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Resumo 
 

Proteômica Estrutural por Espectrometria de Massas: Caracterização 

Estrutural do Complexo Proteico FAK/Miosina ao Nível Molecular. Ligação cruzada 

acoplada à espectrometria de massas (MS) é uma técnica que permite a caracterização 

estrutural de proteínas e complexos proteicos, especialmente nos casos em que estes 

não são passíveis de serem analisadas por técnicas de alta resolução. O experimento 

baseia-se na reação de uma proteína ou complexo proteico com um reagente 

bifuncional (agente de ligação cruzada, ALC) seguido de análise proteômica shotgun por 

MS. Isso trás para a técnica todas as vantagens da MS, como alta sensibilidade, rapidez 

de análise e facilidade de uso. Somente resíduos de aminoácidos espacialmente 

próximos podem ser ligados covalentemente pelo ALC, de forma que os peptídeos 

contendo a ligação cruzada, identificadas por MS, servem como restrições de distância 

entre os aminoácidos na estrutura nativa da proteína ou complexo proteico. O conjunto 

de peptídeos contendo a ligação cruzada fornece, assim, um conjunto de restrições de 

distâncias entre os aminoácidos que pode ser utilizado para montar um modelo 

molecular da proteína ou do complexo. O objetivo principal deste trabalho foi a aplicação 

da técnica de ligação cruzada acoplada a espectrometria de massas no mapeamento da 

interação entre as proteínas quinase de adesão focal (FAK), através de seu domínio 

FERM, e miosina. Esse complexo proteico está envolvido na sinalização molecular para 

o processo de hipertrofia cardíaca. A hipertrofia cardíaca é considerada um mecanismo 

de adaptação do miocárdio em resposta a sobrecargas hemodinâmicas e está 

associada com risco de desenvolvimento de insuficiência cardíaca, arritmias e morte 

súbita. Estímulos mecânicos são considerados os principais ativadores primários das 

respostas que conduzem às alterações fenotípicas do miocárdio nas várias doenças 

cardíacas. A caracterização estrutural do complexo FAK/miosina ao nível molecular 

permitiu a criação de um modelo molecular deste complexo, que foi validado através de 

mutações na região de interação entre as proteínas. Esse modelo permite que se 

entenda o processo de sinalização da hipertrofia ao nível molecular. 
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Abstract 

Mass spectrometry based structural proteomics: structural characterization 

of FAK/Myosin complex at molecular level. Chemical cross-linking coupled with mass 

spectrometry (MS) is a technique that allows the structural characterization of proteins 

and protein complexes, especially when these proteins are not amenable to be analyzed 

by high resolution techniques. The experiment is based on ther eaction of a protein or 

protein complex with a bifunctional reagent (cross-linking agent, ALC) followed by 

shotgun proteome analysis by MS. This brings to the technique all the advantages of 

MS, such as high sensitivity, short analysis time and ease of use. Only spatially close 

amino acid residues can be covalently bound by the reagent, so that the cross-linked 

peptides, identified by MS, serve as distance constraints between amino acids in the 

native structure of the protein or protein complex. The set of cross-linked peptides thus 

provides a set of distance constraints among amino acids that can be used to build a 

molecular model of the protein or complex. The main objective of this work was to apply 

the cross-linking technique coupled to MS to map the interaction between the proteins 

Focal Adhesion Kinase (FAK), through its FERM domain, and myosin. This protein 

complex is involved in molecular signaling of the cardiac hypertrophy process. Cardiac 

hypertrophy is considered an adaptative mechanism of the myocardium in response to 

hemodynamic overload and it is associated with risk of developing heart failure, 

arrhythmias and sudden death. Mechanical stimuli are considered the main activator of 

the primary responses that lead to phenotypic changes of the myocardium in many 

cardiac diseases. The structural characterization of the complex FAK/myosin at the 

molecular level has allowed the creation of a molecular model of this complex, which 

was validated by mutations in the region of interaction between the proteins. This model 

allows the understanding the signaling processes of hypertrophy at the molecular level. 
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1. Introdução 

1.1. Estrutura, Função e Interação de Proteínas 
 

Um dos maiores desafios da era pós genômica é entender como genes, 

proteínas e pequenas moléculas estão interagindo de maneira a formar o sistema 

celular. No começo do projeto Genoma acreditava-se que após o mapeamento de 

todos os genes de um organismo seríamos capazes de entender os mecanismos 

bioquímicos fundamentais à sobrevivência das células, no entanto, o conhecimento 

apenas das sequências primárias das proteínas não é capaz de fornecer informações 

sobre suas funções e a maneira como essas proteínas executam suas funções.1 

Proteínas são as macromoléculas biológicas mais abundantes, versáteis e 

complexas, presentes em todas as células e em todas as partes da célula de um 

organismo. Sua complexidade decorre do fato de que estas podem ser constituídas por 

diferentes sequências de aminoácidos que podem ou não estar modificados, além de 

apresentarem uma ampla faixa de tamanho (variando de alguns poucos kDa à alguns 

MDa) e estruturas2. São responsáveis por diversas funções, de motores moleculares à 

sinalização celular. Proteínas catalisam reações, transportam moléculas, formam 

canais de regulação, sintetizam e degradam moléculas3, sendo as reais efetoras dos 

processos bioquímicos dos seres vivos. 

Sabe-se ainda, que a função de uma proteína está diretamente ligada à sua 

estrutura e conformação, e que suas funções não são realizadas individualmente, mas 

sim na forma de complexos proteicos, que podem variar desde pequenos oligômeros a 

cadeias formadas por dezenas de cadeias polipeptídicas e com a presença de ácidos 

nucleicos e cofatores. Isso pode ser resultado tanto de uma determinada mudança 

conformacional induzida por um ligante e/ou interação com outras proteínas levando a 
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conformação necessária para que a proteína desempenhe sua função4. Desse modo, 

interações entre proteínas, descritas como sociologia molecular da célula, são vitais 

para a manutenção de qualquer processo biológico e, consequentemente, da vida de 

determinado organismo5.  

A determinação do modo de interação entre proteínas (composição, cinética, 

estequiometria, termodinâmica) pode trazer um grande número de informações que 

auxiliaram na compreensão de inúmeros processos biológicos. Um dos exemplos mais 

atraentes relacionados à interação entre proteínas pode ser visto na medicina, uma vez 

que o número de doenças humanas associadas a proteínas é superior ao número de 

genes no genoma, o que significa que uma única proteína pode causar mais de uma 

disfunção dependendo das condições necessárias para a formação/dissociação de 

complexos proteicos; esse fato fez com que interações proteína-proteína tenham se 

tornado alvos de muitas drogas nos últimos anos4,3,6. Além disso, a compreensão 

dessas interações pode elucidar algumas questões relacionadas aos projetos genoma, 

uma vez que o número de genes de um organismo tão complexo quanto o ser humano 

é próximo do número de genes de um dos eucariotos mais simples (Caenorhabditis 

Elegans, por exemplo) e bem inferior a de alguns vegetais, como soja e arroz, o que 

indica que em parte a complexidade está relacionada ao modo como esses produtos 

gênicos interagem entre si para realizar suas funções biológicas7. Finalmente, outra 

grande importância relacionada ao conhecimento do modo de interação entre proteínas 

está na descoberta da função de outras proteínas. Uma vez que a grande maioria dos 

processos biológicos é mediada por interações desse tipo, se a função de pelo menos 

um dos parceiros de interação é conhecida, o assinalamento da função da proteína de 

interesse pode ser facilitado1,8,,9. Estima-se hoje que para os organismos mais simples 

há entre 8 e 12 interações para cada proteína, em média, e espera-se um número 

muito maior para os humanos, sendo estimado que a qualquer instante podem ocorrem 

cerca de 130 mil interações binárias entre proteínas dentro de uma célula humana10, 

além das multiplas interações. 

Em virtude dos fatos mencionados acima, os últimos anos presenciaram uma 

busca incessante pela rede total de interações moleculares em vários seres vivos, 

denominada interactoma11. Espécies como Saccharomyces cerevisiae12, Drosophila 
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melanogaster13, vírus da Influenza A14 e Homo sapiens15 tiveram suas redes de 

interação proteína-proteína publicadas recentemente (em alguns casos parcialmente). 

A importância dessas redes é tão grande que estudos recentes propõem que a 

complexidade de um organismo não é dado pelo seu número de proteínas mas pelo 

tamanho do seu interactoma16. A Figura 1, ilustra alguns desses exemplos de rede de 

interação e também um gráfico mostrando o tamanho estimado do interactoma16 

(número de interações de proteínas de um organismo) em função do número de 

proteínas para alguns organismos. 

 

 
Figura 4: a), b) e c) Representação esquemática de parte dos interactomas de H. Sapiens 

(referência 15), vírus da Influenza A (referência 14) e D. Melanogaster (referência 13), 
respectivamente; d) Gráfico de correlação entre o número de proteínas e o tamanho 

estimado do interactoma (referência 16). 
 

O item “d” da Figura 1 mostra que os seres humanos apresentam genoma 

somente 50% maior que o de D.melanogaster, no entanto, seu interactoma é cerca de 

300% maior, evidenciando assim a relação entre complexidade de uma organismo e o 
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número de interações entre as proteínas. Outra forma de visualizar a relação entre 

complexidade e interações proteína-proteína está mostrada na Figura 2. Nesta Figura 

estão representados dois complexos proteicos que desempanham diferentes funções 

nas células: o fator de iniciação 3 de eucariotos e o complexo proteico NADH 

ubiquinona redutase. Podemos verificar inicialmente que a função bioquímica nesses 

sistemas é desenvolvida pelo conjunto de proteínas e não pelos seus componentes 

individuais, mostrando assim a importância dos complexos proteicos. Outra informação 

bastante relevante dessa Figura está relacionada ao fato de que os mesmos 

complexos apresentam composições diferentes nos diferentes organismos e, 

especialmente, que organismos mais complexos apresentam um maior número de 

componente, tornando a atividade desses complexos mais específicos e eficientes, 

dando subsídios à maior complexidade desses organimos.17,18. 

