foi interrompida pelo congelamento das amostras, que foram mantidos a A

20°C antes da análise por LCAMS e LCAMS/MS.

 

3.1.4 Análise de LC MS das proteínas oxidadas intactas 

Análises de LCAMS com soluções de mioglobina e citocromo C de coração 

de cavalo (Sigma) foram realizadas em um nanoAcquity Waters UPLC acoplado a 

um espectrômetro de massa Waters SYNAPT HDMS (geometria QATOF). O 

sistema UPLC foi equipado com uma coluna de dessanilização Waters Symmetry 
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C18 (20 mm х 180 id jm; 5 �m de tamanho de partícula), seguido por uma coluna 

analítica C18 Waters BEH130 (100 mm х 100 id jm; 1,7�m de tamanho de 

partícula). As amostras injetadas foram dessalinizadas na coluna trap por 3 min, 

com fluxo de 5 jL minA1 de 97:3 H2O/MeCN com 0,1% (v/v) de ácido fórmico, em 

seguida, a eluição da proteína da coluna trap foi realizada direcionando da mesma 

para a coluna analítica BEH130 C18 (Waters) utilizando fluxo de 1,0 jL minA1 com 

gradiente de 97:3 para 30:70% H2O/MeCN, com 0,1% (v/v) de ácido fórmico para 

um tempo total de análise de 15 min. Os dados espectrais foram processados por 

deconvolução com o algoritmo (MaxEnt1) fornecido pelo software MassLynx v.4.1 

que acompanha o equipamento. 

 

3.1.5 Análises por LC MS/MS dos peptídeos tripticos gerados após a 

digestão das proteínas. 

 Para análise dos peptídeos tripticos gerados após a digestão das proteínas, 

foi utilizado o mesmo sistema e com condições idênticas às de LCAMS de 

proteínas não digeridas, exceto que o H2O/MeCN 97:3 a 30:70% (0,1% (v/v) de 

ácido fórmico gradiente) foi feito durante 60 min. Após LCAMS/MS, arquivos RAW 

corre dados foram processados utilizando ProteinLynx Global Server versão 2.2 

(Waters) e analisados utilizando o motor de busca versão 2,2 MASCOT (Matrix 

Science Ltd.) e ByOnic.

3.1.6 Quantificação Label Free da Cinética de Oxidação 

Visando quantificar as taxas de oxidação pelo método label free, 10 uL de 

Mioglobina e Citocromo C de coração de cavalo (Sigma) em tampão fosfato 50 

mmol LA1 pH 7,0 foram irradiados, utilizando lâmpada de Hg como fonte de 

irradiação, pelos seguintes intervalos de tempo (em triplicata): 4, 10, 30 e 60 s. 

Após isso, adicionouAse metionina em concentração final de 120 mmol LA1 e 

tripsina (1:50 m/m) e a digestão enzimática foi conduzida por 16 h a 37º C. Os 
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peptídeos resultantes foram injetados no equipamento QATof Synapt HDMS 

(Waters Co.) acoplado online ao cromatógrafo nanoAcquity UPLC (Waters Co.). 3 

jL de amostra foi injetada e os peptídeos foram dessalinizados na coluna trap 

Symmetry C18 (Waters Co.) por 5 min. Após esse período, os peptídeos foram 

direcionados para a coluna BEH130 C18 (Waters Co.), onde foi feito um gradiente 

(60 min) de água/0.1% (v/v) ácido fórmico (Sol. A) e ACN/0.1% (v/v) ácido fórmico 

(Sol.B), fluxo de 1.0 jL minA1, com o seguinte perfil: 90% → 70% A de 0 a 35 min; 

70% → 50% de 35 a 45 min; 50% até 50 min; 50% → 90% de 50 a 55 min. 

Primeiramente, realizouAse uma análise de LCAMS/MS, com o objetivo de 

identificar os peptídeos gerados pela digestão da proteína. Para isso, foi realizada 

uma análise do tipo DDA (Data Dependent Analysis), onde a cada segundo o 

equipamento adquire um espectro de MS. No caso da presença de espécies 

multicarregadas, as 3 mais intensas são fragmentadas na câmera de colisão 

(energia de colisão definida pela m/z e carga do precursor). Os dados foram 

posteriormente processados no software ProteinLynx (Waters Co.) e a busca no 

banco de dados foi realizada no programa Mascot (Matrix Science), com os 

seguintes parâmetros: Swissprot (banco de dados), 0.1 Da (erro nos modos MS e 

MS/MS), trispina (protease), permitindo peptídeos com 1 sítio de clivagem nãoA

digerido e oxidação de metionina (modificação variável). 

Uma vez que os peptídeos gerados pela digestão foram identificados, as 

triplicatas das amostras com diferentes tempos de irradiação foram submetidas as 

análises de LCAMS para quantificação, utilizandoAse o mesmo gradiente descrito 

anteriormente. Após as corridas, extraiuAse a corrente iônica para cada um dos 

peptídeos identificados anteriormente e a área do pico cromatográfico 

correspondente foi integrada no programa MassLynx (Waters Co.). Os valores das 

áreas dos picos cromatográficos foram utilizados para construir uma curva de 

intensidade do peptídeo em função do tempo, da qual foi extraída a constante de 

velocidade de oxidação para cada um dos peptídeos. 

Para a determinação dos sítios de oxidação foi utilizado dois diferentes 

softwares. O primeiro, ByOnic (PARC – Palo Alto Research Center), foi 

desenvolvido por Bern et, al.157 sendo gentilmente cedido mediante comunicações 
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pessoais. O outro, MASCOT (Matrix Science – UK) é distribuído comercialmente 

sendo adquirido pelo laboratório para seu uso. Para o MASCOT, as modificações 

correspondentes a oxidação de aminoácidos (+16 Da, +14 Da, A22 Da, etc) foram 

criadas e selecionadas como tipos de modificações variáveis. ByOnic é o software 

especialmente concebido para lidar com o grande número de modificações de 

aminoácidos associados a oxidação por radical hidroxila. Ele combina o 

sequênciamento de novo e pesquisa de dados para coincidir com o peptídeo 

fragmentos de uma seqüência fornecida pelo usuário.157 Também inclui três 

características não encontradas na maioria dos programas de pesquisa de banco 

de dados que o tornam especialmente adequado para identificar múltiplas 

modificações em peptídeos. Primeiro, ele recalibra o espectro obtido (m/z) com 

base em medições de picos bem identificados de uma passagem inicial através 

dos dados. Em segundo lugar, para melhorar a eficiência, cada tipo de 

modificação tem um limite definido pelo usuário sobre o número de ocorrências 

por peptídeos, e, terceiro, os resultados são verificados duas vezes com uma 

função conhecida como "wild card"; este tipo de pesquisa permite que qualquer 

tipo alteração seja procurada, dentro dos limites de massa estabelecidos pelo 

usuário, para qualquer resíduo em cada peptídeo identificado. 157 O “wild card” 

pode ser ativado junto com qualquer outro conjunto de modificações, e muitas 

vezes encontra artefatos químicos imprevistos como sodiação, alquilação,  

carbamidometilação do NAterminal157. Em experimentos de footprinting, o 

programa procura por cerca de 50 modificações de oxidação diferentes. Em 

ambos os programas as buscas foram realizadas no banco de dados SwissProt 

considerando 0.1 Da (erro nos modos MS e MS/MS), tripsina (protease), 

permitindo peptídeos com 1 sítio de clivagem nãoAdigerido e oxidação de 

metionina (modificação variável). 
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3.2.1 Estudo da reatividade do agente de ligação cruzada (DSS) frente 

a diferentes aminoácidos nucleofílicos 

Para o estudo da reatividade do agente de ligação cruzada (DSS) frente às 

diferentes cadeias laterais dos aminoácidos nucleofílicos, foram sintetizados 

(Proteimax, SP) 5 peptídeos específicos apresentando as seguintes sequências: 

P1) AcARAKGAEFAVKAGVR, P2) AcAARAKGAEFAVYAGVR, P3) AcA

ARAKGAEFAVCAGVR P4) AcAARAKGAEFAVHAGVR e P5) AcA

ARAKGAEFAVSAGVR. A sequência dos peptídeos foi mantida sempre a mesma, 

buscando apenas modificar o resíduo nucleofílico entre eles. O NAterminal de cada 

peptídeo foi acetilado, para que o grupo –NH2 do NAterminal não reagisse com o 

ALC utilizado (DSS). 

