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Resumo 

 

UTILIZAÇÃO DE ESPECTROMETRIA DE MASSAS, LIGAÇÃO 

CRUZADA (CROSS-LINKING) E FOOTPRINTING NO ESTUDO DE 

INTERAÇÕES PROTEÍNA-PROTEÍNA 

 

A Espectrometria de Massas (MS) é hoje a principal técnica de 

caracterização de estrutura primária de proteínas devido às vantagens 

intrínsecas da técnica. As técnicas de cross-linking e footprinting visam 

desfrutar de tais vantagens para obtenção de informações estruturais de 

complexos protéicos. Nesse projeto foram realizados estudos de fragmentação 

de peptídeos contendo como cross-linker o DSS, reagente mais utilizado para 

esse propósito. Os mecanismos de fragmentação foram propostos baseados na 

dissociação de peptídeos modelos sintetizados para gerar espécies que 

mimetizassem experimentos com proteínas. Esses estudos permitiram a 

identificação de íons marcadores, que foram posteriormente utilizados em 

experimentos de Varredura de Íons Precursores para auxiliar na detecção de 

peptídeos modificados. Para realização dos experimentos de footprinting, foi 

desenvolvida uma linha de luz no LNLS. Posteriormente, foi proposto um 

novo método de quantificação de cinética de oxidação baseado nos dados de 

LC-MS, levando em consideração todos os produtos de oxidação formados. 

Esses métodos foram utilizados no estudo de interação das proteínas Tif34 e 

Tif35 do fator de iniciação de tradução de Saccharomyces cerevisiae. Os 

resultados obtidos indicam que Tif34 apresenta dois possíveis sítios de 

interação para a proteína Tif35. 
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Abstract 

 

USE OF MASS SPECTROMETRY, CROSS-LINKING AND 

FOOTPRINTING IN THE STUDY OF PROTEIN-PROTEIN 

INTERACTIONS 

 

Mass Spectrometry (MS) is the most important tool for analyses related 

to protein primary structure. Cross-Linking and footprinting aim to bring those 

advantages to gain insights in the spatial structure of protein complexes. In 

this work the fragmentation of peptides containing DSS, the most used cross-

linker, was studied. Fragmentation mechanisms were proposed based on the 

dissociation of model peptides which were synthesized in order to generate 

species that would resemble species found in experiments with proteins. 

Diagnostic ions were identified which allowed the use of Precursor Ion Scan 

to detect those species. In order to perform footprinting experiments, a new 

beamline was developed at the LNLS. A new method for quantitation of 

oxidation kinetics was developed based on LC-MS analysis, which considers 

every single oxidation product that can be generated. Those methods were 

thereafter used in the study of the interaction between Tif34 and Tif35, 

proteins which compose a translation initiation factor of Saccharomyces 

cerevisiae. The results indicate that Tif34 presents two different sites for the 

interaction with Tif35. 
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I INTRODUÇÃO 

I.1 PROTEÍNAS E COMPLEXOS PROTÉICOS 

 

Proteínas constituem um dos tipos de macromoléculas biológicas mais 

abundantes, versáteis e complexas. Sua complexidade se deve ao fato de que 

estas podem ser constituídas por diferentes seqüências de aminoácidos que 

podem ou não estar modificados, além de apresentarem uma ampla faixa de 

tamanho (variando de alguns poucos kDa a alguns MDa) e estruturas. Em 

decorrência dessa diversidade, são atribuídas a essas macromoléculas as mais 

diversas funções, tais como catálise (enzimas em geral), transporte (desde 

moléculas simples como O2 até outras proteínas), estrutura, defesa 

(anticorpos), dentre outras.1  

Com o fim do seqüenciamento de genomas de inúmeros organismos ao 

longo das últimas duas décadas, foi possível obter seqüências de um grande 

número de proteínas, muitas das quais eram desconhecidas até o momento. A 

informação contida na seqüência desses genes é fundamental na 

caracterização evolucionária e funcional de genes correlatos assim como na 

identificação de produtos genéticos envolvidos em doenças. Por outro lado, o 

conhecimento somente da seqüência primária das proteínas não é suficiente 
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para a caracterização dos mecanismos bioquímicos fundamentais à 

sobrevivência de todas as células, tanto do ponto de vista das funções que uma 

proteína pode exercer como do modo que elas a executam.2,3 Com isso, 

interpretação dos mecanismos de ação de proteínas, avaliação de padrões de 

evolução e o desenho de novas drogas são dependentes do conhecimento da 

estrutura espacial dessas macromoléculas.4,5  

Uma das principais características das proteínas é que muitas de suas 

funções celulares tais como replicação de DNA, transcrição, tradução, 

splicing, secreção e controle de ciclo celular não são realizadas 

individualmente, mas na forma de complexos protéicos, que podem variar 

desde pequenos oligômeros (dímeros, trímeros) a complexos formados por 

dezenas de cadeias polipeptídicas e com a presença de ácidos nucléicos e 

cofatores.6,7,8,9,10,11,12,13 Isso pode ser resultado tanto de uma determinada 

mudança conformacional induzida pelo ligante quanto pelo fato de a proteína 

no estado ligado adquirir uma conformação adequada para realização de sua 

função.14 Desse modo, interações entre proteínas, descritas como sociologia 

molecular da célula, são vitais para a manutenção de qualquer processo 

biológico e, conseqüentemente, da vida de determinado organismo.9  

A determinação do modo de interação entre proteínas (composição, 

cinética, estequiometria, termodinâmica) pode trazer um grande número de 

informações que auxiliariam na compreensão de inúmeros problemas 

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 muitas doenças podem estar relacionadas a ausência das 

condições necessárias para a formação de complexos protéicos; esse fato fez 

com que interações proteína-proteína tenham se tornado alvos de muitas 
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drogas nos últimos anos.13,15 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) 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 

biológicas.16 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 facilitado.17,18,19  

Em virtude dos fatos mencionados acima, os últimos anos presenciaram 

uma busca incessante pela rede total de interações moleculares em vários 

organismos, denominada interactoma.20 Espécies como S. cerevisiae21, D. 

melanogaster22, C. elegans23 e H. sapiens24 tiveram suas redes de interação 

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

importância dessas redes é tão grande que estudos recentes demonstram que o 

tamanho do interactoma – e não o número de genes – está correlacionado com 

a complexidade dos organismos. Se por um lado, os seres humanos 

apresentam genoma somente 50% maior que o de C. elegans, seu interactoma 

é cerca de 300% maior (Figura 1).25 
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Figura 1 - (A) Gráfico de correlação entre o número de proteínas e o tamanho estimado do interactoma 

(referência 25). (B), (C) e (D) Representação esquemática dos interactomas de C. elegans23, D. 

melanogaster22 e H. sapiens24 respectivamente. 

 

I.2 MÉTODOS DE CARACTERIZAÇÃO ESTRUTURAL DE 

PROTEÍNAS E SUAS INTERAÇÕES 

 

Interações proteína-proteína constituem uma das mais complexas, 

diversas e impactantes interações macromoleculares nas células. Em virtude 

da importância dessas interações, muito esforço tem sido dedicado ao 

desenvolvimento de drogas que atuem nesse sentido. Entretanto, são muitas as 



I - Introdução 5

 

dificuldades na determinação do modo de interação entre essas moléculas, 

dentre as quais está no grande número de possibilidades: um organismo 

simples como a levedura, capaz de expressar aproximadamente 6000 genes, 

pode apresentar potencialmente 18 milhões de interações binárias, sendo que 

somente uma pequena fração dessas ocorre nas células. Além disso, muitas 

dessas interações são transientes, instáveis ou reguladas por modificações pós-

traducionais, o que dificulta sua detecção.26 Em virtude desses fatores, estudos 

de interactoma realizados recentemente para a levedura levaram a resultados 

com muitas diferenças, principalmente no que diz respeito à composição 

desses complexos.  

Do ponto de vista estrutural, a região de contato entre duas proteínas é 

cerca de 3 a 10 vezes maior que no caso de interações proteína-moléculas 

pequenas. Além disso, essa região de contato em geral é aproximadamente 

plana (sem canais ou bolsões) como no caso de interações com moléculas 

menores. Salvo algumas exceções, muitas das interações entre as proteínas 

não envolvem seqüências contínuas na cadeia primária, de modo que mesmo 

peptídeos presentes na superfície de interação não são capazes de romper essa 

interação.27  

As técnicas de caracterização de complexos protéicos disponíveis 

atualmente podem ser divididas nos seguintes grupos28,29 (Figura 2): técnicas 

de estrutura primária, alta resolução, média resolução, baixa resolução/sonda e 

computacionais. Técnicas de caracterização de estrutura primária não 

fornecem nenhum tipo de informação espacial acerca do complexo de 

interesse, limitando-se a definir somente quais são as proteínas constituintes. 

A MS é hoje uma das principais ferramentas para identificação de parceiros de 

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

(Seção I.3).  
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Figura 2 – Classificação dos diversos métodos de caracterização de complexos protéicos (referência 28).  

 

As técnicas de baixa resolução/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. Embora essas técnicas sejam em geral 

sensíveis, rápidas, relativamente simples e de fácil acesso, a resposta obtida 

em geral é insuficiente por si só para caracterização mais profunda do sistema. 

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). 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. 
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Atualmente existem duas técnicas estabelecidas para determinação 

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

Magnética Nuclear (RMN) e Cristalografia de Proteínas (CRP). Entretanto, 

ambas as técnicas apresentam um grande número de limitações que impedem 

seu uso irrestrito para qualquer tipo de proteína, dentre as quais se destacam 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 disso, as técnicas disponíveis atualmente restringem o 

tamanho máximo da amostra a aproximadamente 50 kDa, o que muitas vezes 

representa a massa de um único componente do complexo. A parte 

experimental é cara, devido à necessidade de meios de cultura enriquecidos 

com diferentes isótopos e tanto o experimento quanto a análise dos dados são 

processos longos e muito pouco automatizados. A CRP por sua vez requer que 

a amostra esteja na forma de monocristal, o que constitui a principal limitação 

da técnica. Mesmo que o cristal apresente boas características de difração, a 

obtenção da estrutura (que assim como no caso de RMN, é feita em grande 

parte de forma manual) não está garantida, uma vez que em vários casos não 

se faz possível a resolução do problema das fases. Finalmente, a estrutura 

obtida por CRP é uma estrutura estática e não necessariamente representativa 

do sistema em solução.30  

Um grande exemplo das dificuldades dessas técnicas na obtenção de 

dados estruturais de proteínas e complexos protéicos pode ser encontrado nos 

dados do New York Structural Genomics Research Consortium - NYSGRC 

(www.nysgrc.org), um grupo de pesquisa constituído por cinco instituições 

diferentes, cujo objetivo geral consiste no estudo estrutural (por CRP) e 
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funcional de proteínas com alta capacidade de análise. A Figura 3 apresenta os 

resultados obtidos pelo NYSGRC desde a época de sua criação (Janeiro de 

1999): é interessante notar que dos quase 15000 alvos selecionados para o 

estudo, somente cerca de 2000 apresentam estrutura resolvida em 9 anos, uma 

taxa de sucesso de aproximadamente 13%. Vale ressaltar ainda que o 

NYSGRC apresenta uma das maiores taxas de sucesso dentre todos os 

consórcios de genômica estrutural do mundo. Essa figura demonstra as 

limitações dos métodos atuais em biologia estrutural ao mesmo tempo em que 

suscita o desenvolvimento de novas metodologias para esse objetivo. 
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Figura 3 – Estatísticas do NYSGRC: das aproximadamente 15000 proteínas selecionadas para o estudo, cerca 

de apenas 5% apresentam estruturas depositadas no PDB. 
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I.3 MÉTODOS BASEADOS EM MS PARA CARACTERIZAÇÃO 

ESTRUTURAL DE PROTEÍNAS E SUAS INTERAÇÕES 

 

Desde o início da década de 60, houve um interesse na utilização de MS 

para a análise de proteínas, principalmente devido às vantagens intrínsecas da 

técnica, tais como alta sensibilidade, rapidez de análise e especificidade. 

Embora tenha havido relativo sucesso, principalmente com a utilização de 

FAB (Fast Atom Bombardment) como fonte de íons a partir da década de 80, 

essas análises restringiam-se a pequenos peptídeos derivatizados e muitas 

vezes necessitavam de experimentos de Degradação de Edman para a 

confirmação dos resultados.31  

No fim da década de 80, a análise de peptídeos e proteínas por MS deu 

um grande salto de qualidade, com o desenvolvimento das técnicas de 

ionização de ESI32 e MALDI33, que permitiam a ionização e volatilização 

dessas macromoléculas com alta eficiência e sem a necessidade de 

derivatização.34 Vale ressaltar nesse ponto que o desenvolvimento dessas 

técnicas também contribuiu significativamente para a melhoria dos 

analisadores de m/z, com o desenvolvimento na década de 90 de equipamentos 

comerciais dos tipos ion trap, Q-Tof e Tof-Tof.31 Desse modo, esse período 

presenciou uma grande quantidade de artigos explorando os diferentes tipos de 

informação que poderiam ser obtidos pela análise de proteínas e peptídeos por 

MS. 

Em 1989, Hunt demonstrou a possibilidade de seqüenciamento de 

peptídeos gerados por ESI mediante Dissociação Induzida por Colisão 

(CID).35 Esse trabalho foi seguido por outros demonstrando o seqüenciamento 

de peptídeos endógenos36 e proteínas digeridas por tripsina e analisadas por 
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LC-MS/MS37. Simultaneamente, experimentos de seqüenciamento foram 

conduzidos em peptídeos gerados por MALDI/Post-Source Decay (PSD), 

onde inicialmente a dissociação dessas espécies não ocorria por meio de 

fragmentação, mas por decaimento de energia resultante do processo de 

ionização.38 Esses achados levaram ao desenvolvimento de algoritmos de 

busca em banco de dados que permitiam a identificação de proteínas tanto em 

experimentos de MS39,40,41 quanto MS/MS42,43. A partir desse momento, MS 

tornou-se 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 pós-traducionalmente 

(fosforilação e sulfonação, por exemplo) bem como a análise de espécies 

bloqueadas no N-terminal, o que era impossível até então por Degradação de 

Edman.44 No fim da década de 90, surgiram métodos que permitiam a análise 

quantitativa diferencial de proteínas por MS.45,46 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, seqüenciamento, identificação e localização de 

modificações pós-traducionais e quantificação.47,48,49,50,51,52,53 Em virtude 

desse sucesso, seria muito interessante utilizar as vantagens intrínsecas da 

técnica de MS no estudo de interações proteína-proteína. Vários métodos 

foram desenvolvidos com o intuito de identificar parceiros de 

interação54,55,56,57, campo esse onde a MS rapidamente se destacou dentre as 

técnicas disponíveis, mas como esses métodos não fornecem informações 
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espaciais acerca dos complexos protéicos, eles não serão discutidos nesse 

ponto. 

Alguns anos após o desenvolvimento das técnicas de ionização de ESI e 

MALDI foi possível observar que essas técnicas eram suficientemente suaves 

para a manutenção, ao menos em parte, da estrutura de complexos protéicos 

em fase gasosa.58,59,60 Inicialmente, os primeiros trabalhos mostravam que em 

muitos casos, interações proteína-ligante podiam ser mantidas em fase gasosa 

desde que o processo de ionização fosse realizado em condições controladas.61 

Anos mais tarde, foi possível observar que essas interações também poderiam 

ser mantidas quando as espécies fossem analisadas por MALDI.62 Entretanto, 

embora a ionização por MALDI fosse um processo energicamente suave, a 

preparação da amostra requer condições nas quais a grande maioria dos 

complexos protéicos tende a se dissociar. Apesar dos primeiros resultados 

animadores, esse método sofria de grandes limitações instrumentais, uma vez 

que complexos maiores tendem a se dissociar facilmente devido às grandes 

diferenças de pressão às quais são submetidos na análise por MS; além disso, 

detectores convencionais apresentavam limitações na faixa de m/z que 

impediam a detecção dessas espécies. O desenvolvimento de instrumentação 

dedicada a essa aplicação contribuiu significativamente para o estudo de 

complexos maiores e mais lábeis.63 Macromolecular MS, denominação 

proposta para esses experimentos, tem sido atualmente utilizada para 

determinação da estequiometria de complexos64, determinação de força de 

ligação das espécies constituintes de complexos65,66, análise de mudanças 

conformacionais promovidas pela interação com ligantes67, cinética de 

enovelamento e desenovelamento68,69 e determinação da topologia70,71 (Figura 

4). Embora experimentos de Macromolecular MS tenham obtido grande êxito 

em vários casos, algumas limitações impedem seu uso irrestrito. A principal 
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delas está na necessidade de instrumentos adaptados (não comerciais), cujas 

características dificultam sua utilização para outros fins. Além disso, mesmo 

de posse de instrumentação específica não são todos os complexos que 

suportam essas condições experimentais, podendo estes ser dissociados 

quando da formação dos íons. Finalmente, os resultados provenientes dessa 

técnica não apresentam informações acerca da superfície de interação entre os 

constituintes.   

 

(a)

(b)

A

B

C

(a)

(b)

A

B

C

 

Figura 4 – (A) Determinação do modo de enovelamento das unidades α e β da urease de H. pilory em função 

do tempo (a – 15 minutos, b – 120 minutos) (referência 68); (B) Espectro de MS do capsídeo do vírus da 

hepatite B,: os espectros em amarelo referem-se ao arranjo quaternário da proteína do capsídeo na forma 

truncada, demonstrando a presença de dois arranjos diferentes; o espectro em violeta apresenta o arranjo 

quaternário da proteína inteira, mostrando a formação de um arranjo espacial preferencial (referência 65); (C) 

Espectro de V1-ATPase de levedura, onde é possível observar a presença de outros dois subcomplexos devido 

à perda de espécies mais lábeis. (referência 70) 
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Um método de caracterização estrutural de proteínas que permite a 

determinação de superfícies de interação entre proteínas é a Troca Hidrogênio/ 

Deutério (HDX).72,73,74 Em 1991, foi proposta pela primeira vez a utilização 

de MS para o cálculo da cinética de troca entre os isótopos.75 HDX baseia-se 

no fato de que quando proteínas são solubilizadas em excesso de solvente 

deuterado, os H da proteína trocam com o D 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 H 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 solvente.73 Após o experimento de troca (realizado por diferentes intervalos 

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

mudado para 2-3 e a temperatura para 0o C 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 proteína-ligante. 

Assim como no caso anterior, HDX apresenta várias dificuldades 

técnicas que dificultam sua aplicação em muitos casos. Como descrito 

anteriormente, para diminuir a taxa de troca reversa, após a reação deve-se 

abaixar o pH e a temperatura. Essas condições são incompatíveis com a 

grande maioria das enzimas, sendo que atualmente a única utilizada em 

experimentos desse tipo é a pepsina. Essa enzima entretanto apresenta baixa 

especificidade e eficiência no pH utilizado, 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 
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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 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).73 Apesar das 

dificuldades apresentadas anteriormente, HDX tem sido aplicada com relativo 

sucesso para o estudo de enovelamento e estabilidade de proteínas76,77, 

mudanças conformacionais mediante interação com ligantes78,79 e no estudo 

de interações proteína-proteína80. 

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

baseada em MS capaz de fornecer informações espaciais acerca de complexos 

protéicos. IMS foi desenvolvida na década de 60 por Cohen e Karasek, mas 

devido a limitações instrumentais ela só voltou a tona no fim da década de 90, 

sendo que o desenvolvimento de um instrumento comercial e o acoplamento 

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 quatro 

tipos básicos de analisadores de mobilidade iônica, conhecidos como Drift 

Time, Aspiration, Field-Asymmetric Waveform (FAIMS) e Travelling Wave 

(TWIMS), sendo que a diferença entre esses se baseia no modo como esses 

instrumentos separam os analitos de interesse.81,82,83,84,85 Embora o uso de 

IMMS seja relativamente recente (quando comparado a Macromolecular MS e 
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HDX), grande sucesso já foi alcançado, principalmente com equipamentos do 

tipo home-made, em estudos de estrutura/conformação de peptídeos e 

proteínas86,87,88,89, estudos de enovelamento e desenovelamento de 

proteínas87,90, interações proteína-proteína91,92,93 e mudanças 

conformacionais94,95. 

 

I.3.1 Cross-Linking 

 

Cross-linking consiste na união de duas ou mais moléculas por meio de 

uma ligação covalente, mediada por um reagente denominado cross-linker. 