 

 
Figura 5: a) Representação esquemática do complexo proteico eIF3 (referência 17): em 

amarelo o complexo em leveduras e em verde o complexo em humanos, sendo que os traços 
em vermelho interligam as proteínas heterólogas. b) Complexo proteico NADH ubiquinona 

redutase18, as diferentes cores representam proteínas que foram se agregando ao complexo ao 
longo da evolução para organismos mais complexos. 

a)

b)
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1.2. Métodos de Caracterização Estrutural de Proteínas e Suas 
Interações 

 

Em virtude da importância das interações proteína-proteína, muito esforço tem 

sido dedicado ao estudo dessas interações. Entretanto, são muitas as dificuldades na 

determinação do modo de interação entre essas moléculas, dentre as quais está no 

grande número de possibilidades. Além disso, muitas dessas interações são 

transientes, instáveis ou reguladas por modificações pós-traducionais, o que dificulta 

sua detecção19. 

As técnicas de caracterização de complexos proteicos disponíveis atualmente 

podem ser divididas nos seguintes grupos: técnicas de caracterização de estrutura 

primária, de estrutura terciária e quaternária de alta, média, e baixa resolução e 

técnicas computacionais20,21, algumas delas ilustradas na Figura 3. Técnicas de 

caracterização de estruturas primárias não fornecem informações estruturais ou 

espaciais acerca do complexo de interesse, limitando-se a fornecer somente a 

composição de aminoácidos das proteínas definindo quais são as proteínas 

constituintes. A espectrometria de massas (MS) é hoje a principal ferramenta para 

sequenciamento e identificação proteínas podendo ser utilizada na descoberta de 

parceiros de interação. 

 

 
Figura 6: Exemplos de algumas técnicas de caracterização estrutural de proteínas em 

complexos proteicos (referência 21). 
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As técnicas de baixa resolução ou sonda englobam as espectroscopias, onde a 

resposta é determinada pela presença de uma 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. 

Essas técnicas são em geral sensíveis, rápidas, relativamente simples e de fácil 

acesso, mas a resposta obtida é, em geral, limitada a determinadas partes da proteína. 

Como técnicas de média resolução, aquelas que fornecem informações acerca da 

forma geral do complexo tais como posição e orientação dos componentes, destacam-

se as microscopias e o Espalhamento de Raios-X a Baixos Ângulos (SAXS). Tais 

técnicas conseguem fornecer uma informação importante sobre a estrutura dos 

complexos proteicos que a forma geral da estrutura. Conhecendo-se a estrutura de 

cada componente individual, pode obter modelos dos complexos. Uma das dificuldades 

no uso dessas técnicas é o acesso mais restrito às mesmas, tanto pelo seus custos 

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 permitem que se obtenham 

estruturas de proteínas e complexos proteicos ao nível atômico e são as técnicas de 

referência para a determinação estrutural de proteínas. Apesar do altíssimo 

detalhamento estrutural fornecido por essas técnicas, ambas apresentam infelizmente 

uma aplicabilidade limitada para proteínas em geral devido à algumas restrições 

experimentais, dentre as quais se destaca 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 da 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 do fato de que os instrumentos atuais restringem o tamanho máximo da 

amostra a aproximadamente 50 kDa, o que muitas vezes representa a massa de um 

único componente de um complexo proteico. A CRP por sua vez requer que a amostra 

esteja na forma de monocristal22. Essa limitação é ainda mais restritiva quando se 

pretende caracterizar complexos proteicos devido à maior dificuldade em se obter 
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complexos puros em grande quantidade, ao maior tamanho do sistema e a maior 

dificuldade em se obter monocristais de tais espécies. 

Nos casos em que proteínas e complexos proteicos não são passíveis de serem 

analisados por técnicas de alta resolução, torna-se necessária a utilização da 

abordagem integrativa, em que são utilizadas diversas técnicas de caracterização 

estrutural como, por exemplo, microscopia imunoeletrônica, FRET, troca de H/D, 

ligação cruzada acoplada à espectrometria de massas, dentre outros, aliadas ao 

conjunto de estruturas de alta resolução já disponíveis nos banco de dados de 

estruturas de maneira a se obter o maior número possível de informações estruturais 

acerca das proteínas estudadas23. A Figura 4 ilustra alguns desses métodos de 

caracterização e os respectivos níveis de informações que cada um deles pode 

oferecer. A integração das diversas informações estruturais advindas dessas técnicas 

pode então levar a um modelo estrutural da proteína ou complexo proteico. 
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Figura 7: Métodos experimentais e computacionais de caracterização de proteínas e 

complexos proteicos e o tipo de informação que cada um deles fornece (referência 23). 
 

A análise das estatísticas do banco de estruturas de proteínas PDB revela 

algumas informações interessantes24, ilustradas na Figura 5. 
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Figura 8: Estatísticas do banco de dados PDB (referência 24). a) Gráfico ilustrando o número 
de estruturas de proteínas depositadas por ano e o total de estruturas depositas. b) Gráfico 
ilustrando o número de novos enovelamentos para proteínas depositados todos os anos e o 

seu total. 
 

A Figura 5a mostra que o número de estruturas depositadas tem aumentando 

exponencialmente nos últimos anos, enquanto que a Figura 5b mostra que nenhum 

novo tipo de enovelamento foi descoberto nos últimos 5 anos, mostrando que estamos 

chegando perto do limite do número de enovelamentos possíveis. Esse conjunto de 

enovelamentos torna-se assim uma poderosa ferramenta para ser utilizada na 

abordagem integrativa que, juntamente com os métodos computacionais, permitem unir 

todas as informações experimentais para se construir modelos compatíveis com estes 

dados. 

Dessa forma, há um grande interesse no desenvolvimento e aplicação de 

métodos alternativos de caracterização de proteínas dentro da abordagem integrativa 

que tenham grande abrangência e, assim, superem algumas das limitações dos 

métodos de alta resolução. 
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1.3. Espectrometria de Massas Aplicada a Análise de Proteínas 
 

A espectrometria de massas (MS) consiste no estudo de íons na fase gasosa, 

sendo a caracterização estrutural de compostos uma de suas principais aplicações. Já 

nos anos 70, havia um grande interesse na utilização de MS para a realização de 

experimentos de caracterização de proteínas e outras biomoléculas. Entretanto, uma 

das principais limitações nesse sentido envolvia a dificuldade de geração de íons de 

macromoléculas em fase gasosa pelos métodos de ionização então disponíveis25,26. O 

advento das técnicas de ionização suaves denominadas ESI (Eletrospray Ionization)27, 

por J. B. Fenn e MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization)28, por M. Karas e 

F. Hillenkamp, no final da década de 80, possibilitou uma ampla aplicação da 

espectrometria de massas (MS) na análise de biomoléculas como peptídeos, proteínas 

e ácidos nucléicos. Tais moléculas agora podiam ser eficientemente ionizadas e 

transferidas para a fase gasosa, sem fragmentação ou necessidade de derivação27. O 

desenvolvimento dessas novas técnicas de ionização impulsionou uma grande 

evolução dos analisadores de massas associados nos anos subsequentes, de tal 

maneira que a partir da década de 90 tornaram-se disponíveis instrumentos comerciais 

com capacidade de experimentos de MS sequencial (MSn) e diversas geometrias, 

como quadrupolo - tempo de vôo (Q-TOF), tempo de vôo – tempo de vôo (TOF-TOF), 

iontrap linear (LIT), ressonância ciclotrônica de íons com transformada de Fourier 

(FTICR) e, mais recentemente, Orbitrap29,30. Desde então, o uso da espectrometria de 

massas na análise de proteínas evoluiu extensivamente, a ponto de se tornar rotineiro 

no sequenciamento e identificação de proteínas, determinação da massa molecular de 

proteínas e complexos proteicos intactos, identificação e localização de modificações 

pós-traducionais e quantificação absoluta e relativa de proteínas31,32,33,34,35,36,37. Em 

particular, o desenvolvimento de metodologias envolvendo cromatografia líquida de 

ultra-alta eficiência (UPLC) acoplada a MS para análises de misturas complexas de 

peptídeos advindos de digestão enzimática, contendo uma enorme diversidade de 

proteínas, aliada ao crescimento das ferramentas de bioinformática para busca em 

banco de dados possibilitou estudos de proteômica em larga escala, denominados de 

proteômica shotgun. 
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O interesse na ampla aplicação de MS para a caracterização de proteínas se 

deve às vantagens intrínsecas da técnica, como alta sensibilidade, rapidez, 

versatilidade, facilidade de operação e alta confiabilidade dos resultados. Essas 

características fazem com surjam novos desenvolvimentos em MS para análise de 

estruturas superiores (terciárias e quaternárias) de proteínas. Nesse âmbito, destacam-

se Troca de Hidrogênio/Deutério (HDX), Mapeamento Radicalar (Footprinting) e 

Ligação Cruzada (Cross-linking). 

HDX baseia-se no fato de que quando proteínas são solubilizadas em solvente 

deuterado, os hidrogênios lábeis da proteína trocam com o deutério do solvente38. Os 

hidrogênios das cadeias laterais dos aminoácidos que possuam os grupos SH, OH e 

NH trocam muito rapidamente e, portanto, não permitem determinação de sua cinética 

por MS. Os hidrogênios das ligações peptídicas (amida) da cadeia principal da 

proteína, por sua vez, apresentam uma faixa de 108 ordens de grandeza de velocidade 

de troca, dependendo do perfil de ligações de hidrogênio e, principalmente, do grau de 

exposição desses átomos ao solvente39,40. Após o experimento de troca, que deve ser 

realizado por diferentes intervalos de tempo para permitir o cálculo da cinética, o pH do 

meio reacional é modificado para uma faixa de 2 a 3 e a temperatura para 0 ºC de 

modo a evitar a troca reversa. Análises por MS podem ser realizadas tanto para 

proteína ou complexo proteico intacto, com o intuito de determinar o nível de 

incorporação do deutério, bem como na análise dos peptídeos, após digestão 

enzimática, com o objetivo de determinar a cinética de troca de cada uma das regiões 

da proteína. Como descrito anteriormente, para diminuir a taxa de troca reversa, após a 

reação deve-se baixar o pH e a temperatura. Essas condições são incompatíveis com a 

grande maioria das enzimas utilizadas para digestão, sendo que atualmente a única 

utilizada para esse tipo de experimento é a pepsina. Essa enzima apresenta baixa 

especificidade no pH utilizado, o que dificulta a identificação dos peptídeos obtidos por 

MS. Apesar das dificuldades apresentadas, HDX tem sido aplicada com sucesso para o 

estudo de enovelamento e estabilidade de proteínas41, mudanças conformacionais 

mediante interação com ligantes42,43 e no estudo de interação proteína-proteína44. 