Para os ensaios de reatividade foram utilizadas concentrações de peptídeos 

de 40 �mol LA1 em soluções fosfato de sódio 50 mmol LA1 em 9 diferentes valores 

de pH: 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 8,5 e 9,0. Nas soluções de peptídeos foi 

adicionado o reagente de ligação cruzada (DSS A suberato de disuccinimidila) num 

excesso molar de 50x em relação à concentração de peptídeo. Essas amostras 

foram incubadas à temperatura ambiente por cerca de 2 h e a reação foi finalizada 

adicionandoAse solução tampão TrisAHCl 1 mol LA1 pH 7,2 (concentração final de 

50 mmol LA1). Essa reação foi, então, novamente incubada por 15 min. Após a 

reação as amostras foram percoladas por cartuchos de SPE OASIS HLB (Waters, 

Milford, MA, USA) para eliminar resíduos de DSS bem com de TrisAHCl. 
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3.2.2 Análise dos produtos formados da reação entre agente de 

ligação cruzada DSS e peptídeos 

As análises foram realizados por MALDIAMS, e as amostras foram 

ressuspensas em 1 mL de solução aquosa contendo 50% ACN e 0.1% (v/v) (v/v) 

TFA. A amostra foi preparada pelo método dried droplet, utilizandoAse como matriz 

a α cianoA4AhidróxiAcinâmico (10 mg mLA1, na mesma solução do peptídeo). Os 

espectros foram adquiridos no equipamento QATof Premier (Waters Co.), que 

opera com um laser de estado sólido de 200 Hz. Os parâmetros de análise foram 

250 a.u. (energia do laser), 10 V (sample plate) e 2200 V (MCP).  

3.2.3 Estudo da reatividade do agente de ligação cruzada DSS 

utilizando a proteína Thimet oligopeptidase (EC3.4.24.15; EP24.15) 

Após a reação, a proteína foi submetida à digestão com tripsina (razão 

tripsina/peptídeo 1:50 em massa) em tampão bicarbonato de amônio 100 mmol LA1 

pH 8,0 e a digestão enzimática foi conduzida por 16 horas a 37º C. Os peptídeos 

resultantes foram injetados no equipamento Synapt HDMS QATof (Waters Co.) 

acoplado onAline ao cromatógrafo nanoAcquity UPLC (Waters Co.). 1 jL de 

amostra foi injetado e os peptídeos foram dessalinizados na coluna Symmetry C18 

(Waters Co.) por 5 min. Após esse período, os peptídeos foram direcionados para 

a coluna BEH130 C18 (Waters Co.), onde foi feito um gradiente (60 min) de 

água/0.1% (v/v) ácido fórmico (Sol. A) e ACN/0.1% (v/v) ácido fórmico (Sol.B), 

fluxo de 1.0 jL minA1, com o seguinte perfil: 90% → 70% A de 0 a 35 min; 70% → 

50% de 35 a 45 min; 50% até 50 min; 50% → 90% de 50 a 55 min. 

 Os espectros de massa (.raw) foram processados utilizando o programa 

Proteinlynx (Waters Co.), onde foi feita a deconvolução, desiotopização e correção 

dos sinais utilizando o ácido fosfórico como referência. Os espectros corrigidos 

foram salvos no formato .pkl. Esses arquivos foram carregados no programa 
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Mascot (Matrix Science) para a confirmação da identidade da proteína e 

determinação da sequência primária utilizando o banco de dados MSDB.

3.2.4 Cinética de reação e de hidrólise do agente de ligação cruzada 

(DSS) em soluções com diferentes valores de pH. 

Para estudo da cinética de reação com o agente de ligação cruzada (DSS), 

uma solução de mioglobina 10 �mol LA1 foi preparada em solução fosfato de sódio 

50 mmol LA1 em 3 diferentes valores de pH: 5,5, 7.0 e 8,5. A essa solução foi 

adicionado um excesso de 10X do ALC em relação a proteína. O tempo total de 

reação foi de 120 min, sendo que a cada 5 min uma alíquota de 3 �L da reação 

era retirada e diluída em 30 �L de H2O para análise. Para cessar a reação na 

alíquota retirada era adicionada à solução ácido fórmico (concentrado) para que o 

valor de pH da solução ficasse perto de 2.0. As amostras foram analisadas 

utilizando um equipamento nanoAcquity Waters UPLC conectado a um 

espectrômetro de massa Waters SYNAPT HDMS (geometria QATOF). O sistema 

UPLC foi equipado com uma coluna de dessanilização (trap) Waters Symmetry 

C18 (20 mm х 180 id jm; 5 �m de tamanho de partícula), seguido por uma coluna 

analítica C18 Waters BEH130 (100 mm х 100 id jm; 1,7�m de tamanho de 

partícula). As amostras injetadas foram dessanilizadas na coluna trap por 3 min, 

com fluxo de 5 jL minA1 de 97:3 H2O/MeCN com 0,1% (v/v) de ácido fórmico, em 

seguida, a eluição da proteína da coluna trap foi realizada direcionando da mesma 

para a coluna analítica BEH130 C18 (Waters) utilizando fluxo de 1,0 jL minA1 com 

gradiente de 97:3 para 30:70% H2O/MeCN, com 0,1% (v/v) de ácido fórmico para 

um tempo total de análise de 15 min. Os dados espectrais foram processados por 

deconvolução com o algoritmo (MaxEnt1) fornecido pelo software MassLynx v.4.1 

que acompanha o equipamento e as espécies geradas identificadas manualmente. 

Já para os estudos de hidrólise, uma solução de 1mg LlA1 de suberato de 

disuccinimidila (DSS) foi preparada. Devido a baixa solubilidade do DSS, 
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primeiramente era adicionado 250 �L de DMF para solubilização do ALC sendo o 

volume aferido a 2 mL utilizando tampão fosfato de sódio 50 mmol LA1. Os valores 

de pHs das soluções tampão utilizadas para este estudo da cinética de hidrólise 

foram as seguintes: 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 8,5 e 9,0. Para a análise da 

cinética de hidrólise foi utilizado um espectrofotômetro UVAvisível Agilent 8453 

monitorando o comprimento de onda de 280 nm, sendo esta absorbância medida 

devido à perda do grupo reativo do ALC. 
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Experimentos anteriores empregando radiação UV utilizando lâmpadas de 

Hg103,104 para fotólise de peróxido de hidrogênio mostravam render um alto nível 

de oxidação em proteínas. Um dos grandes problemas era o  alto tempo de 

irradiação necessário para formação dos produtos de oxidação em quantidades 

apreciáveis (~10 min) e a elevada concentração de peróxido de hidrogênio (15%). 

Isso era devido, principalmente, a baixa potência da fonte de radiação utilizada (75 

W)103 e a distância entre a fonte e a amostra. O alto tempo de irradiação somado 

com altas concentrações de H2O2 podem, em princípio, levar a modificações 

estruturais na proteína, resultando em  um mapeamento errôneo em relação aos 

aminoácidos expostos ao solvente e a determinação de sítios de interação no 

caso de estudos de complexos protéicos. 

Sendo assim, para geração dos radicais hidroxilas a partir da fotólise do 

H2O2, em um menor espaço de tempo e utilizando menor concentração de H2O2, 

foram desenvolvidas duas fontes alternativas de radiação UV empregando 

lâmpadas de mercúrio (Hg) de alta pressão de 250 W ou 400 W (PHilips HPLAN), 

com duas geometrias diferentes. Para o sistema, dois dispositivos foram 

construídos, como mostrados na Figura 13. Os dispositivos contêm dois 

compartimentos: no compartimento superior foi colocada uma lâmpada de Hg de 

250 W no sistema A (Figura 13 A) e uma lâmpada de Hg de 400 W no sistema B 

(Figura 13 B), sendo que o vidro de recobrimento do bulbo foi retirado para 

permitir a passagem da radiação UV pelo sistema. Entre os dois compartimentos 

foi feito uma fenda (4 x 4 cm) para passagem da radiação,sendo que na parte 

inferior foi colocado um shutter (22A8411 Ealing Electronic Shutter, Ilex Optical) 

para permitir medidas em tempos de exposição abaixo de 1 s. Para a realização 

dos experimentos, a solução de mioglobina (100 �L) era colocada em um 



 
 

46 

microtubo que era alinhado horizontalmente com o centro da lâmpada, e mantido 

verticalmente à uma distância de 12 cm da lâmpada UV no sistema A, e a 21 no 

sistema B. 
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 Representação esquemática dos sistemas desenvolvidos para utilização da 

lâmpada de Hg para os experimentos de footprinting. (A) lâmpada de 250 W, (B) lâmpada 

de 400 W. 