Tais componentes podem variar desde proteínas a peptídeos, fármacos e 

ácidos nucléicos até partículas sólidas. Os primeiros experimentos de cross-

linking com proteínas datam da década de 20, onde a técnica era aplicada na 

determinação do sítio ativo de enzimas. Após a década de 50, houve um 

renascimento da técnica onde surgiram novas aplicações tais como aumento 

da estabilidade de proteínas, imobilização dessas macromoléculas em suportes 

sólidos, acoplamento de duas ou mais diferentes proteínas, identificação e 

caracterização da natureza e extensão de interações proteína-proteína.96,97,98 

 Cross-linking entre proteínas podem originar-se de várias formas 

distintas, sendo que na maioria dos casos estas ocorrem in vivo. Talvez o tipo 

de ligação cruzada mais comum seja a formação de pontes dissulfeto entre 

resíduos de cisteína. Entretanto, no que concerne a análise da interação entre 

proteínas, o mais interessante é a introdução de cross-linking em estudos in 

vitro, uma vez que escolhendo-se os reagentes adequados, pode-se obter as 

informações desejadas. Além disso, as interações de complexos não-
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covalentes são em geral muito fracas e, desse modo, são facilmente 

dissociadas, o que torna sua análise muito difícil. Assim, do ponto de vista 

analítico, é muito interessante a estabilização desses complexos mediante a 

formação de ligações covalentes, uma vez que isso facilitaria a posterior 

purificação e caracterização do mesmo em condições mais adequadas, mas 

que ainda retém as informações espaciais desejadas. As informações obtidas 

podem então ser utilizadas como base para interrogação de um grande número 

de informações importantes desses complexos.99 

Cross-linkers são em geral reagentes bifuncionais, ou seja, contém dois 

grupos reativos frente a cadeias laterais presentes na proteína separados por 

um conjunto de 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-length, 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 ligadas.97,98 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 cross-linkers 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 N-terminal da proteína). Os derivados da N-hidróxi 

succinimida (NHS) são os cross-linkers mais utilizados atualmente, devido 

aos rendimentos relativamente altos das reações e, principalmente, à facilidade 
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de sua obtenção, bastando para isso reagir um ácido carboxílico com o 

NHS.100 Como são vários os diácidos disponíveis comercialmente, pode-se 

obter uma série de cross-linkers homobifuncionais homólogos; isso permite 

um estudo mais refinado da estrutura do complexo, uma vez que conhecendo-

se o comprimento da cadeia espaçadora, pode-se inferir com mais precisão a 

real distância entre dois grupos reativos (Figura 5). Outro fator importante na 

escolha do cross-linker 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 físico-

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

em diferentes ambientes. 
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Figura 5 – Série de cross-linkers homólogos derivados de NHS.  

 

Em 2000, Young e colaboradores101 propuseram pela primeira vez a 

utilização conjunta de cross-linking e MS para a obtenção de informações 

estruturais de proteínas. Tais informações seriam provenientes do tamanho da 
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cadeia espaçadora do reagente utilizado, onde a distância máxima entre dois 

resíduos ligados pelo cross-linker corresponderia ao comprimento do 

reagente. Caso o número dessas restrições espaciais fosse igual a N/10 (N 

igual ao 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 

cross-linking e MS para a obtenção de informações estruturais de proteínas. 

O experimento típico de cross-linking e MS visando a obtenção de 

dados estruturais de proteínas e seus complexos pode ser visualizado na 

Figura 6.102 Tipicamente, uma proteína ou complexo protéico isolado é 

submetido à reação de cross-linking, sendo o(s) reagente(s) escolhido(s) em 

função dos parâmetros mencionados anteriormente. Após a reação, vários 

diferentes tipos de produtos podem ser formados: 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 

encontram-se na mesma cadeia polipeptídica; e iii) intermolecular, onde os 

resíduos ligados encontram-se em cadeias distintas. Os produtos de interesse 

são separados (eventualmente os peptídeos marcados podem ser enriquecidos) 

tanto por HPLC quanto por SDS-PAGE e digeridos com uma enzima.102,103  

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

partir dessa etapa as análises realizadas são dependentes do tipo de informação 

desejada: pode-se 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. Finalmente, no caso da obtenção de uma quantidade de 

dados compatível com o tamanho do complexo e com o auxílio de métodos 

computacionais, podem-se obter modelos tridimensionais das proteínas/ 
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complexos de interesse.102,103 Essa abordagem tem sido extensivamente 

utilizada nos últimos anos visando a obtenção de dados estruturais como 

determinação do tipo de enovelamento de proteínas104,105,106,107, identificação 

de parceiros de interação108,109,110, monitoramento de mudanças 

conformacionais mediante interação com ligante111,112,113, determinação de 

superfície de interações em complexos protéicos114,115,116,117,118,119,120 e 

finalmente na determinação de acessibilidade ao solvente121,122,123,124. 
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Figura 6 – Esquema experimental da utilização de cross-linking associado a MS visando a obtenção de dados 

estruturais de proteínas. (Adaptado da referência 102) 
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I.3.2 Footprinting 

 

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 meio de reações de modificação química ou 

enzimática.125,126,127,128,129,130 Modificações químicas são utilizadas para 

marcar as regiões da proteína expostas ao solvente e com isso determinar 

quais resíduos ou bases se encontram na superfície; reações enzimáticas por 

sua vez envolvem a clivagem da macromolécula e a posterior leitura dos 

resíduos clivados. Essas modificações, de natureza covalente, têm como 

objetivo avaliar mudanças conformacionais devido à interação da 

macromolécula de interesse com um determinado ligante.  

A técnica de footprinting foi introduzida em 1972130, na análise dos 

sítios de interação de uma molécula de DNA com uma proteína. Nesse caso, o 

complexo proteína-DNA foi digerido com uma DNAse e os produtos da 

digestão analisados por gel de agarose, juntamente com o DNA digerido na 

ausência da proteína. A raia do gel correspondente a amostra contendo DNA 

apresenta uma “pegada” (do termo footprinting em inglês), referente à porção 

do DNA que interage com a proteína e conseqüentemente não pode ser 

digerida pela enzima (Figura 7). 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. 
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Figura 7 – Experimento de footprinting de DNA visando a identificação das bases que interagem com a 

proteína.  

 

A utilização de footprinting para mapear regiões da proteína que 

interagem com outras moléculas se deu a partir da década de 80, com a 

utilização de algumas proteases para digestão de porções expostas da proteína 

na presença do ligante.131 Foi somente na década de 90132 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 as abordagens descritas acima tenham contribuído para a 

compreensão de alguns sistemas biológicos, estas sofriam de algumas 

limitações que dificultavam sua aplicação em muitos casos. Uma das 

principais dificuldades estava relacionada à especificidade tanto das proteases 

quanto dos reagentes químicos, que limitavam significativamente o número de 
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resíduos que poderiam ser sondados pela técnica. No caso das proteases, havia 

ainda um agravante relacionado ao seu tamanho, que muitas vezes acabava 

por superestimar a área de interação da proteína. Para solucionar esses 

problemas, Heyduk133 propôs a utilização de radicais hidroxila como reagente 

de clivagem da cadeia principal, sendo seus principais atrativos seu pequeno 

tamanho, alta reatividade, inespecificidade e facilidade de geração em 

soluções aquosas. 

Além de ser reativo frente aos Cα da cadeia principal, radicais hidroxila 

também apresentam reatividade frente à cadeia lateral dos aminoácidos, 

levando a formação de produtos de modificação covalente.134 Desse modo, o 

grupo do pesquisador Mark Chance propôs a utilização dessas espécies como 

sonda para determinação de acessibilidade ao solvente dos diferentes resíduos 

de uma proteína.135 Nesse estudo, foi possível determinar que controlando-se a 

dose 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). 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/aromáticos135, básicos136, ácidos137 e 

contendo enxofre138, bem como a ordem de reatividade intrínseca de cada 

aminoácido139. 

A obtenção de radicais hidroxila em solução pode ser obtida de diversos 

modos. Os primeiros estudos estruturais envolvendo �OH e proteínas envolveu 

a utilização da reação de Fenton, na qual a oxidação de íons Fe2+ por H2O2 

leva à formação dos radicais de interesse. Esse método, do fim do século XIX, 

foi aperfeiçoado em meados da década de 80, pela adição de EDTA e 

ascorbato ao meio reacional. Entretanto, a utilização de reagentes de Fenton 
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para geração de radicais sofre de algumas limitações comuns a outros métodos 

(fotólise de H2O2 por laser140 ou UV141, radiação γ142, métodos 

eletroquímicos143 entre outros ): longos tempos de exposição do analito aos 

radicais (podendo chegar a algumas horas de exposição) e introdução de 

outros reagentes na amostra. Esses dois fatores podem levar a mudanças 

conformacionais na proteína ou no complexo antes ou durante o experimento, 

levando a resultados errôneos. 

130

Em virtude desses fatos, Mark Chance propôs a utilização de um feixe 

de luz síncrotron de alto fluxo para a geração de radicais hidroxila em solução 

aquosa. O processo envolve a ejeção de elétrons da água devido à exposição a 

raios-X na faixa de alguns kV de energia; esses elétrons de alta energia 

ionizam outras moléculas de água, que por sua vez reagem com moléculas de 

água neutra levando a formação de radicais hidroxila. Em virtude desse “efeito 

cascata”, a concentração de radicais hidroxila mantém-se constante 

(aproximadamente 1 μM) ao longo do tempo de exposição.130,135 Como o 

processo envolve somente a radiólise da água, não se faz necessária a adição 

de nenhum reagente além das proteínas de interesse. Além disso, como a 

concentração de radicais é muito alta e se mantém constante ao longo do 

tempo de exposição, as proteínas podem ser irradiada por intervalos de tempo 

muito curtos (da ordem de ms), tempo esse compatível com mudanças 

conformacionais de macromoléculas. Isso implica tanto na ausência de 

mudanças conformacionais significativas ao longo do tempo de exposição 

(revelando regiões da proteína que até então encontravam-se enterradas na 

estrutura da proteína) como na possibilidade da realização de experimentos 

resolvidos no tempo, onde pode-se determinar a dinâmica de interação 

proteína-ligante.  
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O esquema do experimento de footprinting acoplado a MS com o intuito 

de determinar a superfície de interação proteína ligante está mostrado na 

Figura 8. O experimento típico de footprinting consiste na exposição tanto da 

proteína isolada quanto do complexo proteína-ligante ao raio-X proveniente 

da fonte de luz síncrotron por diferentes intervalos de tempo. Após isso, as 

amostras são digeridas e analisadas por MS. Análises do tipo LC-MS/MS 

permitem identificar os sítios de oxidação, enquanto análises de LC/MS são 

utilizadas para quantificar a oxidação. O próximo passo consiste na 

determinação da cinética de oxidação dos peptídeos obtidos anteriormente e 

comparação dos dados: aqueles peptídeos que se encontram na superfície de 

interação proteína-ligante 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 complexo.144 Utilizando o método 

de footprinting com geração de radicais por meio de fontes de luz síncrotron, 

tem sido possível realizar estudos relacionados a estrutura de proteínas em 

solução145 e o seu desenovelamento146,147, acompanhando a dinâmica desse 

processo em estudos resolvidos no tempo. Além disso, também foi possível 

determinar sítios de interação proteína-ligante, sendo o ligante íons 

metálicos148,149, peptídeos150, proteínas151,152,153 e DNA/ RNA154,155.   
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Figura 8 – Esquema experimental da técnica de footprinting acoplada a MS para determinação da superfície 

de interação proteína-ligante. (Adaptada da referência 156). 
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I.4 COMPLEXO TIF34/TIF35 DE Saccharomyces cerevisiae 

 

O início do processo de síntese de proteínas consiste no recrutamento do 

complexo ribossomo-tRNA iniciador para o códon de iniciação do mRNA. 

Em eucariotos esse processo é muito complexo, uma vez que envolve várias 

interações proteína-RNA e proteína-proteína. Nesse caso, é necessária a 

participação coordenada de inúmeros fatores de iniciação de tradução (eIFs) 

para manter o correto funcionamento da maquinaria de síntese protéica. O 

fator de iniciação de tradução 3 (eIF3) foi primeiramente isolado e purificado 

como um complexo de alto peso molecular de reticulócitos de coelho. Desde 

sua caracterização inicial, sua estrutura e função são pouca compreendidas e 

mesmo a composição e a estequiometria das subunidades não foram 

determinadas rigorosamente. Estudos funcionais da eIF3 em mamíferos têm 

demonstrado que esse complexo tem papel fundamental na via de iniciação, 

organizando estruturalmente outros componentes traducionais na superfície da 

subunidade ribossomal 40S. O eIF3 liga-se diretamente à subunidade 40S do 

ribossomo na ausência de outros componentes e afeta a associação/dissociação 

dos ribossomos; além disso, ele também promove a ligação do tRNA e mRNA 

à subunidade 40S (Figura 9).157 

 A levedura Saccharomyces cerevisiae tem sido muito utilizada no 

estudo da eIF3, sendo que análises de genética molecular têm contribuído para 

o entendimento da função desta neste organismo. Análises de interação entre 

as subunidades da eIF3 por métodos bioquímicos identificaram cinco unidades 

centrais componentes da eIF3 (Tif32p, Prt1p, Nip1p, Tif34p e Tif35p) além da 

subunidade Hcr1p, sendo todas essenciais para o crescimento celular. Estudos 

de interação entre as proteínas do complexo eIF3 indicaram que as três 
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maiores subunidades (Tif32p, Prt1p, Nip1p) apresentam sítios de ligação para 

as outras duas e que a extremidade C-terminal da Prt1p adicionalmente 

interage com as subunidades Tif34p e Tif35p (Figura 9).158,159 

 A proteína Tif34p, de aproximadamente 39 kDa, é codificada pelo gene 

TIF34. Essa proteína é necessária para a viabilidade celular, além de ser 

importante na iniciação da tradução, possivelmente por ser necessária para a 

montagem e manutenção do complexo eIF3. Experimentos conduzidos com a 

deleção do gene TIF34 resultaram na rápida degradação de todas as 

subunidades da eIF3, o que é condizente com o papel da Tif34p na 

integridade, estabilidade e manutenção do complexo eIF3. Estudos de 

interação (duplo-híbrido) indicaram que a proteína Tif34p interage com a 

proteína Tif35p. Essa proteína, de aproximadamente 30 kDa, é codificada pelo 

gene TIF35 e é essencial na iniciação da síntese de proteínas. Além disso, ela 

também apresenta um domínio de ligação ao RNA na sua porção C-terminal. 

Aparentemente, a Tif35p tem um importante papel na organização estrutural e 

integridade funcional do complexo eIF3.160 

 Por análise de similaridade de seqüência primária, identificou-se a 

proteína Tif34p como pertencente à família de proteínas WD-repeat. Tal 

família é caracterizada pelo domínio WD, que compreende de 4 a 16 

repetições conservadas de aproximadamente 40 aminoácidos, iniciadas com o 

dipeptídeo GH (11 a 24 resíduos do N-terminal) e apresentam o dipeptídeo 

WD na porção C-terminal. As proteínas WD-repeat são encontradas no 

citoplasma e no núcleo desempenhando várias funções como processamento e 

síntese de RNA e regulação do ciclo celular. A partir de estudos estruturais, 

revelou-se que os domínios WD formam folhas-β antiparalelas conectadas por 

alças e compostas predominantemente por quatro fitas cada. Essas folhas-β 
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dobram-se em estruturas altamente ordenadas e simétricas, denominadas β-

propellers. Apesar de serem estruturalmente importantes, até o momento sabe-

se somente que as repetições WD são importantes para a interação entre 

proteínas, servindo como base para diversos processos vitais. Em vista dos 

dados funcionais sobre a Tif34p e outras proteínas da família WD, supõe-se 

que os domínios formadores da estrutura β-propeller estejam envolvidos na 

interação com outras subunidades da eIF3. Estes dados indicam que a Tif34p 

estaria relacionada à iniciação da tradução como uma proteína adaptadora, 

interagindo não somente com a Tif35p, mas com duas outras ao mesmo 

tempo, atuando como base para todo o complexo eIF3.161  
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Figura 9 – (A) Modelo de iniciação de síntese de proteínas em eucariotos. Os números na Figura indicam os 

diferentes fatores de iniciação de tradução (eIF). M7G indica 7-metilguanosina. (referência 157) (B) Modelo 

de interação entre as unidades do eIF3 (referência 158). TC indica o complexo ternário eIF2/GTP/tRNAi, ctd 

indica o C-terminal, hld refere-se ao domínio tipo HCR1 e rrm significa sítio de reconhecimento de RNA. 
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II OBJETIVOS 

 

II.1 OBJETIVO GERAL 

 

O objetivo geral desta Tese foi o desenvolvimento de técnicas em 

Espectrometria de Massas visando a obtenção de informações de estruturas 

superiores de proteínas e complexos protéicos. 

 

II.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Nessa Tese foram utilizadas as técnicas de cross-linking e footprinting 

como métodos de caracterização de estrutura de proteínas e suas interações 

por Espectrometria de Massas. Os conhecimentos gerados foram 

posteriormente aplicados no estudo de interação de um complexo protéico. 

Com isso, os objetivos específicos dessa Tese foram:  

 

i) Estudo de fragmentação de peptídeos contendo cross-linkers 

intermoleculares; 
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ii) Utilização do modo de Varredura de Íons Precursores para 

identificação de peptídeos modificados por cross-linkers; 

iii) Desenvolvimento de uma linha de luz no Laboratório Nacional de 

Luz Síncrotron para realização de experimentos de footprinting; 

iv) Desenvolvimento de um método de quantificação baseado em 

LC-MS para cálculo de cinética de oxidação de peptídeos gerados 

nos experimentos de footprinting; 

v) Utilização de cross-linking e footprinting para o estudo de 

interação entre as proteínas Tif34 e Tif35 do Fator de Iniciação 

de Tradução 3 de Saccharomyces cerevisiae. 
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III PARTE EXPERIMENTAL 

III.1 CROSS-LINKING 

III.1.1 Estudo de Fragmentação de Peptídeos Contendo DSS 

III.1.1.1 Reação de Cross-Linking 

 

Para o estudo de fragmentação de peptídeos contendo cross-linking, 

foram utilizadas as seguintes seqüências de peptídeos: 

AGAKGAERLVKAGVR (PX), Ac-ARKGCREVTKNDLR (P1), Ac-

ARGKWPREVKIHR (P2) E Ac-YTKDLSQRAFKGMR (P3). Esses 

peptídeos (Proteimax, SP) foram utilizados conforme obtidos. O reagente de 

cross-linking utilizado foi o diéster de N-hidroxisuccinimida do ácido subérico 

(DSS, Pierce). Os peptídeos foram dissolvidos em tampão fosfato de sódio 50 

mM pH 7.0 a uma concentração final de 40 μM; DSS por sua vez foi 

dissolvido em DMF em concentração final de 1 mg/mL e adicionado em 50 

vezes de excesso molar à solução anterior. A reação foi mantida a temperatura 

ambiente por duas horas, e após isso adicionou-se tampão Tris�HCl (1 M, pH 

7.6) a concentração final de 50 mM. Após 15 minutos, adicionou-se tripsina 
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(razão tripsina/peptídeo 1:50 em massa) e a digestão enzimática foi conduzida 

por 3 horas a 37º C. Após a digestão os produtos da reação foram purificados 

usando o cartucho Oasis HLB (Waters Co.) e o solvente foi evaporado no 

SpeedVac.  

 

III.1.1.2 Análise dos Produtos de Cross-Linking por MS 

 

Para as análises por MALDI-MS e MS/MS, as amostras foram 

resuspensas em 1 mL de solução aquosa contendo 50% ACN e 0.1% TFA. A 

amostra foi preparada pelo método dried droplet, utilizando-se como matriz o 

CHCA (10 mg/mL, na mesma solução do peptídeo). Os espectros foram 

adquiridos no equipamento Q-Tof 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). O gás de colisão 

utilizado foi o Argônio e os espectros de fragmentação foram adquiridos 

manualmente, aumentando-se a energia de colisão até a completa dissociação 

do precursor.  

As análises de ESI-MS e MS/MS foram realizadas após resuspender as 

amostras em 1 mL de solução aquosa contendo 50% ACN e 0.1% ácido 

fórmico, utilizando-se para isso o equipamento Q-Tof Ultima (Waters Co.). 

Os experimentos foram realizados por infusão direta da amostra com fluxo de 

2 μL/min, com voltagens do cone e capilar de 100 V e 3.5 kV, 

respectivamente. Como no caso anterior, os espectros de fragmentação foram 

adquiridos aumentando-se a energia de colisão até completa dissociação do 

precursor. Os espectros adquiridos foram deconvoluídos utilizando-se o 
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algoritmo MaxEnt3 (Waters Co.). Em todos os casos, os espectros foram 

calibrados internamente utilizando-se como padrão a massa do precursor. 