O termo footprinting é o termo que refere a um grupo de técnicas baseadas na 

determinação do grau de exposição ao solvente de partes de uma macromolécula por 
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meio de reações de modificação química ou enzimática45,46. Dentro desse grupo vale 

destacar a importância que radicais hidroxilas (.OH) vêem recebendo nos últimos anos. 

Esses radicais apresentam reatividade frente à cadeia lateral dos aminoácidos de uma 

proteína, levando à modificação dessas cadeias por ligações covalentes. De modo 

simplificado, um experimento típico de footprinting consiste na exposição, tanto de uma 

proteína isolada quanto de um complexo proteína-proteína, a radicais hidroxilas por 

diferentes intervalos de tempo. As amostras são então submetidas à digestão 

enzimática e analisadas então por MS. Análises do tipo LC-MS/MS permitem identificar 

os sítios de oxidação, enquanto análises de LC-MS são utilizadas para quantificar as 

oxidações. Métodos computacionais podem ser subsequentemente utilizados para 

construção modelos tridimensionais do complexo47. O método de footprinting com 

geração de radicais hidroxila por meio de diferentes fontes de radiação tem permitido 

realizar estudos relacionados à estrutura de proteínas em solução48 e o seu 

desenovelamento49. 

 

1.4. Ligação Cruzada Acoplada a Espectrometria de Massas 
para o Estudo de Estruturas Superiores de Proteínas 

 

O fenômeno da ligação cruzada (cross-linking) compreende a união de duas 

espécies através da formação de uma ligação covalente, muitas vezes realizadas por 

intermédio de um agente de ligação cruzada (ALC). As espécies envolvidas em 

experimentos de ligação cruzada podem representar diferentes classes químicas, 

variando de proteínas e ácidos nucleicos a partículas sólidas, ou ainda diferentes 

regiões da mesma espécie como, por exemplo, ligação entre resíduos de uma mesma 

proteína. Um exemplo disso é a ligação cruzada presente em proteínas formando a 

ligação de dissulfeto entre resíduos de cisteína. 

No caso de estudos envolvendo proteínas ou complexos proteicos como alvo, o 

mais interessante é a realização de experimentos de ligação cruzada mediados por 

ALCs. Além disso, as interações de complexos não-covalentes podem ser muito fracas 

e, desse modo, são facilmente dissociadas, o que torna sua análise muito difícil. Assim, 
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do ponto de vista analítico, é muito interessante a estabilização desses complexos 

mediante a formação de ligações covalentes, uma vez que isso facilita a posterior 

purificação e caracterização do mesmo em condições mais adequadas, ao mesmo 

tempo que conserva as informações espaciais desejadas. As informações obtidas 

podem ser usadas então como base para a interrogação de um grande número de 

informações importantes desses complexos. 

ALCs são compostos orgânicos multifuncionais, contendo em geral dois grupos 

reativos, unidos por uma cadeia espaçadora de comprimento variável. No caso de 

proteínas, os ALCs são capazes de ligar covalentemente as cadeias laterais de 

resíduos de aminoácidos, de acordo com suas especificidades. Os grupos reativos 

podem ser idênticos (homobifuncionais) ou distintos (heterobifuncionais), permitindo 

maior versatilidade na especificidade de cada reagente. Os ALCs reagem com as 

cadeias laterais de dois resíduos de aminoácidos distintos que estejam espacialmente 

separados a uma distância máxima imposta pelo comprimento da cadeia espaçadora. 

Como exemplo de grupos reativos mais empregados em ALCs estão os reativos frente 

a aminas, álcoois e tióis, como ésteres de N-hidroxisuccinimida (NHS) e imodésteres; 

frente a ácidos carboxílicos, como carboiimidas; frente a álcoois como isocianatos; e 

específicos para tióis como maleiimidas. Dentre os ALCs disponíveis atualmente, os de 

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

principalmente a alta ocorrência de grupos amino em proteínas, sejam em resíduos de 

lisina ou no grupamento N-terminal da proteína. Os derivados de NHS são os 

reagentes mais utilizados atualmente devido aos rendimentos relativamente altos das 

reações e, principalmente, à facilidade de sua obtenção, bastando para isso reagir um 

haleto de ácido carboxílico com um NHS. Na Figura 6 temos a estrutura de alguns dos 

ALCs derivados de ésteres de NHS comumente utilizados em experimentos de ligação 

cruzada de proteínas, com as respectivas distâncias máximas que esses ALCs podem 

alcançar entre os grupos amino das lisinas. 



Introdução 
 

14 
 

 

Figura 9: Estruturas de ALCs derivados de ésteres de N-hidrosccinimida (NHS) com diferentes 
tamanhos na cadeia alifática. Os mais comuns são os com n = 3, 6 ou 8, que recebem as 

seguintes abreviaturas: DSG, DSS e DSSeb. As distâncias (Å) são baseadas de acordo com o 
fornecedor de cada ALC. 

 
Em 2000, Young e colaboradores propuseram pela primeira vez a utilização 

conjunta de ligação cruzada e MS para obtenção de informações estruturais de 

proteínas. Tais informações seriam provenientes do tamanho da cadeia espaçadora do 

reagente utilizado, onde a distância máxima entre dois resíduos ligados pelo ALC 

corresponderia ao comprimento do reagente. Caso o número dessas restrições 

espaciais fosse igual a N/10 (onde N é o número de resíduos da proteína), seria 

possível determinar o tipo de enovelamento por meio de métodos computacionais. 

Desse modo, foi proposta pela primeira vez a utilização de um método rápido e 

sensível baseado em ligação cruzada e MS para obtenção de informações estruturais 

de proteínas50. 

A Figura 7 mostra uma representação esquemática de como experimentos de 

ligação cruzada acoplada a MS são geralmente realizados. Primeiramente as proteínas 

são submetidas a reação com um determinado agente de ligação cruzada (ALC, 

representado em vermelho na etapa 1), seguido por digestão enzimática (2) e os 

peptídeos gerados são então analisados pela técnica de espectrometria de massas 

(3)Error! Bookmark not defined., sendo que a partir dessa etapa as análises 

realizadas são dependentes do tipo de informação desejada: pode-se simplesmente 

identificar as proteínas presentes em um complexo ou realizar a identificação exata dos 

Éster de
NHS

9,5
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com base nessas espécies, é possível verificar quais regiões de determinadas 

proteínas estão próximas de regiões das outras proteínas desse complexo. 

Embora a metodologia de ligação cruzada com análise por MS se mostre 

bastante promissora em fornecer informações estruturais de proteínas e complexos, há 

ainda vários desafios a serem vencidos para que ela se torne uma técnica de uso mais 

irrestrito tanto com relação ao tamanho do sistema quanto à variedade de proteínas.  

Um dos grandes dasafios da técnica é a detecção e identificação dos peptídeos 

modificados no digesto após a reação, uma vez que os mesmos sempre estão 

presentes em quantidades subestequiométricas na mistura65. Algumas estratégias têm 

sido desenvolvidas visando contornar esse problema, como o uso de ALC 

isotopicamente marcados,66,67,68ALC modificados com grupos visando purificação por 

cromatografia de afinidade69,70 e ALCs cliváveis71,72,73 que após a clivagem, as 

espécies de ligação cruzada se comportam como modificações convencionais. O uso 

de marcação isotópica, além de tornar a síntese do ALC cara, ainda duplica a 

complexidade do experimento. Limitações similares são apresentadas tanto pelos ALC 

cliváveis (necessidade de MS3) quanto aqueles com grupos de afinidade (perda da 

amostra por extensa manipulação)  

Outra deficiência da técnica de ligação cruzada/MS é que a extensa maioria dos 

reagentes disponíveis é reativa frente a grupos aminos disponíveis nos resíduos de 

lisina. Embora lisinas apresentem uma razoável frequência média nas proteínas, sua 

presença é muitas vezes restrita em proteínas específicas, criando a necessidade de 

se criar ALC com diferentes especificidades. 

 

1.1. O Complexo FERM/Miosina 
 

Nas doenças do coração, ocorre aumento da massa do miocárdio (hipertrofia) e 

alterações de forma e dimensão das câmaras cardíacas (remodelamento), 

consequência da atuação de fatores como redução da capacidade contrátil do 

miocárdio, aumento da volemia, aumento da resistência ao fluxo de sangue entre 

compartimentos ou combinações destes fatores. 
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Apesar de qualquer uma das câmaras cardíacas poderem apresentar hipertrofia 

e remodelamento, o maior interesse, pela frequência e importância clínica, se 

concentra na hipertrofia e remodelamento do ventrículo esquerdo, isto porque estas 

ocorrem independentemente de doença primária que os tenha originado, tendo grande 

impacto na evolução clínica de pacientes cardiopatas74 e representando fatores 

independentes de risco cardiovascular74,75. 

As alterações estruturais do miocárdio são atribuídas à ação complexa de 

fatores neuro-humorais (angiotensina II, catecolaminas, citocinas e fatores de 

crescimento) e biomecânicos em miócitos cardíacos e fibroblastos. Porém, estímulos 

mecânicos gerados em consequência de alterações primárias da capacidade contrátil, 

aumento da volemia e/ou aumento da resistência ao fluxo de sangue, são necessários 

para a instalação das alterações estruturais do miocárdio nas várias cardiopatias76. Em 

geral, o desenvolvimento da hipertrofia em miócitos cardíacos é caracterizado pela 

expressão de genes de resposta imediata, re-expressão de genes fetais, pelo aumento 

na síntese protéica e pelo aumento no volume celular77. 

Em miócitos ventriculares de ratos neonatos em cultura, o estiramento mecânico 

leva à ativação de múltiplos sistemas de segundo mensageiros78 Após o estiramento 

celular observa-se à ativação das fosfolipases C, D e A2; de tirosinoquinases, como a 

SRC e a quinase de adesão focal (FAK); das quinases ativadas por mitógenos (MAP-

quinases) e seus ativadores; da c-Jun N-terminal protein kinases (JNK); da proteína 

quinase C (PKC) e da P70 S6 quinase, entre outras78,79,80. Estas modificações 

decorrentes do aumento da tensão afetam a regulação do desempenho cardíaco e 

podem culminar no processo de hipertrofia celular81. 