Para determinar as condições e os parâmetros de operação ótimos para 

futuros experimentos de footprinting, diferentes tipos de experimentos foram 

realizados para caracterizar os sistemas desenvolvidos. A Mioglobina foi escolhida 

como  proteína modelo para todos os experimentos de desenvolvimento do 

sistema. Esta escolha foi baseada no fato de que esta proteína tem as estruturas 

secundárias e terciárias bem definidas (Figura 14), além de ter sido 

frequentemente alvo de estudos de footprinting106,158. 

A B 
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 Estrutura da Mioglobina. (8 αAhélices) 

O objetivo do primeiro experimento era de determinar se a incidência da 

radiação UV proveniente da lâmpada Hg na solução contendo a proteína poderia 

causar qualquer alteração na sua estrutura. Assim, as amostras de mioglobina (40 

�mol LA1) foram submetidas a diferentes tempos de exposição à radiação que 

variaram de 30 a 300 s. Após a irradiação, foram realizadas medidas de dicroísmo 

circular , mostrando que nenhuma mudança estrutural observável na estrutura 

secundária ocorre em decorrência da irradiação (Figura 15). 
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 Espectro de Dicroísmo Circular de Mioglobina (concentração de 40 �mol LA1 

em solução tampão 50 mmol LA1 NaH2PO4/Na2HPO4, pH 7,0). (π→ π* (~208 A 210 nm), 

paralela ao eixo da hélice, fraca; n→ π* (~ 222 nm), paralela ao eixo da hélice). 

 

Em experimentos onde à solução de mioglobina foi submetida à irradiação 

na presença de H2O2 (1% (v/v) (v/v), ~0,4 mol LA1) por tempos superiores a 120 s 

de oxidação, foi possível observar que o espectro de CD era visivelmente 

diferente, com quase um terço da estrutura helicoidal convertido para randon coil. 

Assim, propomos que tempos de irradiação superiores a 120 s na presença de 

peróxido de hidrogênio não deveriam ser utilizadas para realização de 

experimentos de footprinting. 

Para determinação da concentração ideal de peróxido de hidrogênio a ser 

utilizada nos experimentos de foopriting utilizando a lâmpada de Hg, foram 

realizados ensaios com concentrações de peróxido de hidrogênio de 0.05, 0.2 e 

1.0% (v/v) em um tempo fixo de exposição de 30 s. Logo após a irradiação, foi 

adicionada solução de metionina até uma concentração final de 60 mmol LA1 para 
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eliminar o excesso de H2O2. As amostras foram diluídas e as proteínas intactas 

foram analisadas por LCAMS (Figura 16). O resultado mostrou que a adição de 1% 

(v/v) de H2O2 fornece os melhores resultados, mostrando uma quantidade de 

oxidação mais conveniente para as análises de cinética. Sendo assim, os ensaios 

subsequentes utilizando a lâmpada de Hg foram realizados com uma 

concentração de 1% (v/v) de peróxido de hidrogênio.  
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 Quantidade de oxidação da Mioglobina utilizando diferentes concentrações de 

peróxido de hidrogênio. (A) 0,05%; (B) 0,2%; (C) 1,0%. (1 Oxi = 1 oxidação; 2 Oxi = 2 

oxidações, 3 Oxi = 3 oxidações) 

 

Após definir a concentração ideal de peróxido de hidrogênio para os 

experimentos de footprinting com lâmpada de Hg, foi avaliado o grau de oxidação 

da proteína pela adição de peróxido de hidrogênio, mas sem incidência de luz UV. 

Assim, foi feito um estudo comparativo entre três condições: i) Mioglobina 40 �mol 

LA1; ii) Mioglobina 40 �mol LA1 incubada com 1% (v/v) H2O2 por 30 s; e iii) 
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Mioglobina 40 �mol LA1 com 1% (v/v) de H2O2 após 30 s de irradiação UV (Figura 

17).  
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 Quantidade de oxidação da Mioglobina utilizando diferentes concentrações de 

peróxido de hidrogênio. (A) Mioglobina 40 �mol LA1; (B) Mioglobina 40 �mol LA1 incubada 

com 1% (v/v) H2O2 por 30 s; (C) Mioglobina 40 �mol LA1 com 1% (v/v) H2O2 após 30 s de 

irradiação (1 Oxi = 1 oxidação; 2 Oxi = 2 oxidações, 3 Oxi = 3 oxidações). 

 

Como pode ser observado na Figura 17, mesmo a proteína incubada com 

1% (v/v) de H2O2 por 30 s, o nível de oxidação é consideravelmente menor, 

mostrando a eficiência do sistema utilizado. A oxidação observada na amostra que 

foi incubada somente com H2O2 sem irradiação provavelmente se deve a 

presença do aminoácido metionina na sequência da Mioglobina, facilmente 

oxidado pela presença do H2O2 em solução. 

Após a determinação da concentração ideal de peróxido de hidrogênio a ser 

utilizada no experimento, a eficiência dos dois sistemas desenvolvidos utilizando a 

lâmpada de Hg como fontes de radiação UV foram avaliadas. Uma solução de 



 
 

51 

mioglobina 40 �mol LA1 contendo 1% (v/v)  de peróxido de hidrogênio foi submetida 

a 30 segundos de irradiação em cada sistema. Após a irradiação, LAmetionina (60 

mmol LA1) foi adicionada, após extração com cartuchos Oasis HLB com descrito na 

seção 3.2.1. A Figura 18 mostra espectros comparativos obtidos a partir das 

oxidações em cada sistema. No sistema A, em que a lâmpada está em posição 

horizontal e mais próxima da amostra, apresentou melhores resultados quando 

comparado ao sistema B. Este resultado é possivelmente uma melhor utilização 

da irradiação incidente proveniente da lâmpada e uma menor distância entre a luz 

e amostra. 
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 Teste de eficiência dos sistemas desenvolvidos empregando a lâmpada de 

Hg com fonte de radiação.  

 

 A partir dos resultados obtidos, o Sistema A foi utilizado para os estudos 

subsequentes de acessibilidade do solvente aos resíduos de aminoácidos da 

mioglobina através da oxidação fotoquímica. Para tais experimentos a 
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concentração de proteína foi mantida em 40 �mol LA1 e a de peróxido de 

hidrogênio em 1% (v/v). Sempre após a irradiação, foi adicionada a solução de LA

metionina para uma concentração final de 120 mmol LA1 com posterior passagem 

das amostras em cartuchos OASIS HLB. 

Soluções de mioglobina 40 �mol LA1 contendo 1% (v/v) de peróxido de 

hidrogênio foram irradiadas variando o tempo de exposição da radiação de 4A60 s 

para geração dos radicais hidroxila e dos produtos de oxidação. A quantidade de 

oxidação foi determinada analisando a mioglobina intacta por LCAMS. Foi 

observado que a quantidade de oxidação aumenta linearmente com o tempo de 

irradiação utilizando o sistema desenvolvido. Para realização do experimento para 

determinação dos sítios acessíveis ao solvente, a solução de mioglobina foi 

submetida a um tempo de irradiação de 30 s. O espectro deconvoluído da proteína 

para determinação do número de oxidações obtidas pode ser observado na Figura 

19. 
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1 Oxi

2 Oxi

3 Oxi

Proteína

1 Oxi

2 Oxi

3 Oxi

Proteína

 Espectro de LCAMS deconvoluído da mioglobina, após irradiação por 30 s 

com 1,0% (v/v) H2O2.  

Após o experimento de footprinting, a amostra de mioglobina foi digerida, 

utilizando tripsina e os peptídeos obtidos analisados por LCAMS/MS para 

identificação dos sítios de oxidação. 

A fim de se determinar a superfície acessível ao solvente, a solução de 

mioglobina 40 �mol LA1,
 após ser irradiada por 30 s na presença de 1% (v/v) de 

H2O2 e adição de metionina (60 mmol LA1) foi submetida ao procedimento de SPE 

para remoção do excesso de H2O2 e metionina. Após o processo de clean up da 

amostra, a proteína foi digerida utilizando tripsina. Após a digestão, a mistura de 

peptídeos obtidas da mioglobina oxidada foi diluída 20 vezes e 2 �L da solução 

diluída foi submetida a analise por LCAMS/MS para identificação dos sítios de 

oxidação. A Figura 20 mostra o espectro de MS/MS para o peptídeo 

GLSDGEWQQVLNVWGK nãoAoxidado (Figura 20A) e oxidado (Figura 20B) da 

mioglobina. Este peptídeo foi encontrado possuindo uma diferença de massa de 

+48 Da (m/z 932.4 para o íon com duas cargas [M+2H]2+), quando comprado com 
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a espécie não oxidada do mesmo peptídeo (m/z 908,5 para o íon com duas cargas 

[M+2H]2+). 
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 Espectro de MS/MS do peptídeo da mioglobina. (A) não oxidado; (B)  

presença dos íons [y3 + 32 Da] e [y10+16 Da] identificam que os dois triptofanos do 

peptídeo foram oxidados.  