  

III.1.2 Varredura de Íons Precursores (PIS) 

III.1.2.1 Preparação das Amostras 

 

A amostra denominada PX+Hemoglobina foi preparada misturando-se 

quantidades equimolares da amostra PX (cuja preparação foi descrita no item 

anterior) com um padrão de digestão tríptico de Hemoglobina bovina (Waters 

Co.).  

O experimento de cross-linking de Lisozima (Sigma) com DSS foi 

realizado adicionando-se o cross-linker dissolvido em DMF (1 mg/mL) à 

solução de 10 μM de proteína em tampão fosfato de sódio 50 mM pH 7.5, na 

proporção molar de 1:50 (proteína/DSS). Após 30 minutos de reação, 

adicionou-se Tris�HCl 1M pH 7.5 de modo que sua concentração final fosse 

50 mM. Após 15 minutos, adicionou-se DTT (razão tripsina/proteína 1:50 em 

massa) e a reação foi conduzida por 1 hora a 60º C. Subseqüentemente, 

adicionou-se IAA (1:10 m/m), sendo que a reação ocorreu por 30 minutos no 

escuro; após esse período, tripsina foi adicionada (1:50 m/m) e a digestão 

enzimática foi conduzida a 60º C por 1 hora. 
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III.1.2.2 Análise por LC-MS/MS 

 

A análise de PIS foi realizada no equipamento Q-Tof Ultima (Waters 

Co.) acoplado online com o sistema cromatográfico UPLC nanoAcquity 

(Waters Co.). Em geral, 1 μL de amostra foi injetada e os peptídeos foram 

dessalinizados na coluna Symmetry C18 (Waters Co.) por 5 minutos. Após 

esse período, os peptídeos foram direcionados para a coluna BEH130 C18 

(Waters Co.), onde foi feito um gradiente (45 minutos) de água/0.1% ácido 

fórmico (Sol. A) e ACN/0.1% ácido fórmico (Sol.B), fluxo 1.1 μL/min, na 

coluna com o seguinte perfil: 100% → 70% A de 0 a 30 minutos; 70% → 

50% de 30 a 32 minutos; 50% até 38 minutos; 50% → 100% de 38 a 40 

minutos Os parâmetros utilizados no equipamento foram os seguintes: 2 s 

(tempo de aquisição do espectro), 3.5 kV (voltagem do capilar), 100 V 

(voltagem do cone), 10 eV (energia de colisão no modo de baixa energia), 70-

85 eV (energia de colisão no modo de alta energia) e 2200 V (MCP). Os 

espectros de fragmentação foram calibrados utilizando-se a massa do trímero 

de ácido fosfórico injetado ao longo da corrida (m/z 294.9385). 
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III.2 FOOTPRINTING 

 

III.2.1 Desenvolvimento da Linha D06B 

 

Os primeiros experimentos de footprinting foram realizados na linha de 

luz DFX do Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (LNLS). Essa linha 

contém um shutter (dispositivo que controla o tempo de exposição da 

amostra) com resolução de aproximadamente 1 s. Após os primeiros 

resultados positivos, os experimentos passaram a ser realizados na linha D06B 

do LNLS, onde foi desenvolvido um novo shutter controlado por computador, 

com resolução temporal de 100 ms. Também foi desenvolvido no LNLS um 

porta amostra controlado remotamente com capacidade para 6 amostras, sendo 

que a distância entre a saída do feixe de luz (10-9 bar) e a amostra (pressão 

ambiente) é de aproximadamente 2 cm. Para alinhar o feixe de luz com o 

porta-amostra, colocou-se uma câmera CCD dentro da estação experimental e 

adaptou-se um pedaço de cerâmica (material que fluoresce quando irradiado) à 

esse dispositivo; o shutter foi então aberto e a posição ajustada de modo a 

maximizar a área de incidência de radiação na amostra. 

Os experimentos para otimização das condições experimentais (tempo 

de exposição e posição do porta-amostra) foram realizados com uma solução 

aquosa saturada de diclorofluoresceína (DCF). Após a exposição, as amostras 

foram analisados no fluorímetro K2 (ISS Co.), sendo irradiadas em 512 nm e 

sua fluorescência medida em 530 nm. 
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III.2.2 Quantificação Label-Free da Cinética de Oxidação 

 

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

de Mioglobina de coração de cavalo (Sigma) em tampão fosfato 50 mM pH 

7.5 foram irradiados pelos seguintes intervalos de tempo (em quintuplicata): 

400, 500, 600, 700 e 800 ms. Após isso, adicionou-se metionina em 

concentração final de 10 mM e tripsina (1:50 m/m) e a digestão enzimática foi 

conduzida a 37º C overnight. Os peptídeos resultantes foram injetados no 

equipamento Q-Tof Ultima (Waters Co.) acoplado online ao cromatógrafo 

nanoAcquity UPLC (Waters Co.). 1 μL de amostra foi injetada e os peptídeos 

foram dessalinizados na coluna Symmetry C18 (Waters Co.) por 5 minutos. 

Após esse período, os peptídeos foram direcionados para a coluna BEH130 

C18 (Waters Co.), onde foi foi feito um gradiente (60 minutos) de água/0.1% 

ácido fórmico (Sol. A) e ACN/0.1% ácido fórmico (Sol.B), fluxo de  

1.1 μL/min, com o seguinte perfil: 90% → 70% A de 0 a 35 minutos; 70% → 

50% de 35 a 45 minutos; 50% até 50 minutos; 50% → 90% de 50 a 55 

minutos. Primeiramente realizou-se uma análise de LC-MS/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: MSDB (banco de dados), 0.1 Da (erro 

nos modos MS e MS/MS), trispina (protease), permitindo peptídeos com 1 
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sítio de clivagem não-digerido e oxidação de metionina (modificação 

variável). 

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

quintuplicatas das amostras com diferentes tempos de irradiação foram 

submetidas a análises de LC-MS para quantificação, utilizando-se o mesmo 

gradiente descrito anteriormente. Após as corridas, extraiu-se 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 

contruir 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. 

 

III.3 ESTUDO DE INTERAÇÃO DO COMPLEXO TIF34/TIF35 

III.3.1 Expressão e Purificação de HisTif34p, HisTif35N e Tif34p/ 

HisTif35N160 

III.3.1.1 Expressão das Proteínas em Escherichia coli 

 

Para a expressão dos sistemas de interesse em E. coli, utilizou-se a cepa 

BL21(DE3)ΔslyD- (gene slyD deletado) e os plasmídeos pET28a/HisTif34p 

(proteína HisTif34p), pET28a/HisTif35N (proteína HisTif35N) e 

pET23a/TIF34 + pET28a/HisTIF35N (complexo Tif34p/HisTif35N). A 

indução do complexo foi realizada em meio de cultura LB (1% de peptona, 

0,5% de extrato de levedura e 1% de NaCl) contendo os antibióticos 
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adequados (ampicilina para pET23a e canamicina para pET28a). As células 

foram incubadas nesse meio a 30o C sob agitação de 200 rpm até atingir OD600 

entre 0,8 e 1,0. Após isso, adicionou-se solução de IPTG na concentração final 

de 0,5 mM. Essa mistura foi mantida no shaker sob agitação de 200 rpm a  

30o C por mais 4 horas e posteriormente centrifugada a 6000 rpm e 4o C por 

10 minutos. As células foram ressuspensas em uma solução contendo tampão 

fosfato 50 mM pH 7,2, 100 mM de NaCl e 5% de glicerol, e a seguir 

adicionou-se lisozima e a mistura foi mantida em um banho de gelo por 30 

minutos. O material foi então sonicado (10 vezes de 20 segundos) e 

centrifugado por 30 minutos a 4o C e 15000 rpm para isolar o sobrenadante. 

 

III.3.1.2 Cromatografia de Afinidade 

 

As proteínas solúveis contendo cauda de histidina foram isoladas do 

extrato obtido anteriormente por cromatografia de afinidade com níquel 

imobilizado, utilizando-se para isso a resina Ni-NTA Superflow (Qiagen). Os 

extratos foram incubados com a resina por 1 hora a 4o C e posteriormente 

eluídos com tampão da amostra contendo concentrações crescentes de 

imidazol (5 a 200 mM). As frações coletadas foram então submetidas a análise 

por SDS-PAGE, sendo que as frações nas quais foram detectadas as proteínas 

de interesse foram combinadas (Figura 10). 
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Figura 10 - SDS-PAGE da purificação por afinidade do complexo Tif34p/HisTif35N. E: 

extrato total; FT: fração não retida na resina; 1-3: tampão sem imidazol; 4-5: 5mM 

imidazol; 6-8: 20 mM imidazol; 9-11: 50 mM imidazol; 12: 100 mM imidazol; M: 

Marcador de peso molecular. As frações 6-12 foram combinadas para o próximo passo da 

purificação. 

 

III.3.1.3 Cromatografia de Troca Iônica 

 

As frações coletadas na etapa anterior foram dialisadas a 4o C contra 

uma solução contendo 20 mM de tampão fosfato de sódio pH 7,2, 50 mM de 

NaCl, 5% de glicerol, 0,5 mM de DTT e 0,5 mM de PMSF. A cromatografia 

foi realizada no sistema AKTA-FPLC (Amersham-Biosciences), utilizando-se 

a coluna HiTrap Q Sepharose 5 mL (Amersham-Biosciences) com gradiente 

de 120 minutos (fluxo de 1 mL/min, frações de 1 mL), utilizando como 

tampão A a mesma solução da diálise e tampão B sendo constituído de tampão 

A com NaCl 1M (Figura 4). Antes da corrida a amostra foi centrifugada a 

14000 rpm e 4o C por 10 minutos. Ao fim da cromatografia, as frações foram 

analisadas por SDS-PAGE (Figura 5) e as mais concentradas foram 

combinadas e concentradas para um volume de 300 μL utilizando-se a 
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membrana Amicon Ultra-PL5 5 kDa (Millipore), centrifugando-se a 4000 rpm 

e 4o C no concentrador UltraFree4 (Millipore). 
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Figura 11 - Cromatograma do complexo fracionado utilizando-se a coluna HiTrap Q 

Sepharose 5 mL (troca iônica). 

 

 

Figura 12 - Exemplo de gel de SDS-PAGE da purificação por troca iônica do complexo 

Tif34p/HisTif35N. inj: amostra injetada; C5-C7 e D6-D14: frações coletadas, de acordo 

com o cromatograma da figura anterior; M: Marcador de peso molecular. As frações D6-

D13 foram combinadas para o próximo passo da purificação. 
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III.3.1.4 Cromatografia de Gel Filtração 

 

Antes da cromatografia, a amostra foi centrifugada a 14000 rpm e 4o C 

por 10 minutos. O eluente utilizado foi uma solução contendo tampão fosfato 

de sódio 20 mM pH 7,2, 100 mM de NaCl e 0,5 mM de DTT e a coluna usada 

foi a Superdex 75 HR 10/30 - Amersham-Biosciences - (fluxo de 0,3 mL/min, 

frações de 0,5 mL). 
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Figura 13 - Cromatograma do complexo fracionado utilizando-se a coluna Superdex 75 

HR 10/30 (gel filtração). 
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Figura 14 – Exemplo de gel de SDS-PAGE da purificação por gel filtração do complexo 

Tif34p/HisTif35N. A15 e B1-B6: frações coletadas, de acordo com o cromatograma da 

figura anterior; M: Marcador de peso molecular. As frações B1-B6 foram combinadas. 

 

III.3.2 Cross-Linking 

 

O complexo Tif34p/HisTif35N purificado foi submetido à reação de 

cross-linking com o reagente DSS, adicionado na proporção molar de 1:50, 

por 30 minutos. Após esse período adicionou-se tampão Tris�HCl 1M pH 7.6 

à concentração final de 50 mM. A mistura reacional foi separada por SDS-

PAGE (12.5% de poliacrilamida) e a banda correspondente aos produtos de 

cross-linking foi recortada do gel, reduzida, alquilada e digerida com 

tripsina.162 As amostras foram analisadas por LC-MS/MS, do mesmo modo 

que a mioglobina (descrito na seção III.2.2). 
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III.3.3 Footprinting 

 

Os experimentos de footprinting com a proteína HisTif34p e o 

complexo Tif34p/HisTif35N foram realizados na linha de luz XRL (seção 

III.2.1) do LNLS. As amostras foram irradiadas por intervalos de tempo entre 

400-800 ms, posteriormente digeridas e analisadas por LC-MS, conforme 

descrito anteriormente (Seção III.2.2). 
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IV RESULTADOS E DISCUSSÃO 

IV.1 CROSS-LINKING 

IV.1.1 Introdução 

 

Conforme descrito anteriormente, o acoplamento das técnicas de MS e 

cross-linking, também conhecido como MS3D (Three-Dimensional Protein 

Structure Using Mass Spectrometry), apresenta grande potencial na área de 

Genômica Estrutural. As técnicas de caracterização estrutural de proteínas de 

alta resolução disponíveis atualmente (RMN e CRP) necessitam de condições 

de amostra incompatíveis com um grande número de proteínas: alto grau de 

pureza, grandes quantidades de amostra e alta estabilidade, além das 

necessidades específicas de cada técnica. MS3D por sua vez é uma técnica 

extremamente versátil, uma vez que a amostra não apresenta limitações de 

tamanho e tampão (desde que esse seja compatível com o cross-linker); além 

disso, os experimentos são rápidos (podendo ser aplicados a espécies 

instáveis, proteínas que degradam rapidamente ou a complexos lábeis) e 

sensíveis, necessitando pequenas quantidades de proteína. 
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Como mostrado na Figura 6, o fluxograma experimental de um 

experimento de MS3D consiste na reação da proteína com o cross-linker de 

interesse. Dentre os inúmeros reagentes disponíveis, os cross-linkers mais 

utilizados são os derivados da N-hidroxisuccinimida (NHS), em especial o 

DSS (DiSuccinimidil Suberato – Figura 15A), 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 (Figura 15C). Como o DSS é um reagente 

homobifuncional, os produtos da reação de cross-linking podem ser do tipo 

intramolecular (resíduos conectados estão na mesma cadeia), intermolecular 

(resíduos conectados encontram-se em cadeias distintas) ou ainda dead-end, 

onde somente um dos grupos reativos se ligou a cadeia peptídica (Figura 

15B). 
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Figura 15 – (A) Estrutura do DSS. (B) Possíveis produtos de reação entre um peptídeo/proteína e um cross-

linker bifuncional. (C) Exemplo de reação do DSS com a cadeia lateral de duas lisinas: para que esse produto 

seja formado, a distância entre esses resíduos deve ser compatível com o tamanho da cadeia espaçadora do 

DSS. 

 

O próximo passo para a obtenção de informação estrutural no 

experimento de MS3D consiste na análise por MS dos produtos obtidos, com 

o intuito de detectar esses peptídeos modificados e anotar sua estrutura. Essa 

etapa constitui o maior gargalo atual na aplicação de MS3D para o estudo de 

estrutura de proteínas e suas interações. A detectabilidade desses peptídeos é 

muito difícil, uma vez que experimentalmente evita-se a formação de mais de 

um cross-linking por molécula de proteína (o que poderia, em princípio, 

distorcer a estrutura original, gerando restrições espaciais irreais). Isso faz 

com que após a digestão enzimática do complexo de interesse, a quantidade de 

peptídeos não-modificados seja muito maior do que a de peptídeos ligados 

entre si. Conseqüentemente, o sinal dos outros peptídeos acaba por suprimir a 

ionização das espécies de interesse. Várias abordagens têm sido descritas na 

literatura com o objetivo de contornar essa dificuldade, sendo que uma das 
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mais utilizadas consiste na marcação isotópica desses peptídeos tanto pela 

utilização de cross-linkers marcados163,164,165 (Figura 16A) ou pela 

incorporação de átomos de 18O quando da digestão tríptica da amostra em 

H2
18O166,167. Outra abordagem consiste na utilização de cross-linkers 

trifuncionais, onde a funcionalidade extra é um grupo (em geral, a biotina) que 

pode ser utilizado para enriquecimento da amostra após a reação.168,169 

Embora o método pareça promissor, pouco sucesso foi obtido até o momento, 

devido em grande parte ao tamanho desses reagentes que dificulta a 

acessibilidade do cross-linker aos resíduos reativos (Figura 16D). Finalmente, 

pode-se destacar a utilização de reagentes cliváveis, onde após a reação de 

cross-linking, a cadeia espaçadora pode ser clivada por uma reação química 

que levará a formação das cadeias peptídicas separadas (Figura 16B e 

C).170,171 Todos esses métodos baseiam-se no desenvolvimento de reagentes 

químicos com diferentes funcionalidades. Entretanto, nem sempre esses 

reagentes são de fácil síntese e posterior aplicação em soluções contendo 

proteínas, além de que em muitos casos o grande tamanho desses reagentes 

dificulta a acessibilidade desses aos resíduos. 
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Figura 16 – Exemplos de cross-linkers descritos na literatura especificamente desenhados para auxiliar na 

detecção de peptídeos modificados: reagentes marcados isotopicamente (A) (referência 163), cliváveis com 

TCEP (B) (referência 171) e DTT (C) (referência 170) e com biotina como grupo de afinidade (D) (a biotina 

está destacada com o quadrado vermelho) (referência 169). 

 

Com relação à identificação desses peptídeos modificados, tem sido 

proposto na literatura que a utilização de equipamentos do tipo ICR é de 

extrema importância, devido às altas resolução e exatidão de massas desse tipo 

de equipamento.105,106,119,172,173,174 Isso se deve ao fato de que após a reação de 

cross-linking, um grande número de espécies podem ser geradas, acarretando 

em uma explosão combinatória onde praticamente todos os valores de m/z 

nominal poderiam corresponder a uma espécie presente na amostra. Desse 

modo, a utilização de equipamentos de alta exatidão aumentaria 

significativamente a confiabilidade dos dados gerados, diminuindo o teor de 
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falsos positivos que poderiam levar a uma estrutura que não condiz com a 

realidade.  

Essa abordagem no entanto não é válida para casos onde dentro de um 

peptídeo exista mais de um possível sítio de ligação ao cross-linker. No caso 

de ésteres de NHS, quando as lisinas são os resíduos modificados, a tripsina 

perde a capacidade de digestão nesse sítio. Desse modo, caso não exista 

nenhum sítio de clivagem não digerido, a única lisina no meio da cadeia 

peptídica seria o resíduo ligado. Ocorre que mesmo no caso de digestão de 

proteínas isoladas em solução, é razoavelmente comum observar eventos de 

digestão incompleta. Em geral, isso ocorre pelo fato de que em solução não 

são todos os sítios de clivagem que estão expostos ao solvente e, 

conseqüentemente, à protease. No caso de proteínas ou complexos protéicos 

com cross-linking, esse caso é ainda mais crítico, uma vez que a reação de 

ligação cruzada torna a estrutura mais compacta, o que em alguns casos pode 

dificultar a digestão enzimática em algumas regiões da proteína. Em virtude 

desse fato, é comum observar em experimentos de cross-linking peptídeos 

grandes, em que dois ou mais sítios de clivagem não foram digeridos pela 

tripsina.173 Com isso, no caso de um peptídeo hipotético modificado por um 

éster de NHS de seqüência XXXKXXXKXKXXK, pode-se afirmar que com 

certeza o cross-linker não se encontra na última lisina, visto que ela foi 

digerida com tripsina; entretanto, não se pode dizer em qual das outras lisinas 

ele se encontra mesmo utilizando um equipamento com altíssima exatidão de 

massa (caso do FT-ICR), uma vez que os peptídeos modificados em cada uma 

das lisinas seriam isóbaros.  

Outro caso onde a utilização de instrumentos de alta exatidão não seria 

suficiente para definir exatamente o sítio de ligação seria no caso de o cross-

linker se ligar a um aminoácido diferente de lisina. Os principais softwares de 
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interpretação de dados gerados a partir de experimentos de MS desconsideram 

muitos dos possíveis sítios de ligação da proteína ao cross-linker.175,176 Nos 

últimos anos, têm sido descrito na literatura que, embora ésteres de NHS 

reajam preferencialmente nas lisinas e N-terminal, vários outros resíduos 

também podem reagir, tais como serina, tirosina, treonina e histidina.177,178,179 

Embora esse grande número de possibilidades possa aumentar a dificuldade na 

interpretação dos dados, utilizando-se a versatilidade desses cross-linkers 

pode-se aumentar significativamente o número de restrições espaciais obtidas 

em um único experimento. Mais uma vez, a determinação inequívoca do sítio 

de modificação no peptídeo é dependente da análise por MS/MS. 