Estudos prévios sobre mecanismos patogênicos da hipertrofia e insuficiência 

cardíacas desenvolvidos pelo grupo do Prof. Dr. Kleber G. Franchini82,83,84,85, com foco 

na sinalização celular ativada por estímulos mecânicos em miócitos cardíacos, 

demonstraram a importância crítica da sinalização pela quinase de adesão focal (FAK) 

para as alterações fenotípicas dos miócitos cardíacos em resposta a estímulos 

mecânicos. O conjunto dos dados obtidos sugere a FAK como alvo potencial para 

interferência no processo de transformação fenotípica de miócitos cardíacos em 

resposta a estímulos mecânicos 
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O domínio FERM interage de forma auto-inibitória com o domínio quinase89. A 

forma auto-inibitória da FAK parece ser mantida por diversos mecanismos, entre eles 

destacam-se a disposição do domínio FERM, que bloqueia a fosforilação dos resíduos 

tirosina 576 e 577 pela Src; o bloqueio físico da fenda catalítica aos substratos 

(promovido pela interação do domínio FERM com o quinase); além da inibição da 

autofosforilação do resíduo tirosina 397 que encontra-se sequestrado do sítio ativo pelo 

subdomínio F1 do domínio FERM89. A Figura 10 representa a estrutura tridimensional 

da conformação auto-inibitória da FAK. 

 

 
Figura 13: Estrutura tridimensional da conformação auto-inibitória da FAK. A estrutura é 
composta pelo domínio FERM, linker entre os domínios FERM e quinásico e o domínio 

quinase. 
 

A autofosforilação da tirosina 397, possivelmente regulada pelo posicionamento 

deste resíduo no domínio FERM, é um evento chave na ativação da FAK e também 

para a fosforilação de outros resíduos de tirosina importantes para sua função 

biológica90. A importância deste evento reside no fato de que a fosforilação da tirosina 

397 da FAK leva a criação de um sítio de alta afinidade para a ligação de proteínas 

com domínio SH2, incluindo aquelas da família das Src quinases (c-Src)91. Após a 

ligação da c-Src no sítio que contém a tirosina 397 fosforilada, Src fosforila outros 
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resíduos de tirosina da FAK86. A fosforilação das duas tirosinas localizadas na alça de 

ativação, tirosinas 576 e 577, potencializa sua atividade de quinase92. 

Estudos anteriores demonstraram que a FAK é rapidamente ativada por 

sobrecarga pressórica em cultura de células ventriculares de ratos neonatos e no 

próprio miocárdio82,83,84,85,93,94, sendo que esta ativação acompanha-se pela 

reprogramação do programa gênico, sendore-express os genes característicos do 

período fetal, como a β-MHC e o ANP em células ventriculares95.  

Além disso, vários estudos têm demonstrado que a FAK contribui para o 

processo de hipertrofia e remodelamento cardíacos82,95. Em estudos realizados por 

Fonseca e colaboradores94, através de análise de biblioteca de cDNA de coração de 

rato com o sistema duplo-híbrido em levedura, verificou-se a existência de interação 

entre a FAK e a região C-terminal da cadeia pesada da miosina  tipo II, sendo que o 

duplo-híbrido foi realizado com a utilização de uma isca que abrangia a região N-

terminal e a região catalítica da FAK. Esta interação foi confirmada por experimentos 

de imunomicroscopia eletrônica, por ensaios de precipitação com proteínas 

recombinantes e por imunoprecipitação em extratos provenientes de corações de ratos, 

ilustrados na Figura 1194. Neste contexto, sabendo-se que FAK responde à estímulos 

mecânicos e que, além de interagir com proteínas costaméricas, ela também pode 

interagir com a miosina sarcomérica, responsável por gerar e regular a tensão 

intracelular, é plausível sugerir que a ativação da FAK decorrente do estresse 

mecânico possa também depender da deformação da miosina sarcomérica e, 

consequentemente, que a interação com esta proteína do citoesqueleto sarcomérico 

possa contribuir para a manutenção da atividade basal da FAK em miócitos cardíacos. 
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3. Parte Experimental 

3.1. Reação de Ligação Cruzada 
 

O complexo proteico FERM/Miosina foi obtido em colaboração com o 

Laboratório Nacional de Biociências (LNBio) sob supervisão do Prof. Dr. Kleber G. 

Franchini. As proteínas foram clonadas e expressas individualmente, e no momento de 

extração e purificação as colônias de bactérias foram misturadas. A purificação foi 

realizada através de gel filtração, momento em que já se observa a formação do 

complexo proteico. O pico cromatográfico referente ao complexo FERM/miosina foi 

coletado e submetido à reação de ligação cruzada. 

O complexo proteico foi copurificado em tampão fosfato de sódio 50 mM pH 7,0, 

com concentração estimada de 6,5 mg/mL (dosada utilizando NanoDrop 2000, Thermo 

Scientific). O agente de ligação cruzada suberato de N-hidroxisuccinimidila (DSS, 

Sigma-Aldrich) foi dissolvido em DMF anidro de modo a obter uma concentração de 10 

mg/ml. Posteriormente uma alíquota desta solução foi adicionada a solução do 

complexo de modo a obter um excesso molar de 100 vezes de DSS, mantendo-se a 

concentração de DMF menor que 10%. A reação entre DSS e o complexo foi realizada 

a temperatura ambiente por duas horas. Retirou-se uma alíquota para análise em gel 

de eletroforese, o restante da amostra foi submetido à redução e alquilação das 

cisteínas seguido da digestão enzimática com tripsina (Promega). 

A redução das cisteínas foi realizada utilizando-se 100 µL da solução do 

complexo após a reação de ligação cruzada reagindo-se com 5 µL de uma solução de 

Ditrioteitol (DTT, Sigma-Aldrich) 10 mM preparada em tampão bicarbonato de amônio 

100 mM incubado por 30 minutos à 60 °C. Após o tempo reacional foi realizada a 
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alquilação das cisteínas reduzidas adicionando-se ao meio reacional 5 µL de solução 

de Iodoacetamida 50 mM preparada em tampão bicarbonato de amônio 100 mM 

incubado durante 30 minutos à temperatura ambiente. 

Para a digestão enzimática, utilizou-se proporção de 1:50 (m:m) de tripsina em 

relação ao complexo FERM/Miosina. A digestão foi realizada em 37°C por 16h. 

 

3.2. Fracionamento e Análise da Amostra 
 

A amostra foi fracionada utilizando-se cartucho Oasis HLB (Waters Co.). A 

amostra foi eluída em cinco frações utilizando-se como fase móvel acetonitrila e água, 

com aumento de acetonitrila nas proporções de 5, 10, 15, 20 e 70%. 

As amostras foram então analisadas por LC-MS/MS, utilizando-se o sistema 

cromatográfico nanoAcquity UPLC (Waters Co) com coluna BEH C18 AcquityWaters 

(100µmx 100 mm),acoplado ao espectrômetro de massas Waters Synapt HDMS 

(Waters Co.). Foram injetados 2µL de cada fração (30 pmol de proteína para cada 

injeção). A aquisição de dados foi realizada pelo modo DDA (Aquisição Dependente de 

Dados), onde a cada segundo o equipamento adquire um espectro de MS. No caso da 

presença de espécies multicarregadas, as três espécies mais intensas são 

fragmentadas na câmera de colisão (energia de colisão definida pela m/z e carga do 

precursor). 

Além do método default de DDA foi elaborado também outro método no qual a 

seleção dos íons para fragmentação era feita apenas para íons com carga acima de 

+3, isso porque as espécies modificadas pelo ALC apresentam sempre 3 ou mais 

cargas, fazendo com que o novo método fosse mais específico para as espécies de 

ligação cruzada, ajudando na identificação dessas espécies. 

Para verificar da presença e cobertura das proteínas os dados foram 

processados no software ProteinLynx Global Server (Waters Co.) e foi realizada busca 

no banco de dados utilizando-se o programa Mascot (Matrix Science), com os 

seguintes parâmetros: MSDB (banco de dados), 0,1 Da (erro nos modos MS e MS/MS), 

tripsina (protease), permitindo peptídeos com até 2 sítio de clivagem não-digeridos, 
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carbamidometil - cisteína (modificação fixa) e oxidação de metionina (modificação 

variável). 

Além disso, foi adicionada na lista de modificações do Mascot a massa 156,0786 

Da para resíduos de lisinas, essa massa é a massa monoisotópica da modificação 

causada quando o ALC forma uma espécie de dead end (adição de C8H13O3 e perda de 

um H). Dessa forma é possível utilizar o Mascot para busca de espécies hidrolisadas, 

utilizando-se uma modificação variável de 156,0786 Da. 

Para avaliação da presença de ligação cruzada os dados foram analisados 

manualmente e com o auxílio do software Crux for Xlink96. É importante ressaltar que 

para esse tipo de análise os softwares ainda não são muito eficientes, sendo 

imprescindível a análise manual dos espectros de massas. Para o software Crux for 

Xlink foram utilizados os seguintes parâmetros: modificação que o ALC causa nos 

peptídeos: 138,06 Da; modificação variável: 156,07 Da referente à espécies 

hidrolisadas que podem ocorrer junto com as espécies de inter- e intra- molecular; 

resíduo que sofre reação: lisina (K); enzima de digestão: tripsina; peptídeos com até 2 

sítio de clivagem não-digeridos e o banco de dados utilizado é gerado a partir das 

sequências do domínio FERM e da miosina que fazem parte do arquivo de entrada. 
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Inicialmente, as condições de reação cruzada foram otimizadas utilizando-se 

excessos molares de DSS de 10, 20 e 100 vezes mais com relação ao complexo 

proteico e tempos reacionais de 30 minutos, 1 e 2 horas. Os melhores resultados foram 

obtidos com a razão DSS:Proteína 100:1 e duas horas de reação. Trabalhos prévios do 

grupo já haviam mostrado de forma geral que a temperatura de 25 oC é a melhor 

temperatura para a ocorrência da reação de ligação cruzada, pois a 4 oC a reação é 

muito lenta e acima de 25 oC a hidrólise passa a ser muito competitiva, além de 

aumentar a possibilidade de degradação do complexo97. 