A 

B 
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Já a Figura 21 mostra o espectro de MS/MS para o peptídeo 

VEADIAGHGQEVLIR da mioglobina. Neste peptídeo é interessante notar que a 

espécie não oxidada (Figura 21A) aparece no espectro possuindo três cargas 

([M+3H]3+) com íon possuindo m/z de 536.3. Entretanto, para a espécie oxidada 

(Figura 21B), o peptídeo e encontrado possuindo duas cargas ([M+2H]2+) e 

apresentando uma razão m/z de 793.0. Isso se deve, provavelmente, pelo fato que 

neste peptídeo o sitio de oxidação encontrado esta na histidina (A22 Da, Figura 

21B). Como a histidina é um resíduo básico, sendo os resíduos básicos os 

responsáveis pela formação da espécie multicarrregada devido a protonação 

desses resíduos, quando o mesmo é oxidado a carga não consegue se alocar 

neste aminoácido, fazendo com que a espécie oxidada apareça com 2 cargas e 

não 3 como no peptídeo não oxidado. 
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Espectro de MS/MS do peptídeo da mioglobina. (A) peptídeo nãoAoxidado; (B) 

peptídeo oxidado,  presença do íon [y8 A 22 Da] como sitio de oxidação a histidina. 

 

Após as análises por LCAMS/MS, a busca pelos sítios de oxidação nos 

peptídeos obtidos a partir da mioglobina oxidada foram realizados utilizando os 

softwares MASCOT e ByOnic. Para utilização do MASCOT, os possíveis produtos 

de oxidação para os resíduos de aminoácidos (+16 Da, +14 Da, A22 Da entre 

outros) foram adicionados ao software. O programa foi configurado para procurar 

por até 8 modificações simultaneamente. Já Para o ByOnic, como o software foi 

criado especialmente para análises de produtos de oxidação obtidos em 

experimentos de footprinting todas as 50 modificações possíveis já estão incluídas 

no programa. Durante o processo de busca pelas modificações, todas as 

modificações possíveis são utilizadas simultaneamente. Os resultados obtidos 

podem ser observados na Tabela 3. 



 
 

57 

 

Sítios de oxidação e tipos de oxidação encontrados na mioglobina.

                             

TRP  7 +16 +16 

TRP  14 +32 +32 

HIS  24 X A22 

ILE  21 X +16 

PHE  43 +16 +16 

HIS  36 X A22 

PRO  88 +14 +14 

PHE  151 +16 +16 

HIS  119 A22 A22 

PHE  123 +16 +48 

MET  55 +16 +16 

MET  131 +16 +16 

X: nenhuma oxidação encontrada 

Os dados apresentados na Tabela 3 mostram existir diferenças nos 

resultados obtidos no experimento de oxidação utilizando tanto o MSCOT como o 

ByOnic para identificação dos sítios de oxidação. Os resíduos de triptofano, 

metionina e fenilalanina foram encontrados modificados na sequência da proteína. 

Em trabalhos anteriores utilizando mioglobina como proteína modelo e um laser 

excimer KrF com fonte de radiação UV106, os autores relatam um conjunto de 15 

resíduos de aminoácidos oxidados, incluindo Trp14, PHe151, His24, His119, 

demonstrando que nossos resultados são bastante semelhantes aos obtidos pelos 

autores . Esses resultados demonstram que o sistema de irradiação UV 
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desenvolvido aqui é aplicável a experimentos de footprinting para mapeamento 

estrutural de proteínas. É importante salientar que após a identificação dos 

possíveis peptídeos contendo sítios de oxidação pelos softwares MASCOT e 

ByOnic, uma identificação manual era realizada para evitar a ocorrência de falsos 

positivos.  

4.3.1 Experimento de footprinting utilizando Mioglobina e Citocromo C  

Para o desenvolvimento do método de quantificação da cinética de 

oxidação, soluções de Mioglobina e Citocromo C de coração de cavalo  contendo 

peróxido de hidrogênio foram irradiadas variando o tempo de exposição entre 4 e 

90 s para geração dos radicais hidroxilas. Para os estudos de quantificação foram 

realizadas análises por LCAMS e LCAMS/MS dos peptídeos tripticos obtidos. Para 

realizar a quantificação da cinética de oxidação é necessário realizar corridas no 

modo LCAMS para obter um melhor formato do pico cromatográfico sendo isso em 

virtude do número de pontos adquiridos durante todo o tempo de eluição de um 

peptídeo (pico). Após, análises por LCAMS/MS são realizadas para identificação 

dos sítios de oxidação nas sequências dos peptídeos. 

Na Figura 22, podeAse observar o número de oxidações formadas na 

Mioglobina e Citocromo C pela análise de LCAMS das proteínas intactas após 30 s 

de irradiação com 1% (v/v) de peróxido de hidrogênio. 
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Citocromo C

1 Oxi

2 Oxi
3 Oxi

Mioglobina

1 Oxi

2 Oxi
3 Oxi

Citocromo C

1 Oxi

2 Oxi
3 Oxi

Mioglobina

1 Oxi

2 Oxi
3 Oxi

 Espectro deconvoluído de LCAMS das proteínas após 30 s de irradiação com 

1% (v/v) H2O2. (1 Oxi = 1 oxidação; 2 Oxi = 2 oxidações, 3 Oxi = 3 oxidações) 

 

4.3.1 Quantificação da cinética de oxidação pelo método Label free. 

 

Conforme descrito na seção 1.3.3, o método utilizado atualmente para o 

cálculo de cinética de oxidação de peptídeos em experimentos de footprinting 

pode subestimar tais taxas. Isso ocorre em virtude do fato de serem considerados 

como produtos de oxidação somente as espécies +14 e +16 Da. Com o objetivo 

de aumentar a confiabilidade nas taxas de oxidação obtidas nesse experimento, 

foi proposto um novo método de quantificação, conhecido como label free (sem 

marcação isotópica).159,160,161 Embora esse método tenha sido aplicado há muitos 

anos para moléculas pequenas, os primeiros exemplos com peptídeos datam de 

poucos anos, em virtude de dificuldades experimentais principalmente 
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relacionadas com a etapa cromatográfica. Nesse caso, ao invés de considerar 

somente algumas modificações específicas para realizar a quantificação, todas as 

modificações são consideradas, inclusive oxidações múltiplas do peptídeo e até 

mesmo eventuais modificações ainda não descritas na literatura. 

Experimentalmente, a quantificação é realizada calculandoAse somente a  área do 

pico cromatográfico referente ao peptídeo nãoAmodificado. Com isso, medeAse o 

consumo do reagente e não a formação dos produtos (Figura 23). 

 

3 9 4 0 41

Peptídeo

não-modificado

Footprinting

3 9 4 0 4 1

3 9 4 0 4 1

3 9 4 0 4 1

3 9 4 0 4 1

Nível de oxidação
Tempo de Exposição

Lo
g

 (
á

re
a

)

3 9 4 0 413 9 4 0 41

Peptídeo

não-modificado

Footprinting

3 9 4 0 4 1

3 9 4 0 4 1

3 9 4 0 4 1

3 9 4 0 4 1

Nível de oxidação
Tempo de Exposição

Lo
g

 (
á

re
a

)

 Representação do método proposto baseado em label free. A intensidade do 

sinal do peptídeo não modificado decresce com o tempo de exposição. Os valores obtidos 

são então ajustados para uma reta de pseudoAprimeira ordem. 

Do ponto de vista experimental, além desse método considerar todas as 

possíveis modificações em um determinado peptídeo, ele é ainda mais simples de 

ser implementado, visto que para cada íon é necessária calcular a área de 

somente um pico cromatográfico e não mais três (peptídeo nãoAmodificado e os 

produtos +14 e +16 Da). Além disso, existem softwares com a capacidade de 

automatizar todo esse processo, o que aumentaria significativamente a velocidade 

de análise. 

A implementação do novo método baseado em label free em análises de 

rotina passa pela necessidade de um sistema cromatográfico extremamente 

reprodutível, tanto em termos de qualidade e quantidade. Em geral, a análise 

quantitativa é realizada em experimentos LCAMS e não LCAMS/MS, isto é feito 

para a obtenção de um maior número de pontos do pico cromatográfico, que 
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aumenta a exatidão das análises. Assim, a identidade dos peptídeos não está 

associada com o seu espectro de dissociação. Os únicos parâmetros que 

identificam uma espécie nestes ensaios são o tempo de retenção e a razão m/z. 