Ocorre que não existem na literatura trabalhos sistemáticos investigando 

quais são os mecanismos de fragmentação e estruturas dos fragmentos de 

peptídeos conectados por cross-linkers. Muitos trabalhos reportam a 

interpretação de espectros de MS/MS de peptídeos ligados, utilizando para 

isso vários tipos de equipamentos e várias formas de fragmentação, tais como 

CID, IRMPD e ECD.165,168,180,181,182 Entretanto, em todos esses casos a 

interpretação do espectro de MS/MS restringe-se a observação de íons 

comumente encontrados quando da fragmentação de peptídeos lineares (íons y 

e b) e longes do sítio de ligação, sendo que em geral boa parte do espectro não 

está interpretada, inclusive com íons intensos não anotados.  

Em 2003, foi proposta pela primeira vez a possibilidade de 

implementação de uma ferramenta de bioinformática capaz de interpretar os 

dados de experimentos de MS3D automaticamente.175 O desenvolvimento 

dessas ferramentas seria extremamente interessante, uma vez que aumentaria 

consideravelmente a velocidade de análise de dados e permitiria desse modo a 

elucidação de inúmeras estruturas em curto intervalo de tempo. Essa 

ferramenta foi dividida em duas partes, ASAP e MS2Assign. Enquanto o 
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ASAP seria responsável pela atribuição dos cross-linkings pelos dados de MS, 

o MS2Assign seria utilizado para validar essas identificações pelos dados de 

MS/MS. Desse modo, vários mecanismos de fragmentação foram propostos, 

incluindo a formação de vários íons cuja denominação foi proposta. 

Entretanto, nenhum espectro de fragmentação apresentado continha as 

espécies propostas, sendo estes dominados pela presença de íons do tipo y e b. 

Posteriormente, o mesmo grupo realizou um estudo sistemático de 

fragmentação de peptídeos contendo diferentes cross-linkers derivados de 

ésteres de NHS.183 Para realizar esses estudos, foram utilizados peptídeos 

contendo múltiplas repetições de um aminoácido (A ou G), contendo uma ou 

duas K (para o estudo de espécies inter ou intramoleculares, respectivamente) 

e o N-terminal acetilado. A acetilação do N-terminal foi realizada para 

bloquear esse sítio de reação com o cross-linker, dirigindo a reação somente à 

lisina. Isso evitaria a formação de espécies isóbaras que impediriam o estudo 

de fragmentação dos peptídeos de interesse. Entretanto, a acetilação do N-

terminal de peptídeos altera significativamente o perfil de fragmentação 

dessas espécies, visto que essa modificação exclui um sítio de protonação 

móvel da molécula.184 Além disso, a utilização de seqüências baseadas na 

repetição de aminoácidos em muitos casos levou a formação de fragmentos 

isóbaros, de modo que suas estruturas não puderam ser atribuídas. Em vista 

disso, os mecanismos de fragmentação desses peptídeos não poderiam ser 

aplicados em experimentos de MS3D, onde proteínas com seqüências 

aleatórias são modificadas e posteriormente digeridas levando a formação de 

peptídeos trípticos. Desta forma, um dos objetivos desta Tese consistiu no 

estudo do padrão de fragmentação de peptídeos trípticos contendo cross-

linkers. 
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IV.1.2 Desenho dos Peptídeos Modelos para Estudos de 

Fragmentação 

 

Com o intuito de obter peptídeos que mimetizassem as espécies 

encontradas em experimentos de MS3D, foi proposta a utilização de peptídeos 

modelos que após a reação com DSS e digestão com tripsina gerassem 

peptídeos modificados realmente trípticos.185 Esses peptídeos apresentam a 

seqüência comum Ac-XXRXXXKXXXRXXXKXXXR, onde X representa 

qualquer aminoácido que não lisina e arginina (Figura 17). A única exceção é 

o peptídeo PX, que não apresenta o N-terminal acetilado; o objetivo nesse 

caso foi avaliar a fragmentação de peptídeos intramoleculares com o N-

terminal.  
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Figura 17 - (A) Esquema geral da reação dos peptídeos com cross-linking (DSS nesse caso) para a formação 

de espécies intra e intermoleculares. (B) Seqüências dos peptídeos utilizadas nesse estudo. 

 

A utilização de diferentes peptídeos com seqüências aleatórias permitiu 

a atribuição inequívoca de vários íons fragmentos que seriam isóbaros no caso 

da utilização de seqüências com repetições de um mesmo aminoácido. Esses 

peptídeos também permitiram o estudo de fragmentações dependente da 

seqüência, ao mesmo tempo em que as posições fixas dos resíduos de lisina e 

arginina possibilitaram a formação tanto de espécies intra e intermoleculares 

em um único experimento e a partir de um único peptídeo precursor. Além 

disso, como as espécies intermoleculares são geradas a partir dos peptídeos 

intramoleculares, não é necessária a utilização de grandes concentrações de 

peptídeos nos experimentos, o que reduz significativamente os custos; de fato, 

a concentração de peptídeo utilizada nesse trabalho é cerca de 200 vezes 
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menor que o de experimentos descritos na literatura.183 A estratégia 

experimental para isso é extremamente simples (Figura 17): os peptídeos 

reagem com DSS por 2 horas e após esse período é realizada a digestão 

enzimática com tripsina, onde o tempo da proteólise favorece a formação das 

espécies intra ou intermoleculares.  

 As Figuras Figura 18, Figura 19, Figura 20 e Figura 21 apresentam 

respectivamente os espectros de MALDI-MS dos peptídeos P1, P2, P3 e PX 

antes e depois da reação com o DSS, digestão com tripsina por 1 hora (P1, P2 

e P3) e 3 horas. Pelos espectros é possível notar que o rendimento da reação 

de cross-linking é dependente da seqüência dos peptídeos, sendo que enquanto 

para P1 o rendimento foi de aproximadamente 30%, a reação com PX 

converteu praticamente todo o material de partida no produto desejado. A 

formação de outras espécies, como peptídeos tipo dead-end também é afetada 

pela seqüência do peptídeo. Além disso, é possível observar que com 

diferentes tempos de digestão pode-se formar preferencialmente as espécies 

intra ou intermolecular, conforme esperado. Nota-se ainda que o controle do 

tempo de digestão com tripsina determina a presença majoritária de espécies 

intra ou intermoleculares, sendo que também esses rendimentos se mostraram 

dependentes da seqüência dos peptídeos. Esse comportamento é esperado 

visto que a cinética de digestão enzimática é mais rápida no resíduo de 

arginina exposto, gerando preferencialmente a espécie intramolecular não-

bloqueada em menores intervalos de digestão. 
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Figura 18 e Esquema 1 - Espectros de MALDI-MS do peptídeo P1 intacto (A), após a reação com DSS (B) e 

digestão com tripsina por 1 hora (C) e 3 horas (D). Os íons assinalados com uma seta correspondem às 

espécies de interesse. 
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Figura 19 e Esquema 2 - Espectros de MALDI-MS do peptídeo P2 intacto (A), após a reação com DSS (B) e 

digestão com tripsina por 1 hora (C) e 3 horas (D). Os íons assinalados com uma seta correspondem às 

espécies de interesse. 
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Figura 20 e Esquema 3 - Espectros de MALDI-MS do peptídeo P3 intacto (A), após a reação com DSS (B) e 

digestão com tripsina por 1 hora (C) e 3 horas (D). Os íons assinalados com uma seta correspondem às 

espécies de interesse. 
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Figura 21 e Esquema 4 - Espectros de MALDI-MS do peptídeo PX intacto (A), após a reação com DSS (B) 

e digestão com tripsina por 1 hora (C) e 3 horas (D). Os íons assinalados com uma seta correspondem às 

espécies de interesse. 
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Nesse ponto, é importante notar que existe a possibilidade da formação 

de espécies isóbaras que poderiam interferir no estudo de fragmentação das 

moléculas de interesse. No caso da formação das espécies intermoleculares, 

pode haver coincidência de massas para todos os peptídeos entre as seguintes 

espécies: i) peptídeos intermoleculares, cuja digestão ocorreu em todos os 

sítios trípticos não modificados; e ii) peptídeo dead-end, onde a modificação 

se encontra em uma das lisinas e na qual a digestão ocorreu somente no 

primeiro resíduo tríptico (R em todos os casos). Essa coincidência está 

exemplificada na Figura 22 para o P1. 
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Figura 22 – Exemplo de possível coincidência de massas para o peptídeo P1 entre as espécies intermolecular 

e dead-end. 

 

A princípio essa possibilidade não pode ser descartada, uma vez que em 

todos os espectros após a reação com DSS (Figura 18B a Figura 21B) é 

possível observar a formação de peptídeos do tipo dead-end, com intensidades 

relativas que variam de 10% (P1) a 100% (P2). Entretanto, existem vários 
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motivos para que se possa afirmar que essas coincidências não acontecem 

utilizando o procedimento experimental descrito anteriormente. No caso de P1 

por exemplo, de modo a obter a espécie dead-end isóbara ao peptídeo 

intermolecular de interesse (m/z 1574.8) seria necessário que o peptídeo dead-

end inicial (m/z 1843.9) mantivesse intacto à digestão com tripsina por 3 horas 

tendo como único sítio de clivagem digerido a primeira arginina (Figura 22). 

Qualquer outro produto de digestão em um sítio tríptico levaria a formação de 

uma espécie dead-end com diferente m/z. Além disso, o espectro de 

dissociação do peptídeo intermolecular após 16 horas de digestão é idêntico ao 

espectro de digestão após 3 horas, o que indica a ausência de fragmentos de 

outras espécies que não a de interesse. 

 

IV.1.3 Determinação dos Mecanismos de Fragmentação de Peptídeos 

Intermoleculares Contendo DSS 

 

 Peptídeos contendo cross-linking intermoleculares foram reportados na 

literatura como os de mais difícil interpretação, visto que os fragmentos 

podem ser oriundos de uma ou ambas as cadeias, além da possibilidade da 

ruptura das ligações do próprio cross-linker.183 Esses peptídeos são 

extremamente interessantes do ponto de vista estrutural, uma vez que 

conectam resíduos de lisinas distantes na estrutura primária da proteína ou de 

diferentes proteínas. Desse modo, essas informações são extremamente úteis 

tanto na determinação do tipo de enovelamento de uma proteína101 bem como 

na elucidação da topologia de complexos protéicos102. Nesse caso, foram 

utilizados os peptídeos PX, P1 e P3, já que P2 apresenta, após a digestão, um 
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íon de mesma m/z que a espécie contendo cross-linking. P1 e P3 apresentam o 

N-terminal acetilado e conseqüentemente os sítios contendo DSS no peptídeo 

são as lisinas. No caso do PX, o N-terminal livre permite a formação de duas 

diferentes espécies intermoleculares após a digestão, que serão denominadas 

PX1 (peptídeo intermolecular conectado por duas K com m/z 1638.9) e PX2 

(peptídeo intermolecular conectado via K e N-terminal, m/z 1225.7). PX2 

representa um tipo de cross-linking entre o N-terminal da proteína e um 

resíduo de lisina; embora a fragmentação desse tipo tenha sido negligenciada 

na literatura, sua ocorrência em experimentos de MS3D deve ser muito 

comum, visto que em geral o N-terminal das proteínas é muito flexível. Os 

espectros de ESI-MS desses peptídeos estão mostrados na Figura 23 (Os 

espectros de MALDI-MS foram apresentados nas Figuras Figura 18 a Figura 

21). 
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Figura 23 – Espectros de ESI-MS dos produtos de reação dos peptídeos P1 (A), P3 (B) e PX (C) com DSS 

seguido da digestão com tripsina. Os íons indicados com as setas correspondem às espécies intermoleculares. 

No caso de PX, as setas contínuas indicam os íons referentes à PX1 e as setas pontilhadas apontam aos íons 

referentes à PX2. 

 

Os espectros de ESI-MS de P1 e P3 são caracterizados pela presença 

somente dos peptídeos no estado de carga 2+ (m/z 787.9 para P1 e 928.9 para 

P3), enquanto que tanto PX1 quanto PX2 apresentam as espécies 2+ (m/z 

819.9 e 546.9) e 3+ (m/z 613.4 e 409.2). A princípio, seria esperada a presença 

de espécies com maior número de cargas, em virtude de que cada peptídeo 

apresenta ao menos 4 sítios básicos e conseqüentemente passíveis de 

protonação (2 grupos N-terminal e 2 argininas no C-terminal). A presença de 

íons com menor número de cargas que o esperado pode ser resultado tanto da 

seqüência desses íons quanto da conformação desses em fase gasosa, 

impedindo maior número de prótons devido à repulsão eletrostática. De modo 



IV – Resultados e Discussão 66

 

a compreender a fundo os mecanismos de fragmentação de peptídeos 

intermoleculares, foram realizados experimentos de dissociação dessas 

espécies utilizando tanto MALDI quanto ESI como fonte de íons. Os espectros 

anotados de ESI-MS/MS dos peptídeos P1, P3, PX1 e PX2 estão mostrados na 

Figura 24.  
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Figura 24 - Espectros de ESI-MS/MS dos peptídeos intermoleculares de P1 (A), P3 (B), PX1 2+ (C), PX1 3+ 

(D), PX2 2+ (E) e PX2 3+ (F). 

 

As anotações nos espectros de fragmentos comumente observados na 

dissociação de peptídeos lineares estão de acordo com a nomenclatura 

proposta por Roepstorff186 e modificada por Biemann187 (Figura 25). A grande 

maioria dos íons gerados é proveniente de clivagens da cadeia principal do 

peptídeo (clivagens na cadeia lateral são mais observadas em regimes energia 

de colisão muito alta). Nessa nomenclatura, íons a, b e c são aqueles que 

retêm a carga na porção N-terminal do peptídeo original, enquanto as espécies 

x, y e z apresentam a carga localizada no C-terminal. A diferenciação entre 

esses íons é dada pela ligação que se rompeu na dissociação: ligação Cα-C (a 

e x), C-N (b e y) e N-Cα (c e z). Íons não previstos na nomenclatura anterior 

(formados em virtude da reação de cross-linking) estão de acordo com o 
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proposto na referência 175, onde os índices α e β indicam as cadeias de maior 

e menor massa respectivamente. 

 

 

Figura 25 – Nomenclatura utilizada para a estrutura de fragmentos observados na dissociação de peptídeos 

em fase gasosa. 

 

A análise dos espectros de ESI-MS/MS de P1, P3, PX1 e PX2 obtidos 

indicam a presença de fragmentos do tipo b e y, comumente encontrados na 

dissociação de peptídeos lineares. Em todos os casos é possível observar a 

formação de fragmentos nos quais uma das cadeias tem uma ligação peptídica 

clivada enquanto a outra cadeia se encontra intacta (por exemplo, no espectro 

de P1 o íon b6α indica a clivagem da ligação D-L, com a manutenção do cross-

linking K-K, estando a cadeia β intacta); isso significa que uma das cadeias 

pode funcionar como se fosse uma modificação no aminoácido da outra 

cadeia. No entanto, é interessante notar que para os peptídeos conectados via 

lisinas (P1, P3 e PX1) a origem desses fragmentos (cadeia α ou β) depende de 

cada uma dessas espécies. No caso de P1, é possível notar somente a formação 

de fragmentos da cadeia α, sendo possível observar os íons y7α, y6α, y4α, y3α, 
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y2α, b6α e b5α. Do mesmo modo, no caso de P3 é possível observar a formação 

preferencial de íons das séries y e b para a cadeia α (y5α, y4α, y3α, b5α e b4α,) 

com relação à cadeia β (somente y3β é observado). Por outro lado, os espectros 

de dissociação das espécies 2+ e 3+ de PX1 apresentam uma distribuição 

uniforme de íons provenientes de ambas as cadeias: para a espécie 2+ é 

possível observar 2 íons provenientes de cada uma das cadeias (a2α, y4α, y3β e 

y4β), enquanto que para o precursor com carga 3+ nota-se a formação de 4 

fragmentos da cadeia α e 5 da cadeia β (a2α, y4α, y5α, y7α, b2β, y3β, y4β, y5β e y6β). 

Essa distribuição, também observada na fragmentação de espécies geradas por 

MALDI, está provavelmente relacionada à diferença de tamanho das cadeias 

conectadas: nos casos de P1 e P3, onde as cadeias α (973.5 e 1009.5 Da 

respectivamente) apresentam massa muito maiores que as das cadeias β (462.2 

e 708.3 Da respectivamente), a fragmentação é oriunda quase que 

exclusivamente da cadeia mais pesada. No caso de PX1 por outro lado, onde 

as cadeias apresentam massas muito semelhantes (758.4 e 741.4 Da), os 

fragmentos originam-se de ambas as cadeias. Uma possível explicação para 

esses fatos pode estar na localização do próton quando da dissociação desses 

peptídeos: como a fragmentação dessas espécies é dirigida pela carga, a maior 

cadeia tende a se fragmentar com maior freqüência, visto que é nesta que o 

próton se localizará a maior parte do tempo. Isso explica o porquê da 

distribuição homogênea dos fragmentos quando as cadeias apresentam massas 

muito próximas (caso de PX1). 

Outra característica observada nesses espectros que ainda não havia sido 

descrita na literatura está relacionada à formação do íon correspondente a uma 

das duas cadeias intactas (ruptura da ligação amida entre uma cadeia peptídica 

e o cross-linker). Como exemplo, pode-se observar a formação dos íons de 

m/z 974.5 referente ao íon α+ de P1, e 1010.5 e 709.3 referentes às espécies α+ 
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e β+ de P2 respectivamente. Esse tipo de fragmentação era esperado, visto que 

a ligação entre o cross-linker DSS e o N da lisina é do tipo amida, ligação essa 

mais comumente rompida em espectros de CID de peptídeos (levando à 

formação dos íons b e y). 

 Uma outra característica interessante nesses espectros é a formação 

preferencial de íons derivados do imônio da lisina modificada com DSS. 

Imônios são fragmentos gerados pela dissociação de duas ligações: ligação 

amida entre o N-terminal do resíduo e o C-terminal do resíduo anterior e a 

ligação entre o carbono α e o carbono da carbonila dentro do mesmo resíduo. 

Embora a formação preferencial dessas espécies já houvesse sido descrita na 

literatura, suas estruturas e mecanismos de fragmentação permaneciam 

desconhecidos (esses íons foram denominados de KLα/β – 17, porém nenhuma 

estrutura foi associada a essa espécie).183 É interessante notar que sempre que 

houve a formação do imônio da lisina contendo DSS, a outra cadeia conectada 

ao cross-linker permaneceu intacta. Essas espécies podem ser observadas nos 

espectros de P1 (m/z 684.3), P3 (m/z 930.5 e 1148.6), PX1 2+ e 3+ (m/z 897.4 

e 963.6), PX2 2+ e 3+ (m/z 567.4). Além disso, uma característica interessante 

associada à formação dessas espécies está no fato de que quase sempre esses 

íons estão acompanhados de uma perda neutra de  

83 Da, como no caso de P3 (m/z 847.4 e 1148.6), PX1 2+ e 3+ (m/z 880.5 e 

897.4) e PX2 3+ (m/z 484.2). A proposta do mecanismo de fragmentação para 

formação das espécies mencionadas está apresentada no Esquema 5.  
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Esquema 5 

 

Nessa proposta, ocorre um ataque do nitrogênio da lisina conectada ao 

DSS ao carbono α do mesmo resíduo. Esse ataque é favorecido tanto pela 

eletrofilicidade desse carbono, uma vez que este está ligado a um átomo de 

nitrogênio positivo por uma ligação dupla, quanto pela formação de um anel 

estável de 6 membros. Esse íon pode facilmente perder um grupo amônia, 

levando a formação de um anel tetrahidropiridina (THP, indicado por {K} nos 

espectros de fragmentação); desse modo, essa é a estrutura proposta para o íon 

previamente relatado como KLα/β – 17. A perda neutra de 83 Da por sua vez é 

decorrente da clivagem da ligação C-N, com a saída do anel THP, levando a 

formação do íon acílio correspondente. É possível notar que a estrutura do 

anel THP é composta somente por átomos da lisina; desse modo, essa 

proposta de fragmentação é suportada pelo fato de que em espectros de 

fragmentação de peptídeos contendo esse resíduo, sempre que há a formação 

do imônio da lisina, ocorre também a formação de outro íon de m/z 84, 

referente ao anel THP protonado. Como no caso do peptídeo modificado o 

nitrogênio do anel, após a perda do grupo amônio, não se encontra ligado a 

nenhum outro átomo de hidrogênio, a THP sai como uma espécie neutra, 
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deixando a carga no oxigênio. A perda neutra de THP no entanto é 

extremamente interessante, uma vez que ela é específica para a presença de 

DSS; desse modo, experimentos de Varredura de Perda Neutra podem ser 

utilizados para auxiliar na detecção de peptídeos modificados por esse cross-

linker.  