Nas condições ótimas de reação, observou-se no gel de SDS a formação do 

complexo FERM/Miosina covalentemente ligado em grande rendimento (Figura 13), 

não se observando nenhuma miosina sem estar ligada ao complexo. Pode-se observar, 

porém, um pouco de FERM não ligada devido provavelmente a um pequeno excesso 

dessa proteína na mistura. Outra característica do gel de SDS é a formação de uma 

banda difusa correspondente ao complexo covalentemente ligado. Isso é uma 

característica muito comum de proteínas que sofreram reações com ALC, pois o 

produto final corresponde a uma mistura de espécies moleculares contendo uma 

variada quantidade de ligações cruzadas e de modificações com dead-end, resultando 

em um grande número de espécies com massas ligeiramente diferentes entre sí. 

 
Figura 16: Gel de eletroforese do complexo FAK/Miosina, mostrando a formação do complexo 

covalente FAK/Miosina após a reação com DSS. 
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Uma vez formado o complexo covalente em grande rendimento, a amostra foi 

analisada seguindo uma análise de proteômica shotgun, ou seja, a mistura reacional 

total foi digerida com tripsina para que os peptídeos gerados pela digestão fossem 

analisados por LC-MS/MS em modo de aquisição dependente de dados (DDA). 

 

4.2. Mapeamentos das Espécies de Ligação Cruzadapara o Complexo 
FERM/Miosina 
 

A análise dos espectros de MS/MS mostrou a presença de várias espécies dead 

end em ambas as proteínas. Essas espécies fornecem informações sobre a exposição 

ao solvente dos resíduos reativos, neste caso os resíduos de lisina, de forma que se 

possa saber quais resíduos estão expostos ao solvente. A identificação dos peptídeos 

modificados com o ALC hidrolisado pode ser feita utilizando-se programas de buscas 

de banco de dados de proteínas convencionais, já que se tratam de modificações 

convencionais, para os quais há algoritmos desenvolvidos e implementados nesses 

programas. Neste trabalho, os peptídeos modificados foram identificados pelo 

programa Mascot Server licenciado em nosso laboratório. Após a análise, 23 resíduos 

de lisina foram identificados modificados pelo ALC, mostrando assim que esses 

resíduos estão expostos ao solvente e esses dados tem que ser levados em 

consideração na criação do modelo estrutural final do complexo. A Figura 14 mostra 

um espectro de MS/MS de umas das espécies de dead end encontradas, neste caso a 

modificação ocorreu em um peptídeo da miosina. 
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Figura 17: Espectro de ESI-MS/MS de uma espécie do tipo dead end de um peptídeo da 
miosina, o grupamento hidroxila representa o reagente de ligação cruzada hidrolisado. Os 

asteriscos azuis representam íons fragmentos que sofreram modificação pelo ALC formando 
uma espécie de dea end. 

 
 

É interessante notar que as espécies de dead end apresentam um padrão de 

fragmentação convencional, onde a modificação permanece intacta e os principais 

fragmentos são devidos ao rompimento da ligação peptídica (ligação amida). No 

espectro da Figura 14, os asteriscos em azul representam íons fragmentos que 

possuem a modificação causada pelo ALC, o que permite localizar o resíduo 

modificado, neste caso a lisina 2. Cabe salientar também que modificação da lisina 

impede a clivagem neste resíduo, pois a lisina deixa de ser reconhecida pela tripsina 

tanto pelo maior tamanho da cadeira lateral quanto pela perda da basicidade do grupo 

amino da cadeia lateral. 

A análise dos espectros de MS/MS mostrou também a presença de várias 

espécies inter-moleculares intra-proteínas. Essas espécies fornecem informações 

importantes com relação à distância entre aminoácidos na estrutura terciária de cada 

uma das proteínas, ou seja, sobre a estrutura terciária de cada componente individual 

do complexo. Além disso, essas espécies juntamente com espécies intra-moleculares 
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também nos fornecem informações acerca da acessibilidade do solvente, uma vez que 

a ligação cruzada só pode ocorrer em resíduos expostos ao solvente. A Figura 15 

apresenta um exemplo de um espectro de uma ligação cruzada inter-molecular entre 

peptídeos da miosina. 

 

 
Figura 185: Espectro de ESI-MS/MS de uma espécie inter-molecular entre peptídeos da 

miosina. Os asteriscos em vermelho representam íons fragmentos que possuem uma porção 
de cada cadeia peptídica ligadas entre si através do ALC, os asteriscos azuis representam íons 

fragmentos que sofreram modificação pelo ALC formando uma espécie de dead end. 
 

Observando-se a fragmentação dessa espécie nota-se que, além dos íons b e y 

regularmente encontrados nos espectros de fragmentação de peptídeos, ocorrem 

também fragmentações simultâneas das duas cadeias peptídicas, como exemplificado 

pelo íon fragmento y23αy5β de m/z 3332, onde duas fragmentações ocorreram: no 

resíduo 23 da cadeia alfa e também no resíduo 5 da cadeia beta, ambas formando íons 

y. Na nomenclatura de fragmentação de peptídeos com ligação cruzada, dá-se o nome 

de cadeia alfa ao maior peptídeo e de cadeia beta ao menor; assim para a espécie da 

Figura 15, a cadeia alfa é o peptídeo KVQHELDEAEERADIAESQVNKLR e o peptídeo 

beta o DIGAKK. 
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Além da fragmentação paralela, em alguns casos é observado ainda a formação 

de fragmentos internos, ou seja, íons com fragmentação em um único peptídeo em 

ambas as porções N- e C-terminal. Um exemplo desse tipo de íon é o de m/z 1509, que 

aparece em vermelho na Figura, onde na cadeia alfa ocorreu a fragmentação na 

porção N-terminal formando o íon y12α e também na porção C-terminal, formando o 

íon b22α. Ainda ligado a esse peptídeo, encontra-se um outro fragmento interno da 

cadeia beta, o y3b5β. Dessa forma, podemos chamar esse íon interno de y12b22α-

y3b5β. Íons internos são geralmente observados na fragmentação de peptídeos por 

MALDI, especialmente utilizando-se experimentos de alta energia de colisão, como nos 

instrumentos do tipo Q-TOF. Porém para peptídeos contendo ligação cruzada, essas 

espécies são formadas com uma certa frequência e tem que ser levadas em conta 

quando se faz a interpretação manual dos espectros98,99.Na Figura 15, os asteriscos 

em azul mostram ainda fragmentos que possuem a modificação causada pelo ALC 

formando dead end, como a região onde ocorre a reação entres os dois peptídeos está 

exposta ao solvente, é natural que a maior parte das lisinas dessa região sejam 

modificadas pelo ALC o que torna esses sítios inativos frente as clivagem da digestão 

enzimática, gerando uma combinação muito grande de peptídeos modificados e não 

modificados formando diferentes espécies, aumentando o número de possibilidades de 

espécies formadas o que dificulta tanto na atribuição quanto na identificação dos 

espectros de MS/MS. É importante ressaltar que ainda existem poucos softwares de 

identificação e atribuição de espécies de ligação cruzada e ao mesmo tempo os 

softwares ainda precisam de muito desenvolvimento, sendo imprescindível a busca e 

validação manual dos espectros de MS/MS. 

Outras espécies presentes são as ligações cruzadas intra-moleculares. Estas 

espécies nos fornecem informações acerca da acessibilidade do solvente sendo 

complementar a região de interação, além disso, nos fornece informações acerca do 

enovelamento da proteína, visto que para que essas espécies ocorram, os resíduos 

devem estar espacialmente próximos na sequência terciária. Uma vez que ligações 

cruzadas intra-moleculares requerem que os resíduos ligados estejam próximos na 

estrutura primária, a formação dessas espécies revela o enovelamento local daquela 

região, ou seja, revelam dados sobre a estrutura secundária da proteína. Para uma alfa 
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hélice, por exemplo, dois resíduos podem estar próximos na estrutura primária, mas 

diametralmente opostos na estrutura terciária, impedindo assim, a formação da ligação 

cruzada. A Figura 16 apresenta um exemplo de um espectro de uma ligação cruzada 

inter-molecular em um peptídeo da miosina. 

 

 
Figura 19: Espectro de ESI-MS/MS de uma espécie intra-molecularde um peptídeo da miosina. 

Os asteriscos em vermelho representam íon fragmentos que possuem modificação do ALC 
 

Observando-se o perfil de fragmentação apresentado no espectro de MS/MS da 

Figura 16 nota-se que o peptídeo apresenta uma fragmentação convencional à medida 

que a série b ou y aumenta, porém após a modificação deve-se somar à massa dos 

íons o valor da modificação causada pelo ALC, sendo que na região entre as lisinas 

modificadas a fragmentação nem sempre é observada. 

Por último, os esforços foram concentrados na identificação de espécies inter-

moleculares inter-proteínas, espécies estritamente relacionadas com a região de 

interação entre as duas proteínas. Essas são as espécies de maior conteúdo de 

informação estrutural do ponto de vista do complexo proteico uma vez que suas 

identificações permitem o mapeamento do domínio de interação. Foram encontradas 

DLQHRLDEAEQIALKGGKKQLQK
12 11 10 9                5  4  3 2   1  22

5      7  8  9 10 11 12 13   14

mass
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800

%

0

100 1207.56

201.12

84.07 1078.51
1007.50

878.44

724.85

516.32

311.20
509.33

329.15

650.33

760.40

979.49

1152.71

1335.61

2784.47

1336.80

2089.26
1519.701449.71

1392.83

1559.93

1756.00

1632.88

2048.32

1897.17

2669.39

2555.33
2174.48 2244.13

2467.62

2785.41

2804.71

y1 y2 y3

y4

y5

y9

y10

y11

y12
b5

b7

b8 b9

b11

b12

b13

b14

y22

[M+H]+1

b10

*

*

*

*
*



Resultados e Discussão 
 

34 
 

duas espécies inter-moleculares entre a miosina e o domínio FERM da FAK. Os 

espectros de MS/MS dessas espécies estão representados na Figura 17. 

 

 
Figura 20: Espectros de ESI-MS/MS de espécies inter-moleculares entre as proteínas miosina 

e o domíno FERM da FAK.Os asteriscos em vermelho representam íons fragmentos que 
possuem uma porção de cada cadeia peptídica ligadas entre si através do ALC. O asterisco em 

preto na sequência do peptídeo β do primeiro espectro de MS/MS indica a cisteína modicada 
no processo de alquilação, formando carboamidometil- cisteína. Os incertos nas figuras 

representam o padrão isotópico dos íons precursores antes da deconvolução dos espectros. 
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modelamento, tanto das proteínas individuais quanto do domínio de interação 

FERM/Miosina, objeto de estudo deste trabalho. Deve-se ressaltar ainda que a 

identificação de peptídeos com ligação cruzada inter-proteínas representa a primeira 

evidência experimental direta da interação entre o domínio FERM da FAK e a miosina. 