Além disso, do ponto de vista quantitativo, a análise realizada considerandoAse os 

produtos +14 e +16 eram internamente normalizadas, ou seja, caso houvesse 

algum erro na injeção ou na própria separação cromatográfica, idealmente todas 

as espécies seriam afetadas proporcionalmente, o que permitia a normalização e, 

conseqüentemente, a eliminação desse erro; por outro lado, o método proposto 

não permite essa normalização, visto que somente uma espécie é quantificada. 

Essa nova abordagem foi aplicada para as proteínas Mioglobina e 

Citocromo C após irradiação das amostras utilizando lâmpada de Hg. Na Figura 

24, pode ser observado os 5 cromatogramas adquiridos por LCAMS da amostra de 

mioglobina exposta a diferentes tempos de exposição a radiação. É importante 

notar que a Figura 24 mostra a alta reprodutibilidade cromatográfica do sistema 

(tempo de retenção), combinada com uma alta resolução cromatográfica, que 

garante uma coAeluição mínima dos peptídeos, sendo isso altamente desejável 

quando se realiza uma análise quantitativa a fim de evitar a supressão iônica. 

Além disso, é possível observar pelas correntes iônicas extraídas para 3 diferentes 

peptídeos as diferentes cinéticas de oxidação: GLSDGEWQQVLNVWGK, 

LFTGHPETLEK e ALELFR, mostrando a diminuição da intensidade do sinal do 

peptídeo com o aumento do tempo de exposição. 
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ALELFR

m/z 374.7157

LFTGHPETLEK

m/z 636.3308

GLSDGEWQQVLNVWGK

m/z 908.4519

ALELFR

m/z 374.7157

LFTGHPETLEK

m/z 636.3308

GLSDGEWQQVLNVWGK

m/z 908.4519

 Cromatogramas obtidos para mioglobina digerida após 4 intervalos de tempo 

de exposição a radiação UV e cromatograma de íons totais para 3 diferentes peptídeos da 

proteína (1% (v/v) H2O2). 
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O mesmo ensaio foi realizado para Citocromo C (Figura 25), onde 

cromatogramas obtidos para os 4 diferentes tempos de exposição e as correntes 

de íons extraídos para 3 peptídeos diferentes para diferentes tipos de cinética de 

oxidação: EADLIAYLK, TGPNLHGLFGR e KTGQAPGFTYTDANK. 

TGPNLHGLFGR

m/z 584.8089

EDLIAYLK

m/z 482.7669
KTGQAPGFTYTDANK

m/z 533.5919

TGPNLHGLFGR

m/z 584.8089

EDLIAYLK

m/z 482.7669
KTGQAPGFTYTDANK

m/z 533.5919

 Cromatogramas obtidos para Citocromo C digerido após 4 intervalos de 

tempo de exposição a radiação UV e cromatograma de íons extraídos para 3 diferentes 

peptídeos da proteína. (1% (v/v) H2O2). 
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Conforme esperado, à medida que o tempo de exposição aumenta, a 

intensidade do peptídeo diminui. O cálculo da cinética de oxidação de cada 

peptídeo é feito considerandoAse uma cinética de pseudoAprimeira ordem, uma vez 

que a concentração de proteína é muito menor que a de radicais hidroxilas no 

meio e, portanto, é o fator limitante da reação. Com isso, temos que a taxa de 

decaimento do peptídeo nãoAmodificado é dada pela equação dM/dt = AkM, onde 

M corresponde à concentração do peptídeo nãoAmodificado, t ao tempo de 

exposição e k à constante de velocidade da reação. IntegrandoAse essa equação, 

obtemos M = eAkt, e aplicandoAse logaritmo nos dois lados dessa equação 

finalmente chegamos em ln M = A kt. ConstruiuAse, então, uma reta onde o eixo y 

corresponde ao logaritmo de M (valor dado pela área do pico cromatográfico) e o 

eixo x à t. A cinética de oxidação é então obtida pelo coeficiente angular dessa 

reta. 

Após as análises, o sinal do peptídeo foi integrado e a intensidade do sinal 

foi ajustado para uma reação de pseudoAprimeira ordem. Nas Figuras 26 e 27 

podem ser observados os resultados obtidos para os peptídeos provenientes da 

mioglobina e do citocromo C utilizando o método de quantificação proposto e o 

método clássico. PodeAse observar que os melhores coeficientes de correlação 

são obtidos quando da utilização do método proposto (Figuras 26 e 27), mesmo 

para peptídeos que mostraram 2 oxidações (GLSDGEWQQVLNVWGK) na 

sequência, em comparação com o método clássico. Isso se deve principalmente 

ao fato de que no método proposto qualquer tipo de oxidação é levado em 

consideração, uma vez que diminuição do sinal do peptideo não modificado é 

determinada.  
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 Resultados obtidos para os peptídeos oxidados da mioglobina após diferentes 

tempos de exposição à irradiação. Coluna da esquerda mostra os gráficos obtidos pelo 

método proposto e a coluna da direita pelo método clássico 
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 Resultados obtidos para os peptídeos oxidados do Citocromo C após 

diferentes tempos de exposição à irradiação. Coluna da esquerda mostra os gráficos 

obtidos pelo método proposto e a coluna da direita pelo método clássico 

 

 

Outro fator importante na análise pelo método label free é a necessidade de 

garantir que os fenômenos da diminuição do sinal cromatográfico do peptídeo 

modificado sejam exclusivamente provenientes de processo oxidativo. Tem sido 

relatado que, dependendo das condições experimentais (em particular com doses 

elevadas de radicais hidroxila), podem ser formadas ligações cruzadas entre as 

cadeias polipeptídicas e clivagem da cadeia principal da proteína (ligações 

carbono) (mediada pela formação de um sitio radicalar em carbonos da cadeia 

principal)102. Para provar que as condições experimentais não favorecem esse tipo 

de modificação, foram adquiridos espectros de MS da proteína intacta antes e 

depois do maior tempo de exposição utilizados, 60 s (Figura 28). Pode ser 

observado a partir da Figura que os espectros de MS da mioglobina nãoAoxidada e 
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oxidada diferem apenas pelos produtos de oxidação, e não foram observadas na 

amostra produtos irradiados de menor massa (degradação) ou muito maior (cross 

linking). 

A

B

A

B

 Espectro de MS deconvoluído para as amostras controle (A) e (B) irradiada 

por 60 s. 

 

4.3 Experimentos de footprinting utilizando Laser de Nd:YAG com 

fonte de radiação UV. 

O primeiro trabalho de footprinting utilizando um laser como fonte de 

radiação foi proposto por Hambly e Gross em 2005, como uma prova de conceito. 
105 Naquele trabalho o autor utilizava um laser excimero de KrF com um 
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comprimento de onda de 248 nm. Como vantagens o autor descreve que a técnica 

utiliza baixas concentrações de H2O2, curtos tempos de irradiação da amostra, e 

alta eficiência no processo de fotólise do peróxido de hidrogênio. No entanto, o 

sistema de laser utilizado apresenta algumas desvantagens devido ao fato de ser 

um laser de gás. Em vista dos resultados obtidos pelo autor, buscouAse a 

utilização de um laser mais apropriado para realização de experimentos de 

footprinting. 

Assim, foi utilizado como fonte de radiação um laser de Nd:YAG (UPA213 

New Wave Research). Este laser apresenta várias vantagens em relação ao 

utilizado por Gross, tais como: ser um laser de estado sólido, apresentar sistema 

computadorizado de controle de intensidade e com comprimento de onda de 213 

nm (1064 nm com cristal de multiplicação de 5x). A vantagem de se utilizar esse 

comprimento de onda é que este se encontra em uma faixa de grande absorção 

por parte do peróxido de hidrogênio (Figura 29) quando comparado ao laser de 

248 nm sendo muito mais efetivo no processo de homólise do H2O2. Além disso, o 

H2O2 possui um rendimento quântico próximo a 1 em todos os comprimentos de 

onda entre 300 e 190 nm. 
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 Espectro de absorção do peróxido de hidrogênio. 

 

Em vista disso, experimentos de footprinting utilizando mioglobina como 

proteína padrão na presença de peróxido de hidrogênio e o laser de Nd:YAG 

foram realizados como prova de conceito. No sistema empregando o laser como 

fonte de radiação foi utilizado, para passagem da amostra, um capilar de sílica de 

75 �m d.i. no qual a polimida que reveste o capilar foi removida para passagem da 

radiação. Este capilar foi colocado na câmara de incidência do laser, sendo que 

para passagem da amostra foi utilizado uma bomba de infusão com fluxo de 1 �L 

minA1 (Figura 30). 
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A
B

 Esquema do experimento de footprinting utilizando laser. A) Bomba 

peristáltica, B) Capilar de sílica. 