Ainda com relação a formação do anel THP a partir do rearranjo da 

cadeia lateral da lisina, é possível notar que caso a outra extremidade do cross-

linker se ligue a outra lisina (e não ao N-terminal), também é possível que esta 

se rearranje do mesmo modo. Com isso, haveria a formação de um íon cuja 

estrutura seria composta por dois anéis THPs separados pela cadeia 

espaçadora do cross-linker (Esquema 6).  
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Esquema 6 

 

No caso do DSS, cuja cadeia espaçadora é composta por 6 grupos 

metilenos, a m/z desse íon seria 305.2. De fato, esse íon está presente em todos 

os espectros de fragmentação de peptídeos contendo DSS como cross-linker 

(indicado como {K}-{K} nos espectros), sendo sua intensidade dependente da 
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seqüência das cadeias peptídicas conectadas. Além disso, a formação dessa 

espécie independe da fonte de ionização utilizada para gerar o precursor (ESI 

ou MALDI, como mostrado posteriormente) e do tipo de cross-linking 

formado, intra ou intermolecular. Desse modo, esse íon pode ser utilizado 

como íon diagnóstico da presença de DSS, sendo este ainda mais interessante 

uma vez que sua massa nominal não coincide com nenhum fragmento tipo a, b 

ou y dos 20 aminoácidos naturais. Finalmente, como a estrutura desse íon é 

composta pelas cadeias laterais das duas lisinas mais a cadeia espaçadora do 

reagente utilizado, íons característicos para diferentes cross-linkers derivados 

de NHS (DSG, DST, DTSSP) podem ser obtidos pelo mesmo mecanismo. 

Acompanhando a presença do íon de m/z 305.2, é possível observar nos 

espectros de fragmentação de todos os peptídeos contendo DSS os íons de m/z 

222.1 e 239.1. A formação do íon de m/z 222.1 ocorre a partir da perda de um 

dos anéis THP do íon anterior, levando a formação de um íon acílio, conforme 

demonstrado no Esquema 6. O íon de m/z 239.1 apresenta mesmo mecanismo 

de formação, porém sem a perda de amônia quando do rearranjo da cadeia 

lateral da lisina para formação do anel THP. Assim como no caso anterior, 

ambos os íons não apresentam coincidência de massas com nenhum fragmento 

a2, b2 ou y2 dos 20 aminoácidos naturais e conseqüentemente podem também 

vir a ser usados como íons marcadores para a presença de DSS. 

Com relação à fragmentação das espécies intermoleculares conectadas 

via N-terminal (PX2 2+ e 3+), pode-se observar que, em geral, essas espécies 

apresentam características de dissociação semelhantes às das espécies 

conectadas por lisinas: formação extensa de íons do tipo y e b e formação dos 

íons marcadores da presença de DSS (m/z 222 e 239). Uma das principais 

diferenças entre os espectros das espécies 2+ e 3+ consiste na maior energia 

de fragmentação requerida para completa dissociação do íon dicarregado  
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(45 eV x 25 eV). No caso da fragmentação da espécie 3+, foi possível 

observar o mesmo efeito da diferença de massa entre as cadeias α e β descrito 

anteriormente: foram observados 6 íons provenientes da fragmentação da 

cadeia α (y5α, y4α, y3α, a3α, a2α e b2α) e nenhum da cadeia β. Entretanto, na 

fragmentação do mesmo peptídeo contendo 2 cargas, foi observado o efeito 

contrário: 4 íons provenientes da cadeia α (a3α, b5α, b6α e y1α) e 8 da cadeia β 

(b2β, a2β, a1β, a1β - 44, y1β, y2β e y3β). Outra diferença observada nos espectros 

de fragmentação de PX2, independente da carga, foi a formação abundante de 

espécies resultantes de clivagens nas duas cadeias. Nesse caso, pôde-se 

observar espécies que continham ou não a estrutura do DSS (m/z 739.5 na 

Figura 24E e m/z 867.5 na Figura 24F, respectivamente). Como esses estudos 

foram realizados com somente um peptídeo desse tipo, não é possível 

determinar se esse é um efeito dependente da seqüência, carga ou tamanho 

dessa cadeia ou se esse é realmente um efeito comum de peptídeos conectados 

via N-terminal. 

Os espectros anotados de MALDI-MS/MS dos peptídeos P1, P3, PX1 e 

PX2 estão mostrados na Figura 26. Assim como no caso anterior, as anotações 

nos espectros estão de acordo com o proposto na referência 175. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



IV – Resultados e Discussão 77

 

mass
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600

%

0

100

P1_NOVO2_DSS DIG B 1574  38 (1.183) M3 [Ev53620,It50,En1] (0.050,200.00,0.200,1400.00,1,Cmp); Sm (SG, 2x4.00); Cm (25:57) TOF MSMS 1574.80LD+ 
1301574.8390

1557.7979

1287.6052288.1924

84.0401

175.0961

239.1680

1270.58141146.5647

685.3247

559.2805

403.2055

1075.5789974.5470
801.4255

912.4736

1215.6276

1418.7050

(b3α or b7β) + 18

KGCR

EVTKNDLR α

β

b6α

b6α- 17

(a7 α or a3β) - 17
1383.7204

y7αVTKNDLR - CO2

702.3622

TKNDLR – (CO2)

TKNDLR 

- (CO2+ NH3)

KNDLR 

- (CO2+ CN2H2, 42 da Arg)

y3α

y2α

{K}+17

y1

A

mass
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600

%

0

100

P1_NOVO2_DSS DIG B 1574  38 (1.183) M3 [Ev53620,It50,En1] (0.050,200.00,0.200,1400.00,1,Cmp); Sm (SG, 2x4.00); Cm (25:57) TOF MSMS 1574.80LD+ 
1301574.8390

1557.7979

1287.6052288.1924

84.0401

175.0961

239.1680

1270.58141146.5647

685.3247

559.2805

403.2055

1075.5789974.5470
801.4255

912.4736

1215.6276

1418.7050

(b3α or b7β) + 18

KGCR

EVTKNDLR α

βKGCR

EVTKNDLR α

β

b6α

b6α- 17

(a7 α or a3β) - 17
1383.7204

y7αVTKNDLR - CO2

702.3622

TKNDLR – (CO2)

TKNDLR 

- (CO2+ NH3)

KNDLR 

- (CO2+ CN2H2, 42 da Arg)

y3α

y2α

{K}+17{K}+17

y1

A

 

 

YTKDLSQR

AFKGMR

α

β

(b7α or b5β) + 18

b7α or b5β

b4α

YTKDLSQ

FK
- (2 x 28)

YTKDLSQ

FK
- (2 x 28) - 17YTKDLS

FK - (3 x 28)

YTKD

FK
- (2 x 28)

β+

a7α or a5β

y4α

y4α- 18

{K}

{K}

239.1504

{K}+17

222.1338

{K}

mass
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800

%

0

100

P3-DIG-OASIS-1857  52 (1.140) M3 [Ev-48767,It50,En1] (0.050,200.00,0.200,1400.00,2,Cmp); Sm (SG, 2x4.00); Cm (47:70) TOF MSMS 1857.00LD+ 
9851700.7809

1682.7722

1354.5912
503.2660

84.0636

175.1040
305.2058

485.2560

1193.5951

1176.58241037.4923
709.3563531.2497 865.4133

1654.7566

1635.77931355.6698

1856.8289

1796.8304

B
(b7α or b5β) + 18

b7α or b5β

b4α

YTKDLSQ

YTKDLSQR

AFKGMR

α

β

YTKDLSQR

AFKGMR

α

β

FK

YTKDLSQ

FK
- (2 x 28)

YTKDLSQ

FK

YTKDLSQ

FK
- (2 x 28) - 17YTKDLS

FK

YTKDLS

FK - (3 x 28)

YTKD

FK

YTKD

FK
- (2 x 28)

β+

a7α or a5β

y4α

y4α- 18

{K}

{K}

{K}

{K}

239.1504

{K}+17{K}+17

222.1338

{K}{K}

mass
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800

%

0

100

P3-DIG-OASIS-1857  52 (1.140) M3 [Ev-48767,It50,En1] (0.050,200.00,0.200,1400.00,2,Cmp); Sm (SG, 2x4.00); Cm (47:70) TOF MSMS 1857.00LD+ 
9851700.7809

1682.7722

B

1856.8289

1796.8304

1354.5912
503.2660

84.0636

175.1040
305.2058

485.2560

1193.5951

1176.58241037.4923

865.4133

1654.7566

1635.77931355.6698
709.3563531.2497

 



IV – Resultados e Discussão 78

 

mass
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600

%

0

100

PX DSS DIG 1639  52 (1.672) M3 [Ev11339,It50,En1] (0.050,200.00,0.200,1400.00,1,Cmp); Sm (SG, 2x4.00); Sm (SG, 2x4.00); Cm (43:108) TOF MSMS 1639.00LD+ 
2271482.8711

1464.8672

84.0372

222.1268

175.0874

305.2118 1436.8833

466.2843

421.2434

523.2751

1308.8098677.3900

1179.7362

1638.9633

1578.9299

1639.8563

1641.0747

AGAKGAER

LVKAGVR

α

β

a4α

(b7α or b6β) + 18

b7α or b6β

a7α or a6β

b4β

AGAKGA

{K}

AGAKG

AGAK

{K}

{K}

{K}

239.1625

{K}+17

C

mass
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600

%

0

100

PX DSS DIG 1639  52 (1.672) M3 [Ev11339,It50,En1] (0.050,200.00,0.200,1400.00,1,Cmp); Sm (SG, 2x4.00); Sm (SG, 2x4.00); Cm (43:108) TOF MSMS 1639.00LD+ 
2271482.8711

1464.8672

84.0372

222.1268

175.0874

305.2118 1436.8833

466.2843

421.2434

523.2751

1308.8098677.3900

1179.7362

1638.9633

1578.9299

1639.8563

1641.0747

AGAKGAER

LVKAGVR

α

β

AGAKGAER

LVKAGVR

α

β

a4α

(b7α or b6β) + 18

b7α or b6β

a7α or a6β

b4β

AGAKGA

C

{K}

AGAKGA

{K}

AGAKGAGAKG

AGAKAGAK

{K}

{K}

{K}{K}{K}

{K}

{K}+17{K}+17

239.1625

mass
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200

%

0

100

7C 1225  20 (0.370) M3 [Ev-3609,It50,En1] (0.050,200.00,0.200,1400.00,1,Cmp); Sm (SG, 2x8.00); Cm (15:77) TOF MSMS 1225.80LD+ 
1.63e31225.7874

222.1501
84.0811

129.1030

293.1890

1097.6921

350.2135

567.3553

466.2788 1208.7490

1226.6901

1227.2002

b3β+18HN-AG

VK - 28

HN-AG

{K}

HN-A

{K}

239.1754

1051.6859

b6α

HN-AGAK

{K}

HN-AGAK

LVKAGVR α

β

338.4138

HN-A

K

{K} {K}+17

D

mass
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200

%

0

100

7C 1225  20 (0.370) M3 [Ev-3609,It50,En1] (0.050,200.00,0.200,1400.00,1,Cmp); Sm (SG, 2x8.00); Cm (15:77) TOF MSMS 1225.80LD+ 
1.63e31225.7874

222.1501
84.0811

129.1030

293.1890

1097.6921

350.2135

567.3553

466.2788 1208.7490

1226.6901

1227.2002

b3β+18HN-AG

VK - 28

HN-AG

{K}

HN-A

{K}

239.1754

1051.6859

b6α

HN-AGAK

{K}

HN-AGAK

{K}

HN-AGAK

LVKAGVR α

β

338.4138

HN-A

K

HN-A

K

{K}{K} {K}+17{K}+17

D

 

Figura 26 - Espectros de MALDI-MS/MS dos peptídeos intermoleculares de P1 (A), P3 (B), PX1 (C) e PX2 

(D). 



IV – Resultados e Discussão 79

 

Comparando-se com os espectros de ESI-MS/MS, os espectros de 

fragmentação de MALDI não são tão informativos quanto à seqüência de 

aminoácidos, visto que esses contêm um menor número de íons tipo y e b. 

Entretanto, nos três casos onde o cross-linking ocorre entre lisinas (P1, P3 e 

PX1), pode-se observar o mesmo efeito da diferença de massa entre as duas 

cadeias na extensão da fragmentação proveniente de α e β. P1 (b6α, b6α -17, 

y7α, y3α e y2α) e P3 (b4α, y4α e y4α -18) apresentam fragmentos provenientes 

somente da cadeia α, enquanto PX1 apresenta um íon oriundo de cada cadeia 

(a4α e b4β). Somente no caso de P3 foi possível observar a ruptura da ligação 

DSS-peptídeo, levando a formação da cadeia intacta β+. 

Diferentemente dos espectros de ESI, somente em um caso foi possível 

observar a formação do imônio da lisina modificada, com a formação e 

posterior perda do anel THP (PX2). Provavelmente essas espécies são 

formadas mas rapidamente dissociadas dando origem a outros fragmentos, em 

virtude do regime mais energético de fragmentação de íons monocarregados. 

Essa natureza mais energética pode ser evidenciada pela formação de um 

grande número de fragmentos internos, onde um número maior de ligações 

necessita ser rompido.  

Finalmente, vale ressaltar que do mesmo modo que nos espectros de 

ESI, em todos os espectros de MALDI foi possível observar a formação dos 

íons marcadores da presença de DSS, de m/z 222.1, 239.1 e 305.2. A presença 

dessas espécies nos espectros de fragmentação utilizando ambas as técnicas de 

ionização aumenta ainda mais o potencial da utilização destes como 

diagnósticos para a presença de DSS. 

Em resumo, pode-se concluir que os espectros de fragmentação de 

MALDI e ESI mostraram-se complementares na completa caracterização do 

mecanismo de fragmentação de peptídeos contendo cross-linking 
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intermolecular. Apesar de algumas diferenças, como por exemplo a presença 

massiva de fragmentos internos em MALDI, os espectros apresentam várias 

características em comum, como por exemplo a presença majoritária de 

fragmentos tipo b. Além disso, diferentemente do caso de peptídeos 

intramoleculares,185 os espectros de fragmentação de peptídeos 

intermoleculares são muito mais dependentes das seqüências, no que diz 

respeito à quantidade de íons y e b. Por outro lado, uma característica 

marcante em comum com todas as fontes de ionização e estados de carga é a 

quantidade maior de fragmentação da cadeia α (maior cadeia) mantendo a 

cadeia β intacta. Além disso, quanto maior a diferença de massa entre as duas 

cadeias, mais pronunciado é esse efeito: no caso de P1, onde a cadeia α é 

quase o dobro da β o espectro é dominado por fragmentos da primeira cadeia, 

enquanto no caso de PX1, onde as cadeias apresentam massas muito 

próximas, o número de fragmentos provenientes de ambas as cadeias é muito 

próximo. Isso é interessante uma vez que pode-se considerar a menor cadeia 

como uma modificação da outra, o que pode facilitar na futura implementação 

desses resultados em softwares que automatizem a identificação dessas 

espécies.  

 

IV.1.4 Identificação de Espécies Contendo Cross-Linkers por 

Varredura de Íon Precursor 

 

 Dentro da metodologia de cross-linkers aliada a MS para o estudo de 

estrutura e interação de proteínas, uma das maiores dificuldades reside na 

detecção e identificação de peptídeos contendo cross-linking. Isso ocorre 
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devido ao fato de que peptídeos contendo cross-linkers estão em quantidades 

subestequiométricas na amostra quando comparados aos peptídeos não 

modificados. Como mostrado nas seções anteriores, os peptídeos modificados 

por esses reagentes podem comportar-se de modo semelhante a modificações 

pós-traducionais (PTM) no que diz respeito à fragmentação em fase gasosa. 

Desse modo, seria interessante a utilização de metodologias baseadas em MS 

tradicionalmente utilizadas para PTM de modo a auxiliar na detecção desses 

peptídeos. Isso tornaria os experimentos de cross-linking mais baratos, 

rápidos, simples e versáteis e com menor manipulação de amostras. Um dos 

métodos mais tradicionais de MS para detectar peptídeos modificados consiste 

na Varredura de Íons Precursores (PIS) em equipamentos tipo Triplo 

Quadrupolo. PIS é um experimento de MS/MS onde o primeiro analisador de 

m/z realiza a varredura de todos os íons gerados na fonte dentro de uma 

determinada faixa, sendo esses fragmentados simultaneamente na câmera de 

colisão. O segundo analisador por sua vez encontra-se fixo em uma ou mais 

m/z, permitindo somente a passagem de fragmentos de determinada m/z 

(Figura 27). Desse modo, esse tipo de análise é extremamente vantajoso 

quando se deseja buscar uma determinada classe de compostos em uma matriz 

complexa, desde que esses gerem um fragmento em comum. Vale ressaltar 

nesse ponto que PIS é o experimento oposto ao típico Varredura de Íons 

Produtos, onde o primeiro analisador seleciona um íon de determinada m/z, 

sendo somente esse fragmentado e todos os seus fragmentos medidos no 

segundo analisador (Figura 27). PIS em equipamentos tipo Triplo Quadrupolo 

(e mais recentemente em equipamentos do tipo ion trap linear) tem sido 

utilizado para determinação de sítios de fosforilação188,189,190, modificação por 

aldeídos191, identificação e diferenciação de oligossacarídeos ligados por N ou 
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O em glicoproteínas192, bem como na detecção de glicopeptídeos193 e 

glicoproteínas194.  
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Figura 27 – Representação esquemática dos diferentes tipos possíveis de experimentos de MS/MS. 

 

Em 2002, Bateman propôs a utilização do equipamento Q-Tof em um 

experimento similar ao PIS.195 A princípio, o experimento de PIS não poderia 

ser realizado em equipamentos tipo Q-Tof, uma vez que analisadores Tof não 

tem capacidade de filtrar íons de determinada m/z. O método proposto 
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consistia em um experimento no qual o quadrupolo transmitia íons 

continuamente, enquanto o Tof adquiria espectros alternados com e sem 

fragmentação (isso é feito alterando-se a energia de colisão com o gás). Caso o 

fragmento de interesse fosse gerado na colisão, um espectro de varredura de 

íons produtos era adquirido para identificar o precursor que gerou o 

fragmento. Esse tipo de experimento traria todas as vantagens de 

equipamentos tipo Q-Tof quando comparados a triplo quadrupolos, como por 

exemplo a alta velocidade de aquisição de espectros aliada a alta sensibilidade 

e exatidão de massas. Recentemente, Niggeweg contribui para a melhoria do 

método tornando-o compatível com separação cromatográfica.196 Desde então, 

PIS em equipamentos tipo Q-Tof tem sido utilizado para identificação e 

quantificação de fosfopeptídeos197,198, detecção e diferenciação de dimetilação 

em arginina199 e na detecção de peptídeos glicosilados200. 

 Como mencionado acima, para realização de experimentos de PIS, é 

necessário a presença de um íon marcador no espectro de Varredura de Íons 

Produtos, ou seja, um fragmento característico de uma determinada classe de 

compostos. De acordo com os estudos de fragmentação de peptídeos contendo 

DSS como cross-linking descritos anteriormente, foi possível identificar 3 íons 

característicos: 222.1494, 239.1759 (peptídeos contendo DSS) e 305.2229 

(peptídeos contendo DSS conectados por duas lisinas).185 Esses íons 

apresentam grande potencial para sua utilização em experimentos de PIS, uma 

vez que suas m/z não coincidem com nenhuma combinação de íons tipo a, b 

ou y (íons mais comuns na fragmentação de peptídeos por colisão) dos 20 

aminoácidos naturais. Esse dado, aliado à alta exatidão de massas do Tof, 

pode conferir alta especificidade para esse tipo de análise.  