Essa interação já havia sido proposta baseada nos experimentos de duplo híbrido e 

pull-down, mas a interação direta entre as duas proteínas não havia sido ainda 

detectada. 

Para a determinação da região de interação e a criação do modelo molecular do 

complexo, é necessário se obter estruturas ou modelos dos componentes do complexo, 

o domínio FERM da FAK e da miosina. A estrutura do domínio FERM da FAK de Mus 

muculus foi criada a partir da estrutura de alta resolução da FERM de FAK de 

gallusgallus (PDB 2AL6) utilizando-se o programa Modeller (copyright 1989-2010 

Andrej Sali). Já a estrutura da miosina de Mus musculus foi obtida através da estrutura 

de alta resolução da porção C-terminal da tropomiosina da Saccharomyces cerevisiae 

(PDB 2EFR) utilizando-se também do programa Modeller. Essas estruturas e 

modelagens foram realizadas pelo grupo do Prof. Kleber Franchini. 

Utilizando-se as restrições de distância intra-proteínas mostradas na Figura 18, 

as estruturas geradas pelo programa Modeller foram validadas, de forma a verificar se 

as distâncias entre os resíduos ligados pelo ALC estavam dentro da distância permitida 

pelo DSS, que é de 11,4 Å. 

A partir dessas estruturas e de todos dos dados experimentais de ligação 

cruzada obtidos aqui, foi criado um modelo molecular que satisfizesse as restrições de 

distância das espécies mostradas na Figura 18. 

O primeiro passo foi utilizar as ligações cruzadas intra-proteína para validar os 

modelos obtidos pelo programa Modeller. A Figura 19a mostra a estruturas da FERM e 

da miosina com as ligações cruzadas intra-proteínas em destaque. Observa-se que 

todas as ligações cruzadas tem uma distância entre os átomos de nitrogênio dos 

grupos amino da cadeia lateral das lisinas menor que 11.4 Å, mostrando que o modelo 

gerado é compatível com todos os dados de ligação cruzada intra-proteína. Da mesma 

forma, a Figura 19b apresenta a estrutura do domínio FERM destacando as ligações 

cruzadas intra-proteína, mostrando que todas elas têm uma distância entre os grupos 
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amino menor que 11.4 Å. Embora a Figura 18 apresente 7 ligações cruzadas para a 

miosina e 6 para o domínio FERM, as estruturas modeladas não contém toda a 

sequência das proteínas, de forma que algumas das ligações cruzadas não estão 

presente nas estruturas da Figura 19. 

 

 

Figura 22:a) Modelo da Miosina mostrando as quatro ligações cruzadas intra-proteínas 
determinadas experimentalmente. b) Modelo da FERM mostrando as quatro ligações intra-

proteína determinadas experimentalmente. Em todas as ligações cruzadas, as distâncias entre 
os grupos aminos da cadeia lateral das lisinas estão a uma distância menor que 11.5 Å, 

distância da cadeia espaçadora do ALC DSS. 

 

Uma vez verificada a concordância dos modelos da FERM e da Miosina com as 

ligações cruzadas inter-proteínas, passou-se a analisar as duas ligações cruzadas 

inter-proteínas identificadas para criar um modelo molecular do complexo 

FERM/Miosina que satisfizessem essas duas restrições de distância entre as proteínas. 

O modelo final para esse complexo está mostrado na Figura 20. 

a)

b)
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Figura 230: a) Modelo representando a região de interação entre as proteínas miosina e o 

domínio FERM da FAK; b) Distância entre os resíduos de lisina que se ligaram pelo reagente 
de ligação cruzada. 

 
Como mostrado na Figura 20, as distâncias entre as lisinas das ligações 

cruzadas encontradas são de 8,5 e 11,7 Å, distâncias compatíveis com o alcance do 

reagente DSS utilizado. Além disso, no modelo não há nenhuma sobreposição de 

volume das proteínas constituintes, o que impediria a formação do complexo. Outro 

fato interessante é que a análise detalhada do complexo revela que a miosina se 

encaixa no domínio FERM através de uma fenda em sua estrutura, como ressaltado na 

Figura 21. A inserção da miosina na cavidade aumenta a área de contato entre as duas 

proteínas, aumentando a possibilidade de interações entre os aminoácidos das duas 

proteínas, levando a um aumento da força de interação entre as duas cadeias 

polipeptídicas. 

a)

b)

8,5

11,7
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Figura 24: Estrutura do domínio FERM onde é destacada a região de interação com a Miosina, 

mostrando que a região se trata de uma fenda ao longo da estrutura. 
 

Unindo todas as informações anteriores obtidas, é possível ainda montar um 

modelo mostrando todos os sítios de lisina que foram modificados, seja pela formação 

de espécies dead end como pela de ligação cruzada intra- e inter-moleculares intra-e 

inter-proteínas. Todas essas espécies juntas fornecem a informação de acessibilidade 

ao solvente, uma informação complementar à região de interação do complexo. A 

Figura 22 ilustra o mapeamento desses resíduos expostos na estrutura do modelo do 

complexo FERM/Miosina. 

 

 

Figura 25: Representação esquemática das regiões complementares propostas pelo modelo 
baseado nos dados de ligação cruzada, em laranja a região de interação e em azul as lisinas 

modificadas que estão expostas ao solvente. 
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Na Figura 22 as duas proteínas do complexo estão apresentadas afastadas uma 

da outra de forma a se poder visualizar melhor a região de interação (região em 

laranja). As áreas em azul representam as lisinas que foram modificadas pelo ALC 

formando dead end e espécies de ligação cruzada inter- e intra. É interessante notar 

que essas regiões são complementares e que nenhuma lisina exposta foi identificada 

na região de interação que, no complexo, não deve ser acessível ao solvente. 

Para confirmar o modelo do complexo FERM/Miosina obtida a partir dos dados 

de ligação cruzada, foram realizados experimentos de mutações sítio-dirigidas na 

região de interação proposta pelo modelo. Esses experimentos foram realizados pelo 

grupo do Prof. Kleber Franchini. A Tabela 1 mostra as mutações realizadas no FERM e 

a Figura 23 ilustra a localização dos resíduos mutados na estrutura do domínio FERM, 

assim como os resultados de pull-down realizados com esses mutantes. 

 

Tabela 1: Resíduos de aminoácidos mutados em cada um dos experimentos de mutação sítio 
dirigida para o domínio FERM. 

Mutação Sítio da mutação 

FERM-MUT 1 E128A/D131A/Q132A 

FERM-MUT 2 E128A/D131A/Q132A/D134A 

FERM-MUT 3 E128A/D131A/Q132A/D134A/Q135/E136 

FERM-MUT 4 E63A/E64A 

FERM-MUT 5 K256A 
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Apesar do sucesso do uso da metodologia de ligação cruzada acoplada a 

espectrometria de massas na caracterização estrutural do complexo FERM/Miosina, há 

ainda algumas dificuldades que se tornaram aparentes e que precisam ser resolvidas 

para que a técnica possa ter uma maior abrangência e ser usada de forma mais fácil e 

automática. 

Durante os experimentos de ligação cruzada foram obtidos 7823 espectros de 

MS/MS, dos quais 38 espectros foram identificados como sendo de espécies de ligação 

cruzada. Essa informação revela o que é tido hoje como o principal gargalo da técnica 

de ligação cruzada: a identificação das espécies de ligação cruzada frente a peptídeos 

regulares presentes na amostra. Isso acontece porque em uma amostra, após a reação 

com o ALC, a proporção estequiométrica de espécies modificadas pelo reagente com 

relação aos peptídeos regulares é muito baixa, fazendo com que as espécies contendo 

ligação cruzada apresentem uma intensidade muito menor quanto comparada aos 

peptídeos convencionais, como pode ser visualizado na Figura 24. 





Resultados e Discussão 
 

44 
 

convencionais são muito mais abundantes que os íons precursores dos peptídeos com 

ligação cruzada inter-molecular inter-proteína, identificadas pelas flechas em vermelho 

no histograma. Dessa forma nota-se que os íons precursores de espécies de ligação 

cruzada são bem pouco intensos, mostrando que a proporção estequiométrica dessas 

espécies é bem pequena com relação aos peptídeos regulares. Sob essa, ótica além 

do problema da detecção dessas espécies em si, há um outro problema associado 

frequente, como os íons precursores são pouco intensos, os espectros de MS/MS são 

pouco povoados e com uma relação sinal/ruído ruim, dificultando ainda mais a 

identificação e atribuição desses espectros. 

Além disso, os precursores das espécies de ligação cruzada apresentam uma 

massa muito maior que a de peptídeos convencionais, associados a uma carga 

também maior, geralmente entre 4+ e 6+. Neste contexto, a dissociação induzida por 

colisão é pouco eficiente, levando a espectros de fragmentação com uma cobertura de 

fragmentação relativamente baixa. Para essas espécies, a fragmentação baseada em 

elétrons (ECD e, principalmente, ETD) é uma alternativa muito mais interessante100. 

Finalmente, ligação cruzada se situa em uma área que ainda requer análise 

manual dos espectros e softwares que auxiliem na interpretação desses espectros 

ainda estão em fase inicial de desenvolvimento. O amadurecimento desses softwares 

irá, com certeza, expandir a aplicabilidade da metodologia. 