Nos primeiros ensaios realizados, soluções de mioglobina 10 �mol LA1 de 

foram passadas através do sistema com o capilar pelo laser medindo de haveria 

alguma degradação da proteína em virtude da absorção da radiação UV por parte 

da proteína. Na Figura 31 o espectro de MS da solução de mioglobina submetida 

à radiação UV pelo laser é comparado com o espectro da mesma solução sem 

sofrer irradiação. A incidência da radiação UV sobre a proteína não causou 

nennhuma modificação estrutural ou mesmo diminuição do sinal relacionado a 

degradação da proteína em virtude da radiação. 
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B

A

B

A

B

A

B

A

 

 Espectro de MS da mioglobina. (A) solução controle; (B) após a irradiação.  

 

Após os resultados obtidos, os primeiros ensaios de footprinting foram 

realizados utilizando soluções contendo mioglobina (40 �mol LA1) e 0,05% (v/v) de 

peróxido de hidrogênio 162 , 163  . Nestas condições, a concentração de radicais 

hidroxilas geradas no meio foi muito alta, causando a degradação da proteína pela 

clivagem radicalar da cadeia principal (Figura 32). Como conseqüência, durante a 

análise da mioglobina intacta era possível ver peptídeos formados em solução 

pela degradação da proteína. 
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 Espectro de MS da mioglobina degradada devido à grande concentração de 

radicais gerada no meio após radiação. 

 

Para contornar esse problema, uma solução de metionina (120 mmol LA1) foi 

adicionada à solução contendo proteína e peróxido antes mesmo da passagem da 

solução pelo laser, de forma a controlar a concentração de radicais hidroxilas no 

meio. No trabalho publicado por Hambly e Gross em 2005106, o autor adiciona à 

solução da proteína catalase como scavenger antes da passagem desta pelo laser 

para controlar os radicais hidroxila formados pelo processo de homólise do 

peróxido de hidrogênio. 

Após a radiação, a proteína nãoAdigerida, foi analisada por LCAMS, onde foi 

observada a grande eficiência de oxidação do processo, (Figura 33), sem que 

houvesse degradação da mioglobina. É importante ressaltar aqui que as 

oxidações observadas são decorrentes de um único pulso de 4 ns do laser, 

trazendo a escala de tempo do experimento para a faixa de baixos nanosegundos. 

Isso abre a possibilidade de se utilizar esse sistema de oxidação não apenas para 
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análise de estruturas estáticas de proteínas, mas também de se realizar análises 

estruturais resolvidas no tempo (dinâmica molecular). 

1 Oxi

2 Oxi

3 Oxi 4 Oxi

Mioglobina 40 �mol L-1

MioglobinaMioglobina incubadaincubada com 0,05% (com 0,05% (v/vv/v) H) H22OO22 porpor 120 s120 s

Mioglobina apMioglobina apóós irradias irradiaçção com laser com 0,05% (v/v) Hão com laser com 0,05% (v/v) H22OO22 e e 

60 mmol L60 mmol L--1 1 metionina (1 pulso)metionina (1 pulso)

1 Oxi

2 Oxi

3 Oxi 4 Oxi

Mioglobina 40 �mol L-1

MioglobinaMioglobina incubadaincubada com 0,05% (com 0,05% (v/vv/v) H) H22OO22 porpor 120 s120 s

Mioglobina apMioglobina apóós irradias irradiaçção com laser com 0,05% (v/v) Hão com laser com 0,05% (v/v) H22OO22 e e 

60 mmol L60 mmol L--1 1 metionina (1 pulso)metionina (1 pulso)

 Espectro da Mioglobina após passagem da solução pelo laser Nd:YAG (213 

nm). 

 Estudos adicionais ainda estão sendo realizados para se determinar as 

condições ótimas para o experimento como energia do laser a ser utilizada, fluxo 

de passagem da amostra pelo capilar bem como concentração de proteína e 

H2O2. 

A elucidação de estruturas terciárias ou quaternárias de proteínas por 

ligação cruzada e espectrometria de massas (MS) tem ganho uma grande 

importância na área de proteômica estrutural. Para localizar a modificação na 

sequência da proteína, softwares dedicados são aplicados para analisar a massa 
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ou espectros de massas dos fragmentos dos peptídeos (MS/MS). Esses tipos de 

softwares exigem informações sobre os aminoácidos alvos pelo agente de ligação 

cruzada a ser utilizado no experimento para limitar o tempo de análise dos dados 

e aumentar a eficiência dos métodos.  

Uma das estratégias mais comuns em estudos de ligação cruzada é o uso 

de ésteres de NAhidroxi succinimida (NHS)  homobifuncionais como reagentes de 

ligação cruzada. A literatura desses agentes relata uma especificidade desses 

reagentes apenas para aminas, que no caso de proteínas, estariam localizadas no 

grupo amino NAterminal e no grupo εAamino da cadeia lateral da lisina. Entretanto, 

alguns estudos com certos ésteres de NHS homobifuncionais revelaram reações 

colaterais inesperadas. Como relatado anteriormente por Swaim et al.,152 que 

encontraram vários produtos de reação durante o seu estudo sobre a proteína αA

cristalina com agente de ligação cruzada clivável 3,3Aditiobis 

[sulfosuccinimidilpropionato] (DTSSP), é esperado que alguns aminoácidos que 

contenham grupos nucleofílicos também reajam com este tipo de ALC, tais como 

His, Tyr, Ser e Cys. 

 Tendo em vista a possibilidade do reagente de ligação cruzada reagir com 

outras cadeias laterais dos aminoácidos, foi realizado um estudo detalhado da 

reação de ALC’s baseados em ésteres de NHS frente a esses aminoácidos. Como 

o pH tem uma grande influência na nucleofilicidade dos aminoácidos descritos 

(seção 1.5.3), esses estudos foram realizados em uma larga faixa de valores de  

pH. 

Para este estudo, foram sintetizados peptídeos específicos (Figura 34). A 

sequência dos peptídeos foi mantida sempre a mesma, buscando apenas 

modificar o resíduo nucleofílico entre eles. O NAterminal de cada peptídeo foi 

acetilado para que o grupo –NH2 do NAterminal não reagisse com o ALC utilizado. 

Como agente de ligação cruzada foi utilizado o DSS devido, principalmente, à sua 

disponibilidade comercial e ao tamanho e flexibilidade de sua cadeia espaçadora. 

Ésteres de NHS são suscetíveis a ataque nucleofílico, levando a perda do anel 

succinimida e formação da ligação entre a cadeia espaçadora e o resíduo de 

aminoácido.  



 
 

76 

P1) AcAARAKKGAEFAVKKAGVR 

P2) AcAARAKKGAEFAVYYAGVR 

P3) AcAARAKKGAEFAVCCAGVR 

P4) AcAARAKKGAEFAVHHAGVR 

P5) AcAARAKKGAEFAVSSAGVR 

 Sequência dos peptídeos utilizados no estudo de reatividade. 

 

Para os ensaios de reatividade foram utilizadas concentrações de peptídeos 

de 40 �mol LA1 em soluções de fosfato de sódio 50 mmol LA1 em 9 diferentes 

valores de pH: 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 8,5 e 9,0. Nas soluções de 

peptídeos foi adicionado o reagente de ligação cruzada (DSS A suberato de 

disuccinimidila) num excesso molar de 50x em relação à concentração de 

peptídeo. Essas amostras foram incubadas à temperatura ambiente por cerca de 

duas horas e a reação foi finalizada adicionandoAse tampão 1 mol LA1 TrisAHCl pH 

7,2 (concentração final de 50 mmol LA1). Essa reação foi então novamente 

incubada por 15 minutos. Após a reação as amostras foram passadas por 

cartuchos de SPE (OASIS HLB A Waters, Milford, MA, USA) para eliminar resíduos 

de DSS bem com de TrisAHCl. 

Como o DSS é um reagente homobifuncional, os produtos da reação entre 

o ALC e os peptídeos formados podem ser de três tipos diferentes: i) dead end, 

onde um dos grupos reativos reagiu com um resíduo enquanto o outro foi 

hidrolisado (adição de 156 Da à massa do peptídeo); ii) intramolecular, onde os 

resíduos ligados encontramAse na mesma cadeia (adição de 138 Da à massa do 

peptídeo); ou iii) intermolecular, onde os resíduos ligados encontramAse em 

cadeias distintas (Figura 12). Para evitar a formação deste último, utilizouAse uma 

baixa concentração dos peptídeos.  