 O primeiro experimento realizado consistiu na análise da amostra PX. A 

Figura 28 apresenta o cromatograma da amostra PX com baixa energia de 
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colisão (sem fragmentação), sendo as espécies mais intensas (indicadas nos 

espectros) os peptídeos utilizados nos estudos de fragmentação. A Figura 29 

apresenta os cromatogramas de alta energia de colisão de íons selecionados 

para os íons marcadores com alta exatidão (m/z 222.1494, 239.1759 e 

305.2229 ± 0.02 Da). 
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Figura 28 - Cromatograma da amostra PX com baixa energia de colisão, indicando a presença dos íons de 

interesse. 
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Figura 29 - Cromatograma de íons selecionados da amostra PX com alta energia de colisão, indicando a 

presença dos íons de m/z 222.1494 (linha roxa), 239.1759 (linha verde) e 305.2229 (linha vermelha) (Erro de 

0.02 Da). 

 

 É possível observar no cromatograma de baixa energia de colisão a 

presença de várias outras espécies além das indicadas na figura. Além disso, 

quando fragmentadas essas espécies dão origem aos fragmentos dos íons 

marcadores, o que indica que todos esses sinais são referentes a espécies 

contendo DSS em sua estrutura. Isso já era esperado, uma vez que após a 

reação com o cross-linker e digestão com tripsina, várias espécies foram 

formadas (como pode-se ver no espectro de MALDI-MS do produto da 

reação, Figura 21) além das mencionadas anteriormente: espécies contendo 

somente dead-end ou dead-end mais ligações intra ou intermolecular, 

produtos de digestão incompleta, dentre outros). Desse modo, é interessante 

notar que a potencialidade da técnica para detecção de peptídeos contendo 

cross-linking. 
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 De acordo com os estudos de fragmentação apresentados anteriormente, 

ambos os íons de m/z 222.1 e 239.2 seriam candidatos para utilização como 

marcadores, uma vez que ambos indicam a presença de peptídeos ligados por 

DSS (o íon 305.2 é mais específico, indicando peptídeos contendo DSS 

ligados por duas lisinas). Desse modo, seria interessante avaliar qual desses 

seria de melhor aplicabilidade para a técnica. A Figura 30 apresenta em 

detalhes o cromatograma de íons selecionados para os dois íons. Por essa 

figura, é possível observar que para as espécies mais intensas o íon 222.1 é um 

pouco mais intenso que o íon 239.2; entretanto, essa tendência é invertida para 

os sinais menos intensos. Isso indica que o íon 239.2 tende a ser mais sensível 

que o 222.1 com relação a presença de peptídeos contendo DSS. Entretanto, o 

único caso em que não há sobreposição corresponde ao íon com tempo de 

retenção de 19.35, sendo que esse deu origem somente ao marcador 222.1. 

Desse modo, a utilização de ambos os marcadores em conjunto é a melhor 

opção para detectar esses peptídeos modificados; a detecção de ambos os íons 

no mesmo experimento é possível em equipamentos Q-Tof sem perda de 

sensibilidade (diferentemente de equipamentos triplo quadrupolos, onde cada 

canal adicionado diminui a sensibilidade). 
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Figura 30 - Cromatograma de íons selecionados com alta energia de colisão (linhas em vermelho e verde 

correspondem aos íons de m/z 222.1 e 239.1. 

 

 Com o intuito de simular uma amostra que se assemelhasse a 

experimentos com proteínas, foi realizado outro experimento onde uma 

alíquota de PX foi adicionada a um digesto da proteína hemoglobina em 

quantidades estequiométricas. A Figura 31 apresenta o cromatograma de baixa 

energia de colisão das amostras controle (digesto de hemoglobina) e 

experimento (digesto de hemoglobina + PX). É clara a presença de um maior 

número de picos cromatográficos devido a amostra PX. A Figura 32 apresenta 

os cromatogramas de íons selecionados (íons marcadores de presença de DSS) 

de alta energia de colisão. Uma das principais características desses 

cromatogramas refere-se à especificidade dos íons marcadores, ou seja, com a 

alta exatidão de massas de um Tof, nenhum peptídeo da hemoglobina quando 

fragmentado gera um dos íons marcadores. Isso pode ser observado também 
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pela comparação dos cromatogramas de íons selecionados desse experimento 

quando comparado com o experimento realizado somente com o PX. 

 

 

Figura 31 - Cromatogramas com baixa energia de colisão para a hemoglobina digerida com (linha verde) e 

sem PX (linha vermelha). 
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Figura 32 - Cromatogramas de íons selecionados com alta energia de colisão para as amostras contendo 

hemoglobina + PX (linha verde) e somente hemoglobina (linha vermelha), indicando a presença dos íons 

marcadores de m/z 222.1 (A), 239.1 (B) e 305.2 (C). 

 

 O próximo passo na utilização de PIS como método de detecção de 

peptídeos contendo DSS foi realizar um experimento de cross-linking com 

proteína. Com isso, o alvo escolhido foi a proteína lisozima, uma proteína 

modelo pequena e com estrutura resolvida tanto por Cristalografia de 

Proteínas como por Ressonância Magnética Nuclear. Além disso, essa 
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proteína tem um grande número de resíduos de lisina, o que a torna um bom 

alvo para a validação do método apresentado. A Figura 33 indica os 

cromatogramas referentes aos íons marcadores tanto do controle (lisozima 

digerida) quanto do experimento (lisozima + DSS digerida). Mais uma vez é 

notável a excelente especificidade dos íons marcadores, visto que são muito 

poucos os íons no controle que geram os marcadores. Essa figura indica 

também que a utilização dos 3 íons simultaneamente é extremamente 

interessante, uma vez que aumenta a especificidade da técnica sem a perda de 

sensibilidade (em equipamentos tipo Q-Tof). 
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Figura 33 - Cromatograma com alta energia de colisão para o controle (vermelho) e experimento (verde), 

indicando a presença dos íons marcadores de m/z 222.1 (A), 239.1 (B) e 305.2 (C). 

 

Para cada um dos picos cromatográficos acima nos quais havia a 

presença dos íons marcadores 222.1 e 239.1, os respectivos espectros de MS 

de baixa energia de colisão foram processados para identificação de peptídeos 
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modificados com DSS. Esses espectros foram deconvoluídos e as m/z dos 

possíveis precursores monocarregados foram carregados no software 

xBobcat176, que cria uma lista teórica de possíveis peptídeos modificados 

baseados somente em dados de MS. Os peptídeos atribuídos tiveram sua 

identificação manualmente confirmada por espectros de MS/MS. A Figura 34 

apresenta um exemplo de identificação de um peptídeo do tipo dead-end; 

nesse caso, é interessante notar a presença dos íons 222.1 e 239.1 e a ausência 

do íon 305.2, fato esse esperado para peptídeos desse tipo. 
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Figura 34 – (A) Cromatogramas de alta energia de colisão de íons selecionados para as m/z 222.1494 e 

239.1759 (± 0.02 Da), em vermelho e verde respectivamente. O retângulo destaca o pico cromatográfico 

referente ao espectro de MS (baixa energia de colisão) apresentado em (B). (C) Espectro anotado de MS/MS 

do íon de m/z 381.7, peptídeo N-terminal da lisozima modificado com DSS (dead-end). Em (D), ampliação do 

espectro (C), destacando a presença dos íons marcadores. 
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De modo a tornar a detecção e identificação de cross-linking um 

processo automatizado e, conseqüentemente, com velocidade compatível com 

as necessidades da área de Genômica Estrutural, seria interessante o 

desenvolvimento de ferramentas de bioinformática capazes de auxiliar esses 

processos. Embora existam alguns softwares disponíveis175,176, esses são 

extremamente dependentes da análise manual dos dados, além de 

considerarem como únicos critérios de seleção a m/z e seqüências de 

fragmentos independentes da presença do cross-linker. Desse modo, foi 

proposta uma rotina para implementação de um software que levasse em 

consideração os achados descritos até o momento acerca da fragmentação de 

espécies contendo cross-linkers. Primeiramente, foi proposta a utilização dos 

íons marcadores para localizar no cromatograma os tempos de retenção dos 

possíveis peptídeos contendo DSS. Conforme descrito na seção anterior, a 

formação desses íons diagnósticos é dependente somente da cadeia espaçadora 

do cross-linker e da cadeia lateral da lisina. Desse modo, qualquer cross-linker 

derivado de diésteres de NHS poderia formar essas espécies. Com isso, foi 

desenvolvido um fluxograma a ser implementado em um software, conforme 

apresentado na Figura 35. 
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Figura 35 – Fluxograma de interpretação de dados obtidos de um experimento de PIS para detecção de 

peptídeos contendo cross-linkers derivados de diésteres de NHS (CE indica a massa da cadeia espaçadora do 

cross-linker utilizado no experimento). 

 

A primeira etapa do fluxograma consiste na avaliação da presença das 

espécies análogas aos íons de m/z 222.1 e 239.1. Conforme descrito 

anteriormente, esses íons são gerados quando da fragmentação de peptídeos 

contendo DSS, independente do tipo de cross-linking formado: intra ou 

intermolecular e dead-end. Caso nenhuma dessas espécies esteja presente no 

espectro de fragmentação, a presença do cross-linker pode ser descartada. Para 

calcular a massa do análogo do 222.1 para outro cross-linker, deve-se somar a 
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massa do anel THP com dois grupos carbonilas (que formam a ligação amida 

com o N da lisina) e da cadeia espaçadora (CE). O íon análogo ao 239.1 é 

calculado do mesmo modo, apenas adicionando-se a massa do grupo amônia. 

Para diferenciar as espécies conectadas via duas lisinas (intra ou 

intermolecular) das espécies dead-end, deve-se avaliar a presença do análogo 

ao 305.2: esse íon só é formado quando ocorre o rearranjo de duas cadeias 

laterais de lisinas, ou seja, somente quando duas lisinas presentes estão 

conectadas na estrutura do peptídeo. A massa desse íon pode ser calculada 

pela soma da massa de dois anéis THP, dois grupos carbonila e a CE do cross-

linker. Finalmente, pode-se tentar diferenciar as espécies intra e 

intermoleculares pela presença de íons y1. Esses íons são resultantes da 

fragmentação do resíduo C-terminal do peptídeo e comumente observados 

quando da fragmentação dessas moléculas por CID. Caso seja possível 

observar no espectro de dissociação as m/z 147.1 e 175.1, referentes aos y1 de 

lisina e arginina respectivamente, isso indicaria a presença de dois resíduos 

diferentes na porção C-terminal. Esse fato só seria possível se dois peptídeos 

diferentes estivessem conectados, ou seja, se essa fosse uma espécie 

intermolecular. Por outro lado, a presença de somente um desses íons seria 

inconclusiva, uma vez que poderia indicar tanto a presença de somente um C-

terminal (e conseqüentemente uma espécie intramolecular) quanto dois C-

terminais idênticos (peptídeo intermolecular). Após essa análise preliminar, 

somente os espectro de dissociação dos íons de interesse seriam analisados 

para verificar outras características que permitissem a identificação inequívoca 

dos sítios de ligação ao cross-linker utilizado. 
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IV.1.5 Conclusões 

 

 A elucidação dos mecanismos de fragmentação de peptídeos contendo 

cross-linkers é um passo fundamental para a utilização desses reagentes como 

“réguas moleculares” na determinação de estruturas superiores de proteínas. 

Não só esse conhecimento permite a identificação inequívoca dos resíduos que 

estão espacialmente próximos, mas também abre caminho para o 

desenvolvimento de ferramentas de bioinformática que permitam automatizar 

esse processo. Os resultados apresentados mostram que a dissociação de 

peptídeos contendo cross-linking intermoleculares gera íons tipo b e y, sendo 

que ocorre formação preferencial de íons provenientes da cadeia α.  

Essas espécies apresentam ainda algumas outras clivagens específicas, 

como por exemplo formação preferencial do imônio da lisina modificada e 

clivagem da ligação peptídeo-reagente. A partir da formação desse imônio, 

pode ocorrer o rearranjo da cadeia lateral dessa lisina, levando a formação de 

um anel tetrahidropiridina. Caso a outra extremidade do reagente esteja 

conectado a uma lisina (e não ao N-terminal), esse rearranjo também pode 

ocorrer na outra extremidade, levando à formação de um íon de m/z 305.2. 

Esse íon foi observado em todos os espectros de MS/MS de peptídeos 

contendo DSS conectados via lisinas e conseqüentemente pode ser utilizado 

como íon diagnóstico. Além disso, fragmentação subseqüente deste pode levar 

a formação os íons de m/z 222.1 e 239.1, que também foram observados em 

todos os espectros de fragmentação de espécies contendo DSS. A formação 

destes íons característicos permitiu a realização de experimentos de PIS para 

detecção de peptídeos contendo DSS. Esses experimentos demonstraram 

grande seletividade desses íons, principalmente quando esses foram utilizados 
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conjuntamente. Isso se deve ao fato de que nenhuma dessas m/z coincidam, 

nominalmente, com a m/z de nenhuma combinação de íons a, b ou y dos 20 

aminoácidos. Esses achados permitiram criar uma rotina a ser implementada 

em um software capaz de automatizar os processos de detecção e identificação 

de peptídeos contendo cross-linkers, o que futuramente contribuirá 

significativamente na diminuição do tempo necessário para a interpretação dos 

dados provenientes de experimentos de MS3D. 

 

 

 



IV – Resultados e Discussão 98

 

IV.2 FOOTRPINTING 

IV.2.1 Introdução 

 

Em 1999, o grupo de Mark Chance propôs a utilização de radicais 

hidroxilas provenientes da radiólise da água para o estudo de estrutura de 

proteínas e suas interações em solução.135 A idéia por trás desse experimento 

estava no sucesso obtido no estudo de estrutura de ácidos nucléicos em 

solução utilizando o mesmo aparato experimental.201 Embora a utilização de 

�OH aplicada a estudos de estrutura de proteínas não fosse uma inovação, a 

utilização de fontes de luz síncrotron trouxe como grande vantagem para esses 

experimentos o fato das modificações ocorrerem na escala de ms, compatível 

com o tempo de grandes mudanças conformacionais nas proteínas. Entretanto, 

existia uma diferença fundamental nos experimentos com relação ao tipo de 

modificação causado pelos radicais: enquanto no caso de RNA e DNA ocorria 

a clivagem da cadeia principal (ligação fosfodiéster), no caso de proteínas as 

reações ocorrem majoritariamente na cadeia principal. Isso se deve ao fato de 

que a cinética da reação nesses sítios é cerca de 5 a 100 vezes maior que no 

carbono α, dependendo da reatividade da cadeia lateral.135 

A partir desse trabalho, vários outros foram realizados com o intuito de 

quantificar a cinética de oxidação dos diferentes aminoácidos e caracterizar 

seus produtos de oxidação. Primeiramente, determinou-se os produtos da 

reação de �OH com aminoácidos alifáticos e aromáticos.135 Resíduos alifáticos 

reagem mediante abstração de próton pelo radical, levando a formação de uma 

espécie radicalar na qual o elétron desemparelhado localiza-se no átomo de 

carbono. Após essa etapa, ocorre a reação com o O2 dissolvido na água 
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levando a formação de um radical peroxil, que pode levar a formação dos 

produtos de adição de hidroxila (mais comum) ou a formação de uma 

carbonila (Figura 36).130 Resíduos aromáticos 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 (Figura 36).130 Em ambos os casos é possível observar a formação de 

produtos de múltipla oxidação, dependendo dos parâmetros experimentais (em 

especial tempo de exposição), sendo esses muito comumente observados em 

resíduos aromáticos. Posteriormente, foram descritos os mecanismos 

propostos para a oxidação de resíduos básicos136, ácidos137 e contendo 

enxofre138. 
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Figura 36 – Mecanismo e principais produtos de oxidação de resíduos alifáticos130 (A), aromáticos135 (B), 

básicos136 (C), ácidos137 (D), contendo enxofre138 (E) e álcoois130 (F) em experimentos de footprinting. 
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Após a determinação das possíveis espécies obtidas quando da oxidação 

de proteínas por radicais hidroxila, o grupo de 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 

experimentos.139 Os dados obtidos utilizando soluções diluídas de 

aminoácidos (μM) e tempos de exposição da ordem de ms 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 37). 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 Da.139 

 

AA
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Figura 37 – (A) Área superficial exposta ao solvente para os 20 aminoácidos em proteínas depositadas no 

PDB.98 (B) Cinética de reação dos aminoácidos frente ao radical hidroxila, freqüência de cada aminoácido em 

proteínas, fração na qual esses aminoácidos apresentam área superficial exposta (SEA) maior que 30 Ӑ2 e o 

produto entre a freqüência dos aminoácidos em proteínas e a SEA. 

 

Baseados nos dados obtidos anteriormente, foi posteriormente proposto 

o diagrama apresentado na Figura 8 para a obtenção de dados estruturais de 

complexos protéicos por experimentos de footprinting. Após a irradiação do 

controle e experimento por diferentes intervalos de tempo, as amostras são 

digeridas e analisadas por LC-MS/MS. O método utilizado para quantificar a 

taxa de oxidação de peptídeos consiste na construção de uma curva tipo dose-

resposta. Essa curva é construída sendo que para cada intervalo de tempo de 

exposição à radiação, a fração de peptídeo não-modificado é calculada 

dividindo-se a área do pico cromatográfico do peptídeo não-modificado pela 

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

ajustados para uma reta, considerando cinética de pseudo-primeira ordem de 

oxidação (Figura 38).129  
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Figura 38 – Cálculo da cinética de oxidação de peptídeos em experimentos de footprinting: para cada 

intervalo de tempo de exposição, a fração de peptídeo não modificado é calculada pela divisão entre peptídeo 

não modificado e peptídeo total (modificado + não modificado).129 

 

A grande limitação dessa metodologia consiste na determinação da 

quantidade de peptídeo modificado. Em todos os trabalhos descritos, 

considera-se 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, como descrito 

na Introdução, a reatividade dos resíduos em experimentos de footprinting é 

dependente de dois parâmetros: reatividade intrínseca e grau de 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 esses aminoácidos os produtos de oxidação +14 e +16 Da são 

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

ocorrer de em um determinado peptídeo 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 
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contato entre alguns poucos aminoácidos, mas sim entre superfícies, 

englobando vários resíduos contidos em vários peptídeos.27 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. 

 

IV.2.2 Experimentos de Footprinting na Linha de Luz DFX do LNLS 

 

 Os primeiros experimentos de footprinting foram realizados na linha de 

luz DFX do Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (LNLS). A DFX é uma 

linha de luz utilizada para realizar testes diagnósticos do feixe de luz 

(intensidade, estabilidade), que não apresenta nenhum elemento óptico que 

cortasse a região espectral de interesse (0.9 Å< λ < 4.0 Å). Vale ressaltar nesse 

ponto que, diferentemente da maioria dos outros experimentos utilizando luz 

síncrotron, nesse caso não é necessário a utilização de nenhum elemento para 

seleção de comprimento de onda. Na realidade, a ausência desses elementos 

constitui a situação ideal, uma vez que a função da radiação é gerar radicais 

hidroxila, sendo que para isso é desejável a maior densidade de fótons 

possível (com isso, diminui-se o tempo de exposição necessário para causar as 

modificações desejadas, evitando-se assim outras reações, como clivagem da 

cadeia polipeptídica ou modificações após mudanças conformacionais 

induzidas pela oxidação). Isso faz com que, dentre as linhas de luz de um anel 

síncrotron, a instrumentação necessária para a realização desse tipo de 

experimento seja uma das mais simples, sendo necessário somente um shutter 
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(mecanismo que controla o tempo de exposição da amostra a radiação) com a 

resolução temporal necessária.  

 Os primeiros experimentos de footprinting foram realizados com o 

objetivo de determinar se a radiação gerada no LNLS seria suficiente para 

causar oxidações na proteína suficientemente detectáveis por MS e em um 

curto intervalo de tempo. A linha DFX dispõe de um shutter com resolução 

temporal de 1 s e a amostra fica localizada a cerca de 50 cm da saída do feixe 

da região de alto vácuo. Além disso, também foi avaliado se a adição de 

peróxido de hidrogênio interferiria nessa escala de tempo, ou seja, se devido à 

facilidade dessa espécie em formar radicais hidroxila, seria possível utilizar 

menores intervalos de exposição. A Figura 39 apresenta um gráfico da 

intensidade dos produtos de oxidação formados por diferentes intervalos de 

tempo e com a presença ou ausência de H2O2 da proteína mioglobina. Por esse 

gráfico é possível observar que a presença de H2O2 altera o perfil de oxidação, 

tanto quali como quantitativamente, ou seja, a adição de peróxido induz tanto 

a formação de maior quantidade de proteína oxidada como maior número de 

produtos de oxidação distintos. A exposição da amostra contendo peróxido 

por intervalos de tempo maiores que 1 s levaram a formação de produtos de 

degradação, decorrentes da clivagem da cadeia principal da proteína. 
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Figura 39 – (A) Gráfico da formação de produtos de oxidação da mioglobina em função do tempo de 

exposição e da presença de peróxido. (B), (C) e (D) apresentam os espectros de MS deconvoluídos para a 

mioglobina para 1 s sem peróxido, 5 s sem peróxido e 1 s com peróxido, respectrivamente. 