Mesmo com essas dificuldades, a técnica se mostrou bastante atraente em 

vários sentidos: 

1) Generalidade: como a análise é feita utilizando-se os protocolos padrões de 

proteômica shotgun, não há em princípio nenhuma limitação quanto ao 

sistema a ser estudado. O único ponto a ser destacado aqui é que quanto 

maior o sistema, maior a complexidade da amostra e um fracionamento mais 

extensivo se torna necessário; 

2) Consumo de amostra: ao todo, o experimento de proteômica shotgun 

requereu 150 picomols do complexo, mostrando que mesmo amostras com 

quantidade limitada são passíveis de serem analisadas pela técnica; 

3) Tempo de análise: com a automação da análise por softwares, no modelos 

dos softwares atuais para peptídeos regulares, a análise poderá ser feita em 
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apenas um dia após a aquisição dos dados. O tempo de aquisição dos dados 

no espectrômetro de massas também é rápido, em torno de uma hora por 

fração. Somado ao tempo de reação com o ALC e digestão, todo o 

procedimento pode ser realizado em poucos dias; 

4) Facilidade de uso: desde que se tenham softwares de qualidade, o grande 

número de espectrômetros de massas de alta resolução permite um fácil 

acesso à técnica, requerendo apenas reagentes simples, acesso a um 

espectrômetro de massas e um software de análise. 
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5. Conclusões 
 

Como mostrado nos resultados, foi possível mapear a região de interação entre 

as proteínas do complexo FERM/Miosina utilizando-se a técnica de ligação cruzada 

acoplada a espectrometria de massas. A identificação das espécies de ligação 

cruzada, assim como a identificação dos peptídeos modificados pelo reagente DSS, 

forneceram um conjunto de restrições de distância entre os aminoácidos e de 

acessibilidade ao solvente que permitiram a criação de um modelo do complexo a partir 

das estruturas individuais de cada proteína componente do complexo FERM/Miosina. O 

modelo proposto a partir dos dados de ligação cruzada foi ainda validado através das 

mutações na região de interação proposta. 

Essa abordagem integrativa viabilizou, portanto, o estudo deste complexo que 

não era passível de ser analisado pelos métodos de alta resolução. 

É importante ressaltar ainda que esses dados mostram pela primeira vez a 

interação direta entre as essas proteínas, localizando a região específica responsável 

pela interação das duas proteínas, o que é de fundamental importância para o 

entendimento das vias de sinalização das patologias em que as proteínas estão 

envolvidas. 

Finalmente, a técnica de ligação cruzada acoplada a espectrometria de massas 

mostrou um grande potencial para caracterização de proteínas e complexos proteicos, 

devido à série de vantagens apresentadas pela técnica, como baixo consumo de 

amostra, rapidez nos experimentos, relativa facilidade de uso e amostragem em 

solução. 

 

 



Referências Bibliográficas 
 

47 
 

 

 

  

 

 

6. Referências Bibliográficas 
 

                                                
1Zhang, S.; Jin, G.; Zhang, X. S.; Chen, L. Proteomics, 7, 2856-2869, 2007. 
2Nelson, D. L.; Cox, M. M. Lehninger Principles of Biochemistry, Fourth 
Edition.Cambridge, W. H. Freeman, 2004. 
3Keskin, O.; Gursoy, A.; Ma, B.; Nussinov, R. Chem. Rev., 108, 1225-1244, 2008. 
4Boehr D. D.; Wright P. E. Science, 320, 1429-1430, 2008. 
5 Robinson, C. V.; Sali, A.; Baumeister, W. Nature, 450 (13), 973-982, 2007. 
6Archakov, A. I.;Govorun, V. M.; Dubanov, A. V.; Ivanov, Y. D.; Veselovsky, A. V; Lewi, 
P; Janssen P. Proteomics, 3, 380-391, 2003. 
7 Gavin, A. C.; Bösche, M.; Krause, R.; Grandi, P.; Marzioch, M.; Bauer, A.; Schultz, J.; 
Rick, J. M.; Michon, A. M.; Cruciat, C. M.; Remor, M.; Höfert, C.; Schelder, M.; 
Brajenovic, M.; Ruffner, H.; Merino, A.; Klein, K.;Hudak, M.; Dickson, D.; Rudi, T.; Gnau, 
V.; Bauch, A.; Bastuck, S.; Huhse, B.; Leutwein, C.; Heurtier, M. A.; Copley, R. R.; 
Edelmann A.; Querfurth, E.; Rybin, V.; Drewes, G.; Raida, M.; Bouwmeester T.; Bork, 
P.; Seraphin, B.; Kuster, B.; Neubauer, G.; Furga, G. S. Nature, 415, 141-147, 2002. 
8 Vazquez, A.; Flammini, A.; Maritan, A.; Vespignani, A. Nature Biotech., 21, 697-700, 
2003. 
9Droit, A.; Poirier, G. G.; Hunter, J. M. J. Mol. Endocrinol., 34, 263-280, 2005. 
10Bonetta, L. Nature.468, 851-854, 2010. 
11 Sanchez, C.; Lachaize, C.; Janody, F.; Bellon, B.; Röder, L.; Euzenat, J.; 
Rechenmann, F.; Jacq, B. Nucleic AcidRes., 27, 89-94, 1999. 
12 Gavin, A. C.; Aloy, P.; Grandi, P.; Krause, R.; Boesche, M.; Marzioch, M.; Rau, C.; 
Jensen, L. J.; Bastuck, S.; Dumpelfeld, B.; Edelmann, A.; Heurtier, M. A.; Hoffman, V.; 
Hoefert, C.; Klein, K.; Hudak, M.; Michon, A. M.; Schelder, M.; Schirle, M.; Remor, M.; 
Rudi, T.; Hooper, S.; Bauer, A.; Bouwmeester, T.; Casari, G.; Drewes, G.; Neubauer, 
G.; Rick, J. M.; Kuster, B.; Bork, P.; Russell, R. B.; Superti-Furga, G. Nature, 440, 631-
636, 2006. 
13Guruharsha, K.G.; Rual, J. F.; Zhai, B.; Mintseris, J.; Vaidya, P.; Vaidya, N.; Beekman, 
C.; Wong, C.; Rhee, D. Y.; Cenaj, O.; McKillip, M.; Shah, S.; Stapleton, M.; Wan, H. K.; 
Yu, B.; Parsa, B.; Carlson, J. W.; Chen, X.; Hapadia, B.; Raghavan, K. V.; Gygi, S. P.; 
Celniker, S. E.; Obar. R. A.; Tsakonas, S. A. Cell, 147, 690-703, 2011. 
14Tafforeau, L.; Chantier, T.; Pradezynski, F.; Pellet, J.; Mangeot, P. E.; Vidalain, P. O.; 
Andre, P.; Combr, C. R.; Lotteau, V. Journal of Virology, 85 (24), 13010-13018, 2011. 



Referências Bibliográficas 
 

48 
 

                                                                                                                                                       
15Stelzl, U.; Worm, U.; Lalowski, M.; Haenig, C.; Brembeck, F. H.; Goehler, H.; 
Stroedicke, M.; Zenkner, M.; Schoenherr, A.; Koeppen, S.; Timm, J.; Mintzlaff, S.; 
Abraham, C.; Bock, N.; Kietzmann, S.; Goedde, A.; Toksöz, E.; Droege, A.; Krobitsch, 
S.; Korn, B.; Birchmeier, W.; Lehrach, H.; Wanker, E. E. Cell, 122, 957-968, 2005. 
16Stumpf, M. P. H.; Thorne, T.; Silva, E.; Stewart, R.; An, H. J.; Lappe, M.; Wiuf, C. 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 105, 6959-6964, 2008. 
17Dam, T. J. P.; Snel, B. PLoS Computational Biology, 4(7), 1-8, 2008. 
18Gabaldon, T.; Rainey, D.; Huynen, M. A. J. Mol. Biol., 348, 857-870, 2008. 
19Sprinzak, E.; Sattath, S.; Margalit, H. J. Mol. Biol., 327, 919-923, 2003. 
20Alber F.; Föster F.; Korkin D.; Topf M.; Sali A. Annu. Rev. Biochem., 77, 443-477, 
2008. 
21Sharon, M. J. Am. Soc. Mass Spectrometry, 21, 487-500, 2010. 
22Puglise J. D. Nature, 450, 1171-1172, 2007. 
23Andrej, S; Glaeser, R; Earnest, T; Baumeister, W.Nature, 422 , 216-225, 2003. 
24www.pdb.org, acessado em janeiro de 2012. 
25Davis, R; Frearson, M. Mass Spectrometry – Analytical Chemistry by Open Learning, 
John Wiley & Sons, London 1987. 
26Munson, M. S. B; Field, F.H. Chemical Ionization Mass Spectrometry. I. General 
Introduction1966. 
27Fenn, J.B; Mann, M; Meng, C. K; Whitehouse, C.M. Science, 246, 64–71, 1989. 
28Karas,M; Hillenkamp, F. Anal. Chem., 60, 2299–2301, 1988. 
29Kinter, M; Sherman, N. E. Protein Sequencing and Identification Using Tandem Mass 
Spectrometry, New York, John Wiley & Sons, 2000. 
30 Hu, Q; Noll, R. J; Li, H; Makarov, A.; Hardman, M.; Cooks, R. G. J. Mass Spectrom., 
40, 430–443, 2005. 
31Aebersold, R.; Goodlett, D. R. Chem. Rev., 101, 269–296, 2001. 
32Aebersold, R.; Mann, M. Nature, 422, 198–207, 2003. 
33 Patterson, S. D; Aebersold, R. Nature Genet., 33, 311–323, 2003. 
34 Steen, H.; Mann, M. Nature Rev. Mol. Cell Biol., , 5, 699–711, 2004. 
35 Yates III, J. R. Annu. Rev. Biophys. Biomol.Struct., 33, 297–316, 2004. 
36Domon, B.; Aebersold, R. Science, , 312, 212–218, 2006. 
37Cravatt, B. F; Simon, G. M; Yates III, J. R. Nature, , 450, 991–1000, 2007. 
38Engen, J.R. Anal. Chem., 81, 7870-7875, 2009. 
39Marcsisn, S. R.; Engen, J. R. Anal.Bioanal.Chem., 397, 967-972, 2010. 
40Yan, X.; Watson, J.; Ho, P. S.; Dainzer, M. L. Mol. Cell.Proteomics, 3, 10-23, 2004. 
41 Rand, K. D.; Pringle, S. D.; Murphy III, J. P.; Fadgen, K. E.; Brown, J.; Engen, J. R. 
Anal. Chem., 81, 10019-10028, 2009. 
42 Wei, H.; Ahn, J.; Yu, Y. Q.; Tymiak, A.; Engen, J. R.; Chen, G. J American Soc. For 
Mass Spectrom.,  noprelo, 2012. 
43Iacob, R. E.; Zhang, J.; Gray, N. S.; Engen, J. R. PLoS One, 6 (1), e15929, 1-10, 
2011. 
44Chen,S.; O’Reilly, L. P.; Smithgall, T. E.; Engen, J. R. J. Mo.Biol., 383 (7), 414-423, 
2008. 
45Takamoto K.; Chance M. R. Annu. Rev. Biophys. Biomol.Struct., 35, 251-275, 2006. 
46Xu G.; Chance M. R. Chem. Rev., 107, 3514-3543, 2007. 
47Kamal, J. k. A.; Chance, M. R. Protein Sci., 17, 79-94, 2008. 