Após a reação de ligação cruzada, as análises foram realizados por MALDIAMS; 

as amostras foram ressuspensas em 1 mL de solução aquosa contendo 50% ACN 
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e 0.1% (v/v) TFA. A amostra foi preparada pelo método dried droplet, utilizandoAse 

como matriz a α cianoA4AhidróxiAcinâmico (10 mg mLA1, na mesma solução do 

peptídeo). A Figura 35 mostra os espectros de MS adquiridos para a reação entre 

os peptídeos e o ALC em pH 7,0 com a atribuição para cada uma das espécies 

formadas.

P1P1
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P2P2

 

 

 

P3P3
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P4P4

 

 

P5P5

 

 Espectros de MALDI dos peptídeos com as respectivas identificações das 

espécies formadas após reação com DSS em pH 7.0.  
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Para se determinar a formação de cada uma das espécies (intramolecular e 

dead end) e a sua proporção frente ao peptídeo nativo nas reações realizadas nas 

soluções tampão nos 9 diferentes valores de pH, foram utilizadas as intensidades 

dos sinais de cada uma dessas espécies nas diferentes condições de pH por meio 

do espectro de MALDI obtido, Figura 36.  

 

 

 

 Formação das espécies em função do pH (MALDI) para o peptídeo P3. 

 

Como pode ser observado, a formação das espécies intramolecular e dead 

end aumentou com o aumento dos valores de pH. Este aumento pode ser 

racionalizado uma vez que os grupos das cadeias laterais dos aminoácidos ficam 

desprotonadas em valores de pH mais elevados, aumentando a nucleofilicidade. 

De posse dos valores das intensidades, foi determinada a porcentagem de 

formação de cada espécie frente ao peptídeo, como pode ser observado nos 

gráficos da Figura 37. 
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 Gráficos com a porcentagem de cada espécie formada após a reação entre 

peptídeo e DSS nos diferentes valores de pH. (A) P1; (B) P2; (C) P3; (D) P4; (E) P5. 

Como pode ser observado nos gráficos da Figura 37, a formação da 

espécie intraAmolecular ocorre com grande rendimento para o peptídeo P1, 

mostrando que a lisina é realmente um bom nucleófilo frente a ésteres de NHS 

como já relatado na literatura. A maior reatividade em valores pH maioires para a 

lisina (pKa 10.8) é coerente com a maior nucleofilicidade da amina neutra em 

relação a amina protonada, que não é nucleofílica. É interessante notar no 

peptídeo P3, que contém cisteína, que o rendimento da reação de ligação cruzada 

é ainda maior que no caso do P1. Isso se deve ao fato da cisteína ser um 

excelente nucleófilo, principalmente em maiores valores de pH (pKa 8.3), em 

pleno acordo com os dados publicados por Edwards e Pearson  onde o grupo tiol 

da cisteína é o mais forte nucleófilo presente na proteína, em particular na sua 

forma tiolada. Essa reatividade da cisteína não havia sido relatada antes e possuí 

várias implicações práticas como nos métodos de quantificação que utilizam 

iTRAQ, TMAB, entre outros. 
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Para o peptídeo contendo tirosina (pKa 10.9) (P2) houve uma maior 

formação da espécie dead end, provavelmente na lisina presente na sequência 

desse aminoácido. Trabalhos da literatura164 relatam que modificações com ésters 

de NHS em resíduos de tirosina acontecem somente quando este aminoácido é 

vizinho a algum outro resíduo básico, com, por exemplo, a histidina.  Sendo isso 

uma das evidências da menor formação da espécie intramolecular entre a lisina e 

a tirosina da sequência. Para o peptídeo contendo histidina (pKa 6,0) houve quase 

que exclusivamente a formação da espécie dead end. Isso se deve pelo fato da 

instabilidade do produto formado pela histidina e o ALC, sendo este produto 

rapidamente hidrolisado.165 Já para o peptídeo contendo serina (pKa >13) (P5) 

houve baixa reatividade para a formação da espécie intramolecular, havendo uma 

preferência pela formação da espécie dead end. Isso se deve pelo fato de uma 

das pontas do reagente se ligar inicialmente na lisina e sua outra extremidade 

sofrendo hidrólise antes de reagir com a serina. 

 

Em vista da alta formação da espécie intramolecular no peptídeo contendo 

uma cisteína na sequência, foi utilizado uma proteína com a intenção de validar o 

resultado obtido com este peptídeo. Em todos os trabalhos utilizando agentes de 

ligação cruzada do tipo ésteres NHS, praticamente não são realizadas buscas 

utilizando software, colocando o resíduo de cisteína como possível sítio de 

modificação. Isso se deve ao fato que na maioria das proteínas, os resíduos de 

cisteína estão envolvidos em ligações dissulfeto. Entretanto, as ligações dissulfeto 

são geralmente formadas quando as proteínas são excretadas para o meio 

extracelular. Como a maioria dos ambientes intracelulares tem caráter redutor, as 

ligações dissulfeto são, com algumas exceções, instáveis no citoplasma167 Ou 
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seja, quando da realização de um estudo de ligação cruzada em um ambiente 

intracelular é recomendado considerar a cisteína como um possível sítio de 

modificação. 

A Thimet Oligopeptidase (EC 3.4.24.15; EP24.15) é uma enzima envolvida 

na degradação de oligopeptídeos (5A17 aminoácidos), sejam eles neuropeptídeos 

ou peptídeos intracelulares e, possivelmente, participe da geração de peptídeos 

antigênicos apresentados pelo processo de histocompatibilidade da classe I 

(MHCI) após processar fragmentos protéicos gerados pelo proteassomo. 168 

Quinze resíduos de cisteína estão presentes na proteína EP24.15 de rato, sendo 

sete acessíveis ao solvente,  dois encontrados no interior da fissura do sítio 

catalítico; e nenhuma ligação dissulfeto intraproteína é encontrada.  (Figura 38) 

 

 

 Estrutura da Thimet oligopeptidase (EC 3.4.24.15; EP24.15, MM ~78 KDa). 

Resíduos de cisteínas em vermelho. 
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Para reação entre a proteína e o agente de ligação cruzada, foi utilizado uma 

solução de Thimet oligopeptidase em solução tampão fosfato de sódio 50 mmol LA1 

pH 7,0 a uma concentração final de 1 �mol LA1; DSS  por  sua  vez  foi dissolvido 

em DMF em concentração final de 1 mg mLA1 e adicionado em 100 vezes de 

excesso molar à solução anterior  A quantidade de DSS a ser utilizada foi 

determinada levandoAse em conta o número de resíduos de lisina e cisteína na 

sequência da proteína. A reação foi mantida a temperatura ambiente por duas 

horas, e após isso adicionouAse tampão Tris•HCl (1 mol LA1, pH 7.6) a 

concentração final de 50 mmol LA1 para cessar a reação. Uma solução controle 

contendo somente a proteína também foi utilizada. A cobertura obtida da 

sequência da proteína pode ser observada na Figura 39. 

 

 

MKPPAA AGD VVDTVSP ST VNHLR VYDR 

AASTE ADKK QDVYQ 

R YLER R NIKKR 

LKVTLK YPHYFPLLKK R

KE EN AILKELV SLR THADYVL EMNMAK

EAE SAKR YY MNQVEEDSYR 

LYSVR EG 

KYGHAA FGL QPG LRQDGS RQLAIAAMVA NFTKPTPDVP SLLQHDEVET YFHEFGHVMH 

QL SQAEFAM FSGTHVER MSQHYR

L  QEILGVPATP GTNMPATFGH 

LAGGYDAQYY GYLWSEVYSM 

 

 

 Sequência primária da Thimet Oligopeptidase (EC 3.4.24.15; EP24.15). Em 

azul estão os peptídeos encontrados na análise por LCAMS/MS (cobertura 63%) 

 

Após confirmação da sequência da proteína [score 2236, com confiança > 

95%], foi realizada a busca pela modificação em cisteínas. Para essa busca, foi 

criada a modificação dead end no MASCOT (+ 156 Da) e a modificação foi 
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colocada como variável (Figura 40). Também foi colocada como modificação 

variável a oxidação da metionina. 

 

 

 Parâmetros empregados na identificação da modificação na cisteína. 

 

Após a busca utilizando o programa MASCOT, duas cisteínas foram 

identificadas contendo a modificação de ALC nos peptídeos LLEEAFNCR (score 

54) e CHVPETR (score 46). A Figura 41 apresenta os espectros de MS/MS para 

os dois peptídeos contendo cisteínas modificadas pelo agente de ligação cruzada 

DSS. 
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 Espectros de MS/MS dos peptídeos contando modificação na cisteína. 
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Assim, podemos afirmar que o agente de ligação cruzada DSS pode reagir 

com resíduos de cisteína quando estes resíduos estão acessíveis ao solvente e 

não estão em ponte de dissulfeto. 