 

 Após isso, foram realizados experimentos em que o tempo de exposição 

das proteínas variou de 1 a 5 segundos (em intervalos de 1 segundo), para 

determinar a taxa e os sítios de oxidação dos peptídeos. Um dos peptídeos 

identificados pela análise de LC-MS/MS foi o GLSDGEWQQVLNVWGK, 

que se encontra no N-terminal da mioglobina. Esse peptídeo aparece no 

espectro como um íon duplamente carregado (m/z 908.4); além desse, foi 

possível também identificar os íons de m/z 916.4, 932.4 e 940.4, que 

correspondem respectivamente a uma, duas e três adições de hidroxila a esse 

peptídeo. Como era esperado, os peptídeos modificados apresentam tempo de 

retenção menores na cromatografia de fase reversa, uma vez que a oxidação os 

torna mais polares. Além disso, outro fato interessante refere-se à abundância 

dos diferentes estados de oxidação: o peptídeo monooxidado tem abundância 
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mais alta com menores tempos de exposição, mas a partir de 4 segundos essa 

tendência se inverte e os peptídeo di e trioxidados passam a ser os mais 

abundantes, confirmando a sua transformação em outras espécies com maior 

número de oxidações. 
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Figura 40 - (A) Espectros de MS da amostra com diferentes intervalos de tempo de exposição. Os íons de m/z 

908.2, 916.2, 924.2 e 932.2 indicam respectivamente o precursor e as espécies mono, di e trihidroxilada. (B) 

Cinética de formação dos produtos apresentados no espectro anterior. 

 

Embora os resultados obtidos até então estivessem de acordo com os 

dados da literatura146,147, em especial com relação ao grau de cobertura dos 

resíduos modificados, a linha DFX apresentava limitações que dificultavam 

sua aplicação para a identificação de sítios de interação entre proteínas. Essa 

linha não apresentava um suporte fixo para as amostras, o que dificultava o 

mesmo posicionamento para todas as irradiações. Além disso, esse suporte 
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localizava-se a uma grande distância da saída do feixe (aproximadamente  

50 cm), sendo que a essa distância grande parte da radiação sofria 

espalhamento e desse modo não alcançava a amostra. Finalmente, o shutter 

disponível para o controle do tempo de exposição era lento e acionado 

manualmente, o que aumentava o erro no tempo de exposição a tal modo que 

impedia o cálculo da cinética de oxidação desses peptídeos.  

 

IV.2.3 Experimentos de Footprinting na Linha de Luz D06B do 

LNLS 

 

Para solucionar essas limitações, novos experimentos de footprinting 

foram realizados na linha de luz D06B do LNLS. A linha D06B era utilizada 

para experimentos de litografia de raios-X e, portanto, não contava com 

nenhum dispositivo óptico que cortasse fótons na região espectral de interesse. 

Desse modo, três mudanças foram implementadas nessa linha para torná-la 

ainda mais adequada para a realização dos experimentos de interesse: i) 

substituição do porta-amostras anterior por um sistema controlado 

remotamente por computador, que permite o posicionamento de até 6 

amostras sem a necessidade de reabrir a estação experimental; ii) instalação de 

um shutter rápido, com resolução da ordem de dezenas de ms; iii) adequação 

do software de controle dos dispositivos da linha. A Figura 41 apresenta uma 

foto da estação experimental da linha XRL; é interessante notar que nessa 

nova linha de luz a amostra fica localizada a poucos centímetros da saída do 

feixe, o que maximiza a eficiência do processo. 

 



IV – Resultados e Discussão 109

 

I

II
II

I

II
II

 

Figura 41 – Estação experimental da linha de luz XRL, onde foram realizados os experimentos de 

footprinting. Os índices I e II indicam respectivamente o porta-amostras (capacidade para 6 amostras) e o 

shutter rápido. 

 

Antes da realização de experimentos com proteínas, a linha XRL passou 

por dois testes de caracterização: posicionamento do porta-amostras e 

determinação do intervalo de tempo no qual a dosagem de radicais hidroxila 

variava de acordo com o tempo de exposição. Foi descrito na literatura a 

utilização de moléculas “dosímetras”, utilizadas para quantificar a dose de 

radicais às quais a amostra era submetida.130 Soluções contendo esses 

fluoróforos eram irradiadas por diferentes intervalos de tempo e após isso, sua 

fluorescência era medida. A reação dos radicais com essas moléculas levam ao 

quenching de sua fluorescência, de modo que esse tipo de experimento 

permite quantificar o teor de modificação e, conseqüentemente, de exposição 

da amostra a radiação. Em geral, a molécula utilizada para esse fim era a 

Alexa Fluor 488, um derivado da fluoresceínca altamente solúvel em água; os 

nossos experimentos foram realizados com a diclorofluoresceína (DCF), que 
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além de ser mais barato apresentou as mesmas propriedades da molécula 

anterior (Figura 42). 
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Figura 42 – Estruturas do Alexa Flúor 488 (A) e Diclorofluoresceína (B). 

 

O primeiro experimento na linha consistiu na caracterização do porta-

amostras. Essa peça apresenta 6 posições possíveis para o posicionamento de 

tubos tipo Eppendorf 200 μL. Foram realizados experimentos para verificar se 

a mesma amostra posicionada nas diferentes posições e irradiadas pelo mesmo 

intervalo de tempo, recebiam a mesma dosagem de radiação. Esses 

experimentos foram realizados alinhando-se o porta-amostras na primeira 

posição (A) e irradiando em todas as posições de modo automático 

(controlado pelo computador). Os resultados estão apresentados na Figura 43. 

É possível notar pelo gráfico que uma das posições (F) aparentemente recebe 

uma quantidade de radiação diferente das outras posições e, portanto, essa 

posição não foi utilizada para os outros experimentos. 
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Figura 43 – Intensidade da fluorescência da amostra irradiada nas diferentes posições do porta-amostras (n = 

3). 

 

A próxima etapa consistiu na caracterização dos intervalos de tempo de 

exposição da amostra. Os objetivos desse experimento foram determinar se 

dose de exposição é proporcional ao tempo de exposição (ou seja, se não 

ocorre saturação do meio a partir de um intervalo de tempo, onde não haveria 

mais oxidação) e se essa relação mantinha sua tendência ao longo do 

experimento. Soluções aquosas de qualquer analito (tanto a DCF quanto 

peptídeos e proteínas) em baixas concentrações (μM) podem ter sua cinética 

de oxidação aproximada a de pseudo-primeira ordem. Isso resulta do fato da 

água estar em concentrações muito superiores ao analito, de modo que esse é o 

fator limitante da reação. Desse modo, pode-se considerar a reação de 

radiólise como: 
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M → P1 + P2 + P3 + ... = Pi  ∑
=

n

i 1

onde M e P são respectivamente o analito e o produto. Por definição, a 

concentração inicial de peptídeo é 1, M é a fração do analito não-modificado e 

Pi é a fração do i-ésimo produto de oxidação. Ao longo do experimento, 

considerando reações somente de modificação (ausência de clivagem), a 

concentração total do analito permanece inalterada, ou seja: 

M + ∑ Pi = 1 
=

n

i 1

Como a velocidade da reação é limitada pela presença de analito (a 

concentração de radical permanece inalterada), a taxa de decaimento de M é 

dada pela equação: 

dM/dt = -kM 

ou seja, ocorre um decaimento exponencial de M em função do tempo 

(k é a constante de velocidade da reação). A concentração de M pode ser 

obtida em qualquer momento do experimento pela integração da equação 

anterior: 

M = e-kt 

A constante de velocidade da oxidação pode ser obtida pelo ajuste não-

linear da equação anterior: 

ln M= - kt 

Isso significa que traçando-se uma curva de M em função do tempo 

pode-se obter o valor de k, que será subseqüentemente utilizado na 

comparação de peptídeos em duas condições distintas: uma diminuição de k 

de um peptídeo após a interação da proteína com seu ligante significa que sua 

cinética de oxidação foi diminuída em função da proteção a oxidação. 
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A curva dose-resposta para a solução de DCF irradiada por diferentes 

intervalos de tempo está mostrada na Figura 44A. A fluorescência de DCF 

diminui exponencialmente com o aumento do tempo de exposição, fato esse 

compatível com uma cinética de pseudo-primeira ordem. A Figura 44B 

apresenta o ajuste linear para a curva anterior; o fato de a linearidade ser 

mantida no intervalo de 100-1000 ms indica que esse intervalo de tempo pode 

ser utilizado em experimentos de footprinting com proteínas. 
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Figura 44 – (A) Intensidade da fluorescência de DCF em função do tempo de exposição. (B) Linearização da 

curva (A) de acordo com as equações anteriores. 

 

IV.2.4 Quantificação de Cinética de Oxidação pelo Método Label-Free 

 

Conforme descrito anteriormente, o método utilizado 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. 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 
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(sem adição de marcação isotópica).202,203,204 Embora esse método tenha sido 

aplicado há muitos anos para moléculas pequenas, os primeiros exemplos com 

peptídeos datam do início dessa década, em virtude de dificuldades 

experimentais principalmente 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 

calculando-se somente a área do pico cromatográfico referente ao peptídeo 

não-modificado. Com isso, considera-se que a diminuição de intensidade do 

pico cromatográfico corresponde a alguma modificação. 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 não-modificado e os produtos +14 e 

+16). Além disso, existem alguns softwares com a capacidade de automatizar 

todo esse processo, o que aumentaria significativamente a velocidade de 

análise.  

A implementação da rotina do método de label-free passa pela 

necessidade de um sistema cromatográfico extremamente reprodutível, tanto 

do ponto de vista quali como quantitativo. Em geral, a análise quantitativa é 

realizada em experimentos de LC-MS e não LC-MS/MS; isso é feito para 

obtenção de um maior número de pontos no pico cromatográfico, o que 

aumenta a exatidão dessa análise. Desse modo, a identidade dos peptídeos não 

é mais associada ao seu espectro de dissociação. Os únicos parâmetros que 

permitem identificar uma espécie nessas análises são o tempo de retenção 

cromatográfico, a m/z e o perfil do padrão isotópico. Além disso, do ponto de 
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vista quantitativo, a análise realizada considerando-se os produtos +14 e +16 

eram internamente normalizadas, ou seja, caso houvesse algum erro na injeção 

ou na própria cromatografia, 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. A Figura 45 

apresenta 5 cromatogramas de um digesto de mioglobina exposta por 

diferentes intervalos de tempo. É importante notar nessa figura a altíssima 

reprodutibilidade de tempo de retenção, aliada a uma grande resolução 

cromatográfica que garante um mínimo de co-eluição de peptídeos; isso é 

extremamente desejável quando se realiza uma análise quantitativa para evitar 

a supressão iônica. Além disso, é possível observar pelas correntes iônicas 

extraídas para 3 diferentes peptídeos as diferentes cinéticas de oxidação: o 

peptídeo YKELGFQG apresenta suas cadeias laterais mais suscetíveis a 

oxidação protegidas na estrutura da mioglobina (corrente iônica permanece 

praticamente constante com o aumento do tempo de exposição), enquanto o 

peptídeo HLKTEAEMK apresenta grande diminuição da intensidade com o 

aumento do tempo, o que indica que esse peptídeo encontra-se exposto na 

estrutura da mioglobina. 
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Figura 45 – Cromatogramas correspondentes a digestos de mioglobina após 5 intervalos de tempo de 

exposição diferentes e corrente iônica extraída para 3 peptídeos diferentes da mioglobina. 

 

Outro fato que merece destaque na análise pelo método label-free 

consiste na necessidade de se garantir que a diminuição do pico 

cromatográfico referente ao peptídeo não-modificado se deve exclusivamente 

a fenômenos oxidativos. Foi descrito na literatura que dependendo das 

condições experimentais (em especial com extensa dosagem de radicais 

hidroxila), pode ocorrer a formação de cross-linking entre cadeias 

polipeptídicas e clivagem nas ligações da cadeia carbônica principal da 

proteína (mediadas pela formação de um sítio radicalar nos carbonos da cadeia 

principal).135 Para comprovar que as condições experimentais utilizadas não 

favoreceram esse tipo de modificação, foram adquiridos espectros de MS da 

proteína intacta, antes e após o maior tempo de exposição utilizado, 800 ms 

(Figura 46). É possível observar nessa figura que os espectros de MS das duas 
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espécies são praticamente idênticos, não sendo observados na amostra 

irradiada produtos de massa menor (degradação) ou muito maior (cross-

linking) que da mioglobina. 
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Figura 46 – Espectro de MS deconvoluído para as amostras controle (linha vermelha) e irradiada por 800 ms 

(linha verde). A ampliação mostra a formação dos produtos de oxidação com o aumento do tempo de 

exposição. 

 

IV.2.5 Conclusões 

 

Dentre os diversos modos de geração de radicais hidroxila em solução, 

a utilização de luz síncrotron é uma das mais interessantes, visto que devido à 

sua alta densidade de fótons é possível utilizar tempos de irradiação da ordem 

de ms. Esses curtos tempos de exposição garantem que não ocorram mudanças 
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conformacionais enquanto os radicais são gerados, o que acarretaria na 

oxidação de sítios anteriormente protegidos na estrutura da proteína ou na 

superfície de interação em complexos protéicos. Após os primeiros 

experimentos em uma linha de diagnósticos de feixe no LNLS, foi 

desenvolvida a instrumentação necessária para a realização desses 

experimentos com resolução temporal. Isso incluiu o desenvolvimento de um 

shutter com capacidade de permitir a passagem da radiação por intervalos de 

tempo da ordem de ms, um porta-amostras localizada logo na saída do feixe, 

capaz de suportar até 5 amostras simultaneamente e um sistema controlado 

por computador capaz de controlar esses dispositivos, bem como alinhar o 

feixe de luz com a amostra, garantindo maior aproveitamento dos fótons. Para 

determinação de quais tempos de exposição poderiam ser utilizados para a 

amostra, utilizou-se o reagente diclorofluoresceína como “dosímetro 

molecular”, o que permitiu concluir que nos experimentos conduzidos no 

intervalo de 100-1000 ms  obtém-se quantidade proporcional de radicais 

hidroxila com o tempo de exposição. 

Para determinação da cinética de oxidação dos peptídeos em 

experimentos de footprinting, foi proposta uma nova metodologia de 

quantificação conhecida como label-free. Nesse caso, a quantidade de 

peptídeo não-modificado foi calculada somente de acordo com a diminuição 

da intensidade do íon correspondente no espectro de MS. Essa abordagem, 

além de mais simples do ponto de vista experimental, considera todos os 

possíveis produtos de oxidação gerados, inclusive produtos de oxidação 

múltiplos e ainda não descritos na literatura. Essa abordagem é diferente no 

sentido de não considerar somente os produtos de oxidação mais comuns para 

aminoácidos alifáticos (+14 e +16), o que pode subestimar significativamente 

a cinética de oxidação dos peptídeos. 
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IV.3 ESTUDO DE INTERAÇÃO ENTRE AS PROTEÍNAS TIF34 E 

TIF35 DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE 

IV.3.1 Introdução 

 

Conforme descrito na Introdução, análises de similaridade de seqüência 

apontaram a proteína Tif34 como pertencente à família de proteínas 

conhecidas como WD-repeat. Essa classe de proteínas é conhecida por 

apresentar domínios conservados de aproximadamente 40 a 60 aminoácidos, 

começando com o dipeptídeo GH, 11-24 resíduos a partir do N-terminal e 

terminando com o dipeptídeo WD. Entre esses dipeptídeos encontra-se a 

região central conservada contendo aproximadamente 40 aminoácidos. As 

proteínas dessa família apresentam de 4 a 16 repetições dos domínios WD 

(Figura 47A).205 A primeira estrutura de uma proteína dessa família, 

subunidade β da proteína G, foi resolvida em 1995.206 A estrutura terciária 

dessa proteína consiste em uma β-propeller (hélice), estrutura essa altamente 

simétrica constituída de vários WD-repeats. Cada uma dessas repetições adota 

um arranjo de 4 folhas β anti-paralelas, de modo que cada seqüência 

corresponde a uma repetição estrutural dessas folhas β (Figura 47B). 

Entretanto, cada repetição não corresponde a uma “lâmina” da hélice: cada 

lâmina tem 4 folhas β, sendo que na realidade a primeira delas faz parte do 

último trecho da repetição WD (Figura 47C). Essa divisão de folhas entre as 

lâminas apresenta grande potencial de estabilização para essa estrutura. 
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Figura 47 – (A) Seqüência característica de proteínas da família WD-repeat. (B) Regiões da seqüência que 

definem as características estruturais das proteínas dessa família; os resíduos em destaque referem-se às 

regiões conservadas nessa estrutura. (C) Representação esquemática da estrutura tipo β-propeller, sendo as 

diferentes cores as regiões por onde as proteínas dessa família podem interagir. 

 

Embora as repetições WD não apresentem nenhuma função enzimática, 

foram atribuídas inúmeras funções às proteínas dessa família, tais como 

síntese e processamento de RNA, controle de ciclo celular, apoptose, dentre 

outras. O fato aceito na literatura hoje é que os processos evolutivos atuaram 

no sentido da conservação da estrutura do tipo β-propeller, uma vez que essa 

estrutura apresenta um alto grau de exposição da sua superfície (regiões 

superior, inferior e lateral, além do canal interno). Esse fato indica que  

aparentemente essa estrutura serviria como uma plataforma eficaz para um 

grande número de interações proteína-proteína, sendo possivelmente muitas 

delas simultaneamente.205 
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Com relação à proteína Tif34 e seu complexo com a Tif35, estruturas de 

alta resolução não foram obtidas para esses sistemas até o momento. Tif34 é 

uma proteína razoavelmente grande para os padrões atuais de RMN (39 kDa); 

o complexo com Tif35 apresenta massa aproximada de 59 kDa. Além disso, a 

estrutura de Tif35 é altamente desordenada, o que dificulta significativamente 

análise por RMN. Um outro agravante para a utilização dessa técnica consiste 

na baixa estabilidade do sistema, mesmo em condições de alta força iônica (o 

complexo precipita quando armazenado por mais de alguns dias a 4º C em 

presença de tampão fosfato com 150 mM de sal). Esse complexo também foi 

submetido a milhares de tentativas de cristalização ao longo dos últimos anos, 

sendo que em nenhum caso foi possível obter cristais de proteína.160 

Os dados de estrutura desses sistemas de mais alta resolução disponíveis 

até o momento são provenientes da técnica de Espalhamento de Raios-X a 

Baixos Ângulos (SAXS, Figura 48).160 Os modelos obtidos por homologia 

permitem concluir que o envelope da proteína Tif34 é coerente com a 

estrutura tipo β-propeller, onde há uma estrutura circular com uma cavidade 

central. Além disso, é possível observar no modelo do complexo que a 

interação ocorre pela porção lateral do anel (e não pelas partes inferior e 

superior) e que não há grandes mudanças conformacionais em Tif34 induzidas 

pelo acoplamento do ligante. Entretanto, devido à alta simetria da estrutura 

dessa proteína, não é possível determinar pelo modelo obtido por SAXS qual 

o sítio de interação entre essas proteínas. 
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Figura 48 – Sobreposição dos modelos obtidos por SAXS e homologia para a proteína Tif34 (A) e o 

complexo Tif34/Tif35 (B).160 

 

Em virtude das características do complexo Tif34/Tif35, seria 

extremamente interessante a utilização de métodos de caracterização estrutural 

de proteínas que permitissem a identificação do sítio de interação entre essas 

espécies utilizando para isso pequenas quantidades de amostras e técnicas 

experimentais rápidas e que envolvessem a menor manipulação possível da 

amostra. Com isso, esse complexo foi analisado utilizando-se as técnicas 

descritas nas seções anteriores, cross-linking e footprinting acoplados a 

Espectrometria de Massas. 
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IV.3.2 Cross-Linking do Complexo Tif34/Tif35 

 

Após a última etapa de purificação (cromatografia de gel filtração), o 

complexo Tif34/Tif35 foi submetido à reação de cross-linking com o reagente 

DSS. A Figura 49 apresenta o gel de SDS-PAGE do material de partida e dos 

produtos de reação. 

 

 

Figura 49 – SDS-PAGE da reação de cross-linking entre Tif34, Tif35 e DSS. 

 

É possível notar que o complexo nativo se dissocia nas condições em 

que o gel é realizado, sendo possível observar as bandas isoladas das proteínas 

Tif34 (39 kDa) e Tif35 (20 kDa). Por outro lado, é nota-se que a adição de 

DSS resulta na diminuição da intensidade das bandas referentes às proteínas 

isoladas bem como no aparecimento de uma banda difusa na região de  

60 kDa, correspondente ao complexo covalente formado mediante a adição do 

cross-linker. A presença de uma mancha na região correspondente aos 

produtos de reação (e não uma banda bem definida) é esperada, em virtude da 
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possibilidade da formação de vários produtos da reação, tais como dead-end e 

produtos de múltiplas modificações. A região do gel referente aos produtos de 

interesse foi recortada, digerida com tripsina e analisada por LC-MS/MS. 