http://www.pdb.org/


Referências Bibliográficas 
 

49 
 

                                                                                                                                                       
48Zheng, X.; Wintrode, P. L.; Chance, M. R. Structure, 16, 38-51, 2008. 
49Maleknia, S. D.; Downard, K. M. eur.J.Biochem.,268, 5578-5588, 2001. 
50 Young, M. M.; Tang, N.; Hempel, J. C.; Oshiro, C. M.; Taylos, E. W.; Kuntz, I. D.; 
Gibson, B. W.; Dollinger, G. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 97, 5802-5806, 2000. 
51 Hung, B. X.; Kim, H. Y.; Dass, C. J. Am. Soc. Mass Spectrom.,15, 1237-1247, 2004. 
52Dihazi, G. H.; Sinz, A. Rapid Commun.Mass Spectrometry, 17, 2005-2014, 2003. 
53 Lee, Y.J.; Lackner, L. L; Nunnaru, J. M.; Phinney, B. S. Journal Proteome Res., 6, 
3908-3917, 2007. 
54 Chen, Z. A.; Jawhari, A.; Fischer, L.; Buchen, C.; Tahir, S.; Kamenski, T.; 
Rasmussen, M.; Lariviere, L.; Bukowski-Wils, J. C.; Nilges, M.; Cramer, P.; Rappsilber, 
J. EMBO J., 29, 7117-726, 2010. 
55 El-Shafey, A.; Tolic, N.; Young, M. M.; Sale, K.; Smith, R. D.; Kery, V. Protein Sci., 
15, 429-440, 2006. 
56Kitatsuji, C.; Kurogochi, M.; Nishimura, S. I.; Ishimori, K.; Wakasugi, K. Journal Mol. 
Biol., 368, 150- 160, 2007. 
57 Carven, G. J.; Stern, L. J.Biochemistry, 44,13625-13637, 2005. 
58 Huang, B. X.; Kim, H. Y. Mol. Cell.Proteomics, 5, 1045-1053, 2006. 
59Gertz, M.; Seelert, H.; Dencher, N. A.; Poetsch, A. Biochim.Biophys. Acta, 1774, 566-
574, 2007. 
60Maiolica, A.; CittaroD.; Borsotti, D. Sennels, L.; Ciferri, C.; Tarricone, C.; Musacchio, 
A.; Rappsilber, J. Mol. Cell. Proteomics, 6, 2200-2211, 2007. 
61Ahrman, E.; Lambert W.; Aquilina, J. A.; Robinson, C. V.; Emanuelsson, C. S. 
Proetein Sci., 16, 1464-1478, 2007. 
62Gabant, G., Augier, J.; Armengaud, J. Journal Mass. Spectrom.,43, 360-370, 2008. 
63 Baker, D. L.; Seyfriend, N. T.; Li, H.; Orlando, R.; Terns, R. M.; Terns, M. P. 
Biochemistry, 47, 1500-1510, 2008. 
64Singh, P.; Panchaud, A.; Goodlett, D. R. Anal.Chem., 82, 2636-2642, 2010. 
65 Singh, P; Panchaud, A.; Goodlett, D. R. Anal.Chem., , 82, 2636–2642, 2010. 
66Sinz, A. Angew. Chem., , 46, 660-662, 2007. 
67Petrotchenko, E. V.; Serpa, J. J.; Borchers, C. H. Molecular and Cellular 
Proteomics.10, 2011. 
68Petrotchenko, E. V.; Serpa, J. J.; Borchers, C. H. Analytical Chemistry, 82(3),817-823, 
2010. 
69Chowdhrury, S. M.; Du, X.; Tolic, N.; Wu, S.; Moore, R. J.; Mayer, M. U.; Smith, R. D.; 
Adkins, J. Analytical Chemistry. 81, 5524-5532, 2009. 
70Hoopmann, M. R.; Weisbrod, C. R.; Bruce, J. E. Journal of Proteome Reasearch.9, 
6323-6333, 2010. 
71 Yang, L.; Tang, X.; Weisbrod, C. R.; Munske, G. R.; Eng, J. K.; Haller, P. D.; Kaiser, 
N. K.; Bruce, J. E. Analytical Chemistry. 82, 3556-3566, 2010. 
72 Muller, M. Q.; Dreiocker, F.;Ihling, C. H.; Schafer, M.; Sinz, A. Analytical Chemistry, 
82, 6958-6968, 2010. 
73 Kao, A.; Chiu, C.; Velluccis, D.; Yang, Y.;Patel, V. R.; Guan, S.; Randall, A.; Baldi, P.; 
Rychnovsky, S. D.; Huang, L. Molecular and Cellular Proteomics.10, 2011. 
74 Levy, D.; Garrison, R. J.; Savage, D. D.; Kannel, W. B.; Castelli, W. P. N. Engl. J. 
Med.,322, 1561-1566, 1990. 



Referências Bibliográficas 
 

50 
 

                                                                                                                                                       
75 Sutton, J. M.; Ellis, S. G.; Roubin, G. S.; Pinkerton, C, A.; King, S. B. Circulation, 89, 
1126-1137, 1994. 
76Lorell, B. H.; Carabello, B. A. Circulation, 102.470-479, 2000. 
77Sussman, M. A.; McCulloch, A.; Borg, T. K. Circ. Res., 91.888-898, 2002. 
78Sadoshima, J.;Izumi, S. EMBO J., 12. 1681-1692. 1993. 
79Sadoshima, J.; Takahashi, T.; Jahn, L.; Izumo, S. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89, 
9905-9909, 1992. 
80Yamazaki, T.; Komuro, I. Kudoh, S.; Zou, Y.;Shiojima, I.; Mizuno, T.; Takano, H.; Hiroi, 
Y.; Ueki, K.; Tobe, K. J. Clin. Invest.,96, 438-446, 1995. 
81Rooij, J.; Kerstens, A.; Danuser, G.; Schwartz, M. A.; Waterman-Storer, C. M. J. 
Cell.Biol., 171, 153-164, 2005. 
82 Clemente, C. F.; Corat, M. A.; Saad, S. T.; Franchini, K. G. Am. J. Physiol. Reg. 
Integr. Comp. Physiol, 289, R862-870, 2005. 
83Domingos, P. P.; Fonseca, P. M.; Nadruz, W. Jr.; Franchini, K. G. Am. J. Heart Circ. 
Physiol., 282, H556-564, 2002. 
84 Franchini, F. G.; Torsoni, A. S.; Soares, P. H.; Saad, M. J. Circ. Res., 87, 558-565, 
2000. 
85Kobarg, C. B.; Kobarg, J. Crosara-Alverto, D. P.; Theizen, T. H.; Franchini, K. G. 
FEBS Lett., 579, 2615-2622, 2005. 
86Mitra, S. K., Hanson, D. A. Schlaepfer, D. D.Nat. Rev. Mol. Cell. Biol., 6, 56-68, 2005. 
87 Hauk, C. R.; Sieg, D. J.; Hsia, D. A.; Loftus, J. C.; Gaarde, W. A.; Monia, B. P. 
Schlaepfer, D. D. Cancer Res., 61, 7079-7090, 2001. 
88Wang, H.B., Dembo, M., Hanks, S.K., Wang, Y. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 98, 
11295-11300, 2001. 
89Lietha, D.; Cai, X.; Ceccarelli, D. F.; Li, Y.; Schaller, M. D.; Eck, M. J. Cell, 139, 1177-
1187, 2007, 
90Toutant, M., Costa, A., Studler, J.M., Kadare, G., Carnaud, M., Girault, 
J.A.Mol.Cell.Biol., 22, 7731-7743, 2002. 
91 Cobb, B.S., Schaller, M.D., Leu, T.H., Parsons, J.T. Mol. Cell. Biol., 14, 147-155, 
1994. 
92Calalb, M. B.; Polte, T.r.; Hanks, S. K. Mol. Cell.Biol., 15, 954-963, 1995. 
93 Marin, T.M., Clemente, C.F., Santos, A.M., Picardi, P.K., Pascoal, V.D., Lopes-
Cendes, I., Saad, M.J., Franchini, K.G.Circ. Res., 103, 813-824, 2008. 
94 Fonseca, P.M., Inoue, R.Y., Kobarg, C.B., Crosara-Alberto, D.P., Kobarg, J., 
Franchini, K.G.Circ. Res., 96, 73-81, 2005. 
95 Torsoni, A.S., Constancio, S.S., Nadruz, W., Jr., Hanks, S.K., Franchini, K.G. 
Circ.Res.93,140-147,2003. 
96McIlwain, S.; Draghicescu, P.; Singh,P.; Goodlett, D. R.; Noble, W. S. Journal of 
Proteome Reasearch., 9, 2488–2495, 2010. 
97Pilau, E. J. Desenvolvimentos Metodológicos em Proteômica Estrutural por 
Espectrometria de Massas. Campinas-SP. UNICAMP. 2010. 122 pg. Tese de 
Doutorado, Instituto de Química. 
98 Iglesias, A. H.; Utilização de espectrometria de massas, ligação cruzada (cross-
linking) e footprinting no estudo de interações proteína-proteína. Campinas-SP. 
UNICAMP. 2009. 170 pg. Tese de Doutorado, Instituto de Química. 



Referências Bibliográficas 
 

51 
 

                                                                                                                                                       
99 Santos, L. F. A. Uso de espectrometria de massas e mobilidade ionica na 
caracterização de peptídeos provenientes de experimentos de ligação cruzada. 
Campinas-SP. UNICAMP. 2011, 151 pg. Tese de doutorado, Instituto de Química. 
100 Santos, F. L.; Eberlin, M. N.; Gozzo, F. C. J. Mass Spectrom.,46(3), 262-268, 2011. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Anexo 
 

52 

 

Anexo 

Em anexo encontra o artigo onde foi publicado parte desse trabalho. 
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