 

Os agentes de ligação cruzada baseados em esteres de NA

hidroxisuccinimida são os mais comumente utilizados em reações de cross linkig 

devido a sua reatividade frente a grupo aminas. Duas formas de reagentes de 

éster de NHS estão disponíveis: NHS (permeável à membrana, solúvel em 

solventes orgânicos DMF ou DMSO) e SulfoANHS (impermeável à membrana, 

diretamente solúvel em água). Segundo informações do fornecedor desses 

reagentes169, bem como, de alguns trabalhos da literatura 170,171 a reação entre 

uma proteína e o ALC é completa dentro de 10 a 20 min em pH 6,0 a 9,0. Uma 

vez que as espécies desprotonadas dos grupos aminos sejam as espécies 

reativas, o aumento do pH faz com que a taxa da reação também aumente. 

Entretanto, em condições mais básicas a reação de hidrólise do éster de NHS 

compete em oposição a reação entre o ALC e os grupos reativos da proteína. 

Alguns trabalhos relatam que o tempo de meiaAvida de hidrólise dos ésteres 

de NHS é de aproximadamente 10 min em pH 8,6.172 e de 4 a 5 h em pH 7,0.173 

Em pH 7,0, a reatividade do ALC é considerada ser a metade da reatividade em 

relação ao pH 9. A temperatura também apresenta um efeito na reação, que lhe 

permite reagir de forma eficiente até próximo a temperatura de congelamento da 

solução. 161 A hidrólise do ester de NHS esta ligada a perda do grupo NHS, sendo 

que esse grupo abandonador absorve fortemente em um comprimento de onde de 

280 nm. Portanto, ao comparar a absorvância do reagente a 280 nm, antes e após 

a hidrólise, podeAse avaliar a reatividade do ALC para estudos de ligação cruzada.  
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Assim, realizamos um estudo para determinar o tempo de hidrólise do 

agente de ligação cruzada DSS e também determinar a cinética de reação entre o 

ALC e a proteína mioglobina em soluções tampão em diferentes valores de pH 

para saber se as condições normalmente  utilizadas (pH 7,0, 1 h de reação) em 

experimentos de ligação cruzada são as mais adequadas. 

Para os estudos de hidrólise, uma solução de 1 mg mlA1 de suberato de 

disuccinimidila (DSS) foi preparada. Devido a baixa solubilidade do DSS, 

primeiramente era adicionado 250 �L de DMF para solubilização do ALC sendo o 

volume completado até 2 mL utilizando tampão fosfato de sódio 50 mmol LA1. 

Imediatamente após o preparo da solução, as mesmas foram submetidas a 

analise por UVAvis monitorando o comprimento de onda de 280 nm. As medidas 

foram realizadas utilizando uma cubeta de quartzo (caminho ótico de 1 cm) 2 mL 

de solução e o tempo total da cinética foi de 10 h sendo tirado um espectro a cada 

5 min. Os dados obtidos podem ser observados na Figura 42. 
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 Cinética da hidrólise do DSS em soluções tampão (fosfato de sódio 50 mmol 

LA1) a diferentes valores de pH. 
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 Pelos valores de absorbância medidos é possível notar claramente que à 

medida que o valor de pH do meio aumenta de 5 até 9, a taxa de hidrólise do éster 

de NHS também aumenta (representada pelo aumento de concentração de NHS 

livre e consequente aumento da absorbância em 280 nm). ObservaAse em 

particular um acentuado aumento para valores de pH maiores que 8, indicando 

uma maior eficiência da reação de hidrólise nessas condições de pH.  

Como pode ser observado, em pH 8,5 e 9,0 a hidólise se completa em 

aproximadamente 400 min dando uma meia vida de 200 min. Para menores  

valores de pH, a reação de hidrólise não se completa em 600 min. Para os valores 

de pH próximos a 7,0, vemos que o tempo de meia vida é perto de 400 min.  

De posse desse estudo sobre a cinética de hidrolise do DSS, foram 

realizados ensaio utilizando mioglobina (20 �mol LA1) como proteína modelo em 

soluções de fosfato de sódio 50 mmol LA1 em 3 diferentes pHs: 5,5, 7,0 e 8,5. Com 

esse estudo buscouAse verificar se o número de modificações seria o mesmo nas 

três diferentes condições e se a reação de hidrólise iria possuir uma taxa de 

hidrólise mais rápida que a reação de modificação mesmo em pH mais elevado, 

onde as cadeias laterais dos grupos aminos estariam na forma desprotonada 

(nucleofilo mais forte). O tempo total de reação foi de 120 min, sendo que a cada 5 

min uma alíquota de 3 �L da reação era retirada e diluída com 30 �L de H2O para 

análise. Para cessar a reação na alíquota retirada era adiciona a solução ácido 

fórmico (concentrado) baixando o pH da solução para perto de 2,0. Os resultados 

obtidos podem ser observados na Figura 43. 
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 Espectro da reação entre a mioglobina e DSS em diferentes pH.  

 

À medida que o pH do meio foi aumentando, maior foi o número de 

modificações encontradas em curto espaço de tempo de reação (Figura 44). Isso 

se deve ao fato de que o grupo εAamino da cadeia lateral da lisina em pHs mais 

elevados se encontra mais desprotonado aumentando sua nucleofilicidade e, 

consequente, a velocidade da reação. A reação realizada na solução tampão pH 

5,5 foi a que apresentou o menor número de modificações, provavelmente pelo 

pequeno numero de lisinas com o grupo εAamino desprotonada. 
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 Espectro de MS deconvoluído para as amostras de mioglobina após reação 

com DSS.  

 

Como pode ser observado na Figura 44, novamente o pH teve uma grande 

influência nos resultados obtidos em experimentos de ligação cruzada levando a 

formação de um maior número de espécies a medida que o valor de pH aumenta. 
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Com os estudos realizados, podeAse avançar no desenvolvimento de duas 

das principais técnicas de proteômica estrutural: footprinting e ligação cruzada. 

Com relação à técnica de footprinting:  

 Um novo sistema de geração de radicais OH foi desenvolvido utilizando 

uma lâmpada de Hg como fonte de radiação UV; 

 As condições experimentais desta nova fonte foram otimizadas realizando 

estudos sistemáticos utilizando mioglobina com proteína padrão. 

 Um novo sistema para fotólise de peróxido a laser foi implementado. Foi 

caracterizada a altíssima eficiência do sistema no processo de fotólise do peróxido 

de hidrogênio, permitindo que esse sistema possa ser utilizado em análises 

resolvidas no tempo, uma vez que altas concentrações de metionina tiveram que 

ser utilizadas no meio para não ocorrer degradação da proteína ,além de no 

experimento de footprinting realizado, foram formadas espécies com 2 oxidações 

em maior proporção do que espécies contendo 1 oxidação; 

 Foi utilizado um novo programa de análise de produtos de oxidações 

ByOnic. O programa se mostrou muito eficiente na identificação de sítios de 

oxidação. 

 Foi desenvolvido um novo método de quantificação da cinética de oxidação. 

O novo método utiliza apenas o decaimento do sinal do peptídeo em função da 

variação do tempo de exposição a radiação UV. Mesmo em peptídeos contendo 

mais de 1 sítio de oxidação o método de mostrou adequado obtendoAse valores de 

coeficientes lineares muito bons.  
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Com relação à ligação cruzada:  

 

 Foi realizado um estudo sistemático da reatividade de ésteres de NHS 

frente aos aminoácidos com grupos nucleófilos na cadeia lateral. Ficou 

comprovado que os ésteres de NHS reagem com cadeias laterais nucleofilicas 

quando o pH da solução tampão é alterado. Além disso, a ALC mostrou ser mais 

reativo frente ao grupo tiol da cadeia lateral da cisteína do que em relação ao 

grupo εAamino da cadeia lateral da lisina. Essa reatividade foi demonstrada tanto 

em peptídeos modelo quanto em proteínas. 

 

Com relação ao estudo realizado sobre a reação de hidrólise do DSS pode 

ser observado que o aumento do valor de pH da solução tampão faz aumentar a 

velocidade da reação de hidrolise do ALC. Entretanto, foi possível verificar 

também que em valores maiores de pH, a reação entre o ALC e as cadeias 

laterais dos aminoácidos também se torna mais rápida, devido o aumento da 

nucleofilicidade das cadeias laterais. No estudo competitivo, fica claro que utilizar 

condições mais básicos para reações de ligação cruzada aumenta o rendimento 

da reação.  
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