Embora a digestão de proteínas em solução resulte em geral em maior grau de 

cobertura e maior eficiência da proteólise, essa abordagem foi preterida em 

relação a anterior com o objetivo de enriquecer os peptídeos modificados. 

Como descrito nas seções anteriores, uma das grandes dificuldades da 

identificação dessas espécies está no fato de que os peptídeos de interesse 

encontram-se em quantidades subestequiométricas na amostra; com isso, 

mesmo com a análise de MS acoplada a LC a supressão de ionização dessas 

espécies é comumente observada, principalmente para complexos de 

aproximadamente 60 kDa. Como controle, as bandas referentes às proteínas 

Tif34 e Tif35 também foram recortadas, digeridas e analisadas via LC-

MS/MS. 

A análise dos dados foi realizada utilizando-se o software ASAP 

(http://rosweel.ca.sandia.gov/~mmyoung).175 O ASAP cria uma lista teórica de 

possíveis m/z baseado na seqüência das proteínas utilizadas dentro de um 

determinado erro. Além disso, o programa permite também estipular a enzima 

utilizada para a digestão, bem como a presença de modificações fixas ou 

variáveis. Para reduzir consideravelmente a taxa de falso positivo, um íon só 

foi considerado como contendo cross-linker se apresentasse as seguintes 

características: não fosse encontrado no experimento controle 

(Tif34p/HisTif35N digeridas em solução sem o cross-linker) e se o erro 

calculado para a espécie modificada estivesse dentro da faixa de erro dos 

peptídeos não ligados, valores esses obtidos pelo programa MASCOT 

(tipicamente da ordem de 10 ppm). Os dados obtidos permitiram a construção 
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de um mapa de ligações cruzadas entre essas proteínas, apresentado na Figura 

50.  

 

 

Figura 50 – Representação esquemática das ligações obtidas pela análise de MS do complexo Tif34/Tif35 

ligado por DSS. Os retângulos vermelhos representam as posições dos resíduos de lisinas ao longo da 

seqüência das proteínas. 

 

 Nota-se pela figura acima uma grande especificidade frente algumas 

lisinas na formação de cross-linking. No caso da Tif34, há três regiões apenas 

onde cross-linking são observados: no N-terminal (resíduo N-terminal e 

primeira lisina da cadeia), na região central (duas lisinas vizinhas na estrutura 

de Tif34) e no C-terminal (duas das três últimas lisinas da cadeia). As outras 

lisinas, apesar de numerosas, não apresentam ligações cruzadas, mostrando a 

especificidade do método em relação à localização das lisinas na estrutura da 

proteína. Além de peptídeos com cross-linking intra e intercadeia, o ASAP 

também gerou uma lista contendo alguns peptídeos dead-end. No caso de 

modificações dead-end, a extensão da modificação é bem maior, uma vez que 

o cross-linker necessita conectar-se somente a um resíduo. Mais uma vez é 

importante ressaltar a importância da identificação desses íons, uma vez que 
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os dead-end indicam quais os resíduos encontram-se na superfície exposta da 

proteína. A Figura 51 apresenta o modelo de homologia da proteína Tif34p, 

onde foram destacadas as lisinas mais reativas com o DSS. 

 

 

Figura 51 – Modelo de homologia da proteína Tif34p, onde as lisinas marcadas em vermelho, azul e amarelo 

representam respectivamente resíduos com maior tendência a formação de peptídeos com cross-linking intra 

ou intermolecular; resíduos onde ocorre formação preferencial de dead-end; e um resíduo que formou tanto 

cross-linking intermolecular quanto dead-end. 

 

 A presença de somente três regiões contendo DSS muito bem definidas 

em Tif34p indica que essas são as superfícies de interação dessa proteína com 

Tif35. Isso é muito significativo no caso da Tif34p, uma proteína 

razoavelmente grande (cerca de 39 kDa) e que apresenta um grande número 

de lisinas. Caso os cross-linking observados fossem falso-positivos, seria de se 

esperar uma distribuição aleatória de resíduos conectados e não uma 

especificidade na seqüência tão grande quanto esta. Além disso, a observação 

do modelo de homologia dessa proteína indica que o N- e o C-terminal estão 
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espacialmente bem próximos, enquanto a outra região central encontra-se 

simetricamente oposta a essa face. Finalmente, a maioria dos resíduos 

modificados com dead-end encontra-se localizada em regiões adjacentes 

àquelas que apresentam cross-linking.  

 

IV.3.3 Footprinting do Complexo Tif34/Tif35 

 

Experimentos de footprinting foram realizados para a proteína Tif34 e o 

seu complexo com Tif35, com o intuito de desvendar o sítio de interação entre 

essas proteínas. Esses experimentos foram realizados na linha de luz D06B do 

LNLS, cuja instrumentação foi descrita na seção IV.2.3. A quantificação das 

taxas de oxidação dos peptídeos gerados pela digestão tríptica de Tif34 foi 

realizada pelo método label-free descrito anteriormente. Como mencionado 

anteriormente, a técnica de label-free requer uma alta reprodutibilidade 

cromatográfica, tanto do ponto de vista quali como quantitativo. A Figura 52 

apresenta a sobreposição de cromatogramas de 5 tempos de exposição 

diferentes para a proteína Tif34. Como no caso da mioglobina, pode-se notar a 

excelente reprodutibilidade cromatográfica, sendo os tempos de retenção do 

mesmo peptídeo nas diferentes corridas praticamente idênticos. Além disso,é 

interessante notar que alguns peptídeos (tempo de retenção de 28.14 e 28.64 

min) apresentam intensidades praticamente constantes em função do tempo de 

exposição, enquanto outras espécies (tempo de retenção de 36.31 e 38.59 min) 

apresentam grande decréscimo na intensidade com o aumento do intervalo de 

exposição a radicais hidroxila. Esses fatos demonstram claramente a alta 

sensibilidade da técnica para peptídeos com diferentes cinéticas de oxidação. 
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Figura 52 – Sobreposição de cromatogramas da proteína Tif34 exposta à radiação síncrotron por diferentes 

intervalos de tempo (400-800 ms). 

 

Outro pré-requisito para a utilização de label-free na quantificação 

dessas espécies está no fato de que a diminuição da intensidade dos peptídeos 

deve ser relacionada somente a processos oxidativos, ou seja, não deve estar 

relacionada a degradação da proteína. Com o intuito de provar que a estrutura 

de Tif34 mantinha-se intacta após os diferentes intervalos de tempo de 

exposição, as amostras foram analisadas por SDS-PAGE (Figura 53). É 

possível notar que mesmo após o maior tempo de irradiação da amostra, 

bandas referentes a degradação ou produtos de cross-linking das proteínas 

estão ausentes no gel. Com isso, demonstrou-se que label-free poderia ser 

utilizado na quantificação da cinética de oxidação dos peptídeos de interesse. 
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Figura 53 – SDS-PAGE da proteína Tif34 irradiada por diferentes intervalos de tempo. 

 

Como esse sistema apresenta as características necessárias, os peptídeos 

gerados da digestão tríptica e posteriormente identificados por análise de LC-

MS/MS foram quantificados pelo método label-free. Desse modo, a cinética 

de oxidação foi aproximada para pseudo-primeira ordem, onde a concentração 

de peptídeo era o fator limitante da reação. A intensidade do sinal referente a 

cada peptídeo foi utilizada para o cálculo dessa constante, sendo que uma 

curva do tipo dose-resposta foi obtida pela integração do sinal de cada espécie 

em função do tempo. O coeficiente linear dessa reta resultou nos valores que 

foram posteriormente comparados para a proteína isolada e proteína na 

presença do ligante. As Figura 54A e B apresentam os cromatogramas 

alinhados para o peptídeo que engloba os aminoácidos 18-32 

(GSHMASMTGGQQMGR) da seqüência da HisTif34 (m/z 512.5, 3+). É 

possível observar que em ambos os casos a intensidade desses íons decresce 

em função do aumento de exposição ao raio-X, fato esse esperado em virtude 

da formação de diferentes produtos de oxidação. A Figura 54C apresenta o 

gráfico dessas intensidades em função do tempo, sendo que a linearização 

dessa curva (Figura 54D) permite obter a cinética de oxidação para esse 

peptídeo nas duas condições distintas. É interessante notar que esse peptídeo 
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apresenta maior cinética de oxidação quando a proteína se encontra na sua 

forma complexada. Esse fato seria possível caso a Tif34 viesse a sofrer 

alguma mudança conformacional induzida por Tif35 que expusesse mais esse 

peptídeo ao solvente. Entretanto, conforme descrito na literatura, proteínas 

com estrutura tipo β-propeller não apresentam grandes mudanças 

conformacionais induzidas por ligantes devido à rigidez de sua estrutura.206 A 

explicação proposta para esse fato é que no caso da proteína isolada, ela é 

expressa com a cauda de afinidade (HisTag); por outro lado, no complexo esse 

grupo encontra-se na proteína Tif35, deixando o N-terminal de Tif34 livre e 

mais suscetível à oxidação. Isso mais uma vez demonstra a sensibilidade da 

técnica, uma vez que pequenas alterações no ambiente do peptídeo podem ser 

detectadas pela alteração do valor da taxa de oxidação. 
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Figura 54 – Perfil cromatográfico do íon de m/z 512.5 (3+) em função do tempo de exposição para a proteína 

Tif34 isolada (A) e complexada com Tif35 (B). (C) Gráfico da intensidade do íon em função do tempo de 

exposição. (D) Linearização do gráfico anterior, de onde é possível obter as diferentes taxas de oxidação. 

 

As Figura 55A e B apresentam os cromatogramas alinhados para o 

peptídeo 179-196 (IITHEGLDAATVAGWSTK) de HisTif34 (m/z 624.0, 3+). 

Diferentemente do caso anterior, esse peptídeo apresenta perfis 

cromatográficos bem diferentes para a proteína isolada e complexada: no caso 

da proteína livre em solução, esse peptídeo é rapidamente oxidado, de modo 

que após 500 ms praticamente não é possível observá-lo mais no 

cromatograma. Isso indica que os sítios de oxidação dessa espécie estão muito 

expostos ao solvente. Por outro lado, quando na presença de Tif35 sua cinética 
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de oxidação é drasticamente reduzida (Figura 55C e D), indicando alto grau de 

proteção ao solvente induzida pela complexação com o ligante.  Desse modo, 

pode-se concluir por esses dados que esse peptídeo se encontra na superfície 

de interação entre essas duas proteínas. 
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Figura 55 - Perfil cromatográfico do íon de m/z 624.0 (3+) em função do tempo de exposição para a proteína 

Tif34 isolada (A) e complexada com Tif35 (B). (C) Gráfico da intensidade do íon em função do tempo de 

exposição. (D) Linearização do gráfico anterior, de onde é possível obter as diferentes taxas de oxidação. 

 

Os mesmos cálculos apresentados acima foram realizados para os outros 

peptídeos identificados pela análise de Tif34. A Figura 56 apresenta as taxas 

de oxidação desses peptídeos tanto na proteína isolada quanto na presença de 

Tif35, onde é possível notar a presença de duas regiões em Tif34 que 
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apresentam cinéticas de oxidação consideravelmente diminuídas mediante 

interação com Tif35: aminoácidos 130-196 e 294-367. Conforme descrito 

anteriormente, a diminuição dessa taxa está associada a proteção de oxidação 

pela interação com o ligante, o que significa que Tif35 interage com Tif34 

nessas duas regiões. A Figura 57 apresenta o modelo de homologia de Tif34, 

estando as regiões protegidas destacadas na estrutura. É interessante notar que 

essas regiões encontram-se espacialmente opostas uma a outra na estrutura 

simétrica de Tif34, além de serem constituídas do mesmo motif estrutural: três 

folhas β seguidas de quatro folhas β. 
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Figura 56 – Comparação da cinética de oxidação dos peptídeos de Tif34 na presença e ausência de Tif35. As 

regiões com maior diferença de taxas de oxidação na presença e ausência do ligante estão marcadas com o 

quadrado verde.  
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Figura 57 – Modelo de homologia de Tif34, onde os sítios protegidos de oxidação pela ligação com Tif35 

estão mostrados em amarelo. 

 

É interessante notar a complementaridade das técnicas: os peptídeos de 

Tif34 que foram encontrados ligados a Tif35 pela técnica de cross-linking 

foram aqueles que apresentam alto grau de exposição ao solvente, 

determinado pela técnica de footprinting. Esse fato era esperado visto que, do 

mesmo modo que radicais hidroxila necessitam de acessibilidade para atacar a 

cadeia lateral dos aminoácidos, cross-linkers também necessitam que a cadeia 

lateral da lisina esteja exposta para que a reação possa ocorrer (Figura 58). 
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Figura 58 - Regiões de Tif34 oxidadas nos experimentos de footprinting (em vermelho) e modificadas com 

DSS nos experimentos de cross-linking (em vermelho). 

 

Além disso, em ambos os casos é possível notar que os dados de 

interação demonstraram a presença de duas regiões distintas em Tif34 

responsáveis pela ligação entre as proteínas. Essas duas regiões encontram-se 

opostas no modelo de homologia de Tif34, sendo constituídas pelo mesmo 

motif estrutural: quatro folhas β seguidas de três folhas β. Desse modo, foi 

proposta a existência de dois sítios de interação entre essas proteínas, fato esse 

que explica os dados complementares obtidos pelas duas técnicas utilizadas 

(Figura 59). Esses dados reforçam a idéia de que estruturas do tipo β-propeller 

são excelentes suportes para múltiplas interações tipo proteína-proteína, 

principalmente pela fato de apresentar uma grande área superficial que 

favorece contatos múltiplos e simultâneos.205 
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Figura 59 - Modelo de interação entre as proteínas Tif34 (modelo de homologia) e Tif35 (em laranja), 

baseado nos dados provenientes de experimentos de cross-linking e footprinting. 

 

IV.3.4 Conclusões  

 

O complexo Tif34/Tif35 apresenta características que dificultam 

consideravelmente seu estudo por técnicas de alta resolução: baixa 

estabilidade, tamanho relativamente grande, dificuldades para obtenção em 

larga escala, agregação quando muito concentrado, dentre outros. Em virtude 

desses fatos, CRP e RMN não foram capazes de fazer a caracterização 

estrutural desse composto. Com isso, as técnicas de cross-linking e 
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footprinting descritas nas seções anteriores mostraram-se extremamente 

adaptadas ao complexo: são técnicas que necessitam pequenas quantidades de 

amostra (de fato, em uma indução em 2 L de meio de cultura de bactéria cerca 

de 5% do complexo obtido após a purificação era utilizado nos experimentos), 

com manipulação mínima e rápida. 

Não só as técnicas mostraram-se capazes de lidar com essas 

dificuldades, mas os resultados obtidos nos experimentos de footprinting e 

cross-linking mostraram-se extremamente complementares. Em ambos os 

casos, os dados obtidos indicaram a presença de dois sítios em Tif34 de 

possível interação com Tif35. Esses sítios encontram-se em regiões opostas na 

estrutura simétrica de Tif34, sendo compostos pelo mesmo motif estrutural: 

quatro folhas β seguidas de três folhas β. A possibilidade de dois sítios de 

interação em Tif34 está de acordo com sua estrutura tipo β-propeller, 

reconhecidamente importante para interações proteína-proteína devido à sua 

alta área superficial. Vale destacar ainda que esses dados estão de acordo com 

os previamente obtidos pela técnica de SAXS, onde foi possível notar que a 

interação entre essas proteínas se dá pela face lateral de Tif34 (e não pela parte 

superior ou inferior). Pelos dados de SAXS entretanto não foi possível definir 

conclusivamente a real localização dos sítios de interação bem como a 

presença de mais de um sítio, em virtude da natureza simétrica da estrutura de 

Tif34. 
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V CONCLUSÕES GERAIS 

 

Um dos principais desafios para a compreensão mais detalhada dos 

fenômenos biológicos está relacionado ao modo como as proteínas interagem. 

Inúmeros projeto de interactoma estão sendo conduzidos atualmente com esse 

objetivo, sendo que um grande número de interações proteína-proteína tem 

sido relatado na literatura. Embora o conhecimento da identidade das proteínas 

seja fundamental, a seqüência primária não permite a elucidação dos 

mecanismos químicos pelos quais ocorrem esses processos. Desse modo, a 

Genômica Estrutural visa a elucidação em larga escala da estrutura espacial de 

proteínas e suas interações. Entretanto, os métodos de caracterização de 

estrutura de proteínas de alta resolução não são compatíveis com as 

necessidades atuais, em virtude do grande número de alvos de interesse. 

Em vista desse fato, essa Tese objetivou o desenvolvimento de técnicas 

em Espectrometria de Massas aplicadas a obtenção de dados estruturais de 

proteínas e suas interações. MS constitui a principal técnica de caracterização 

de estrutura primária de proteínas devido às suas vantagens, tais como alta 

sensibilidade aliada a velocidade de análise e relativa facilidade. Essas 

vantagens seriam indiscutivelmente atraentes quando aplicadas também a 

estruturas superiores de proteínas. 
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A primeira técnica estudada foi a de cross-linking, onde ligações 

covalentes são formadas entre a cadeia lateral de determinados aminoácidos 

com reagentes conhecidos como cross-linkers. O conhecimento do 

comprimento da cadeia desse reagente permite sua utilização como réguas 

moleculares que fornecem restrições espaciais para a obtenção de modelos da 

estrutura da proteína. Dentre os vários reagentes disponíveis, o diéster de N-

hidroxisuccinimida do ácido subérico (DSS) é o mais utilizado, devido à sua 

disponibilidade comercial e características da cadeia espaçadora. Com isso, 

foram desenhados peptídeos modelos que após reação com DSS e digestão 

com tripsina gerassem espécies que mimetizassem experimentos com 

proteínas. Esses peptídeos foram utilizados para a elucidação dos mecanismos 

de fragmentação de peptídeos contendo cross-linkers, uma vez que esse é o 

único modo possível para a atribuição inequívoca dos sítios ligados. Esses 

mecanismos foram propostos utilizando os dados provenientes de 

experimentos utilizando tanto MALDI quanto ESI. Dentre as várias propostas 

de fragmentação, uma se mostrou extremamente interessante, uma vez que 

apontou a formação de íons característicos para a presença do cross-linker. 

Esses íons característicos foram posteriormente utilizados em experimentos do 

tipo Varredura de Íons Precursores. A presença de três íons marcadores não só 

aumentou a seletividade do método, como também permitiu a elaboração de 

uma rotina a ser implementada em um software que vise a identificação 

automatizada de espécies ligadas. 

Outro método envolvendo MS utilizado foi o footprinting, no qual são 

utilizados sondas para avaliar o grau de exposição de resíduos ao solvente. 

Com esse fim, foi desenvolvida no Laboratório Nacional de Luz Síncrotron 

uma fonte de luz que permitia a obtenção de radicais hidroxila na solução de 

proteína. A taxa de modificação de determinado peptídeo em dois ambientes 
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distintos pode ser correlacionada com alguma mudança conformacional da 

proteína. Para o cálculo dessa cinética de oxidação, foi proposto um método 

alternativo ao descrito na literatura, conhecido como label-free. Diferente do 

proposto em alguns artigos, esse método avalia todos os produtos de oxidação 

possíveis, como produtos de múltiplas oxidações e até mesmo produtos ainda 

não descritos na literatura. Desse modo, esse método permite a quantificação 

mais exata das taxas de oxidação dos peptídeos de interesse.  

As técnicas de cross-linking e footprinting foram posteriormente 

aplicadas ao complexo Tif34/Tif35 de Saccharomyces cerevisiae, proteínas 

constituintes do fator de iniciação de tradução 3 (eIF3). Esse complexo, de 

aproximadamente 60 kDa, apresenta características que impossibilitaram a 

utilização de técnicas de alta resolução para a sua caracterização, tais como 

instabilidade e impossibilidade da obtenção de monocristais. Desse modo, 

cross-linking e footprinting mostraram-se extremamente adequadas para a 

obtenção de dados estruturais desse complexo. Além disso, os dados obtidos 

pelas duas técnicas mostraram-se totalmente complementares, tendo sido 

possível a determinação de dois sítios de interação entre essas proteínas. Esses 

sítios encontram-se em regiões opostas na estrutura simétrica de Tif34, além 

de apresentarem grande similaridade em suas características estruturais. A 

possibilidade de mais de um sítio de interação em Tif34 é resultante das 

características estruturais de proteínas com enovelamento do tipo β-propeller, 

o qual possui grande área superficial que permite múltiplas interações, 

inclusive simultaneamente. 

Finalmente, a técnica de Espectrometria de Massas pôde ser aplicada 

nesses estudos com todas suas vantagens intrínsecas, de modo que o estudo de 

estrutura de proteínas e suas interações podem se beneficiar ainda mais desta 

técnica. 
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