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RESUMO

“A espectrometria de massas e as bio-moléculas: Relacao
estrutura/reatividade de peptideos por reacoes ion/molécula e mobilidade de
ions e busca de novos biomarcadores em clinica médica por imageamento

quimio-seletivo de tecidos”

O objetivo principal deste projeto de doutorado foi o de estudar novas
aplicagdes da espectrometria de massas (MS) para bio-moléculas com o emprego
de novas técnicas e aborgadens recentes. Um dos objetivos foi estudar
reagdes especificas a pressao ambiente para os aminoacidos (AA’s), visando uma
identificacdo seletiva e mais rapida de um AA em uma sequencia peptidica.
Estudou-se também as formas tridimensionais dos peptideos e de seus ions
fragmentos formados (a, b e y), utilizando ferramentas modernas de MS, como a
IMMS e reagbes ion/molécula, uma vez que a estrutura tridimensional exata
destes ions ainda ndo é totalmente elucidada. Uma técnica recente em
espectrometria de massas, o imageamento quimico por MALDI-MS, foi também
empregado na busca de biomarcadores proteicos para cancer. Esta técnica
apresenta perspectivas de aplicagdes em diversas areas de grande importancia
como na area meédica, uma vez que fornece uma imagem dos constituintes
quimicos de tecidos. Esta imagem pode detectar um cancer a partir de dados
quimicos e nado apenas pela morfologia das células como é feito atualmente.
Neste trabalho, analisou-se amostras de tecidos pancreaticos normais, tumorais e
com pancreatite, e algumas proteinas foram identificadas e apresentaram-se

potencial como biomarcadores para este tipo de cancer.
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ABSTRACT

“Mass spectrometry and bio-molecules: Structure-reactivity relation of
peptides by ion / molecule reactions and ion mobility and search for new

biomarkers in clinical medicine for chemo-selective imaging of tissues”

The aim of this doctoral project was to study new applications of mass
spectrometry (MS) to bio-molecules by using new techniques and recent
approaches. One objective was to study specific amino acids (AA’s) reactions at
room pressure, with the goal of obtaining a more rapid and selective identification
of an AA in a peptide sequence. Three-dimensional forms of the peptides and their
fragment ions formed (a, b and y), were also studied using modern tools of MS, as
ion-mobility mass spectrometry (IMMS) and ion / molecule reactions. This study
was important because the exact three-dimensional structure of these ions is not
yet fully elucidated. A recent technique in mass spectrometry, the chemical
imaging by MALDI-MS, was also employed in the search for protein biomarkers for
cancer. This technique presents prospects for applications in several areas of great
importance as in the medical field since it provides a picture of the chemical
constituents of tissues. In this image, cancer can be detected cancer based on the
chemical data and not only on the morphology of cells as is normally done today.
In this study, we analyzed samples of normal pancreatic tissue, tumor and
pancreatitis, and some proteins have been identified and presented themselves as

potential biomarkers for this cancer.
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AUC
BSA
CID
ESI

FA
FT-ICR

HPLC

IMS

IMMS

H&E
HRMS

LC-MS

LTQ
MALDI

MeOH
MS
m/z
PCA

SA

ABREVIATURA E SiMBOLOS

Acetonitrila

Acoustic Robotic Microspotter — Microespotador robético acustico
Area under curve — Area sob a curva

Bovine Serum Albumin — Albumina de Soro Bovino
Colission-Induced Dissociation - Dissociacao induzida por colisao
Electrospray ionization — lonizagao por eletrospray

Formic acid (acido férmico)

Fourier Transform lon Cyclotron Resonance — Ressonancia
ciclotrénica do ion por transformada de Fourier

High Performance Liquid Chromatography — Cromatografia liquida
de alta eficiéncia

Imaging Mass Spectrometry — Espectrometria de massas com
imageamento

lon Mobility Mass Spectrometry — Espectrometria de massas com
mobilidade iénica

Hematoxylin & Eosin — Hematoxilina e Eosina

High Resolution Mass Spectrometry — Espectrometria de massas
de alta resolucéao

Liquid Chromatography — Mass Spectrometry — Cromatografia
liquida — Espectrometria de massas

Linear Trap Quadrupole

Matrix assisted laser dissociation ionization — lonizagdo por
dissociagao a laser assistida por matrix

Metanol

Mass Spectrometry — Espectrometria de massas

Razao Massa sobre Carga

Principal Component Analysis — Analise de Componentes
Principais

Sinapinic acid — acido sinapinico
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SAM Significance Analysis of Microarrays — Analises significativas de

microordem
t Tempo
T Temperatura
TFA Trifluoroacetic acid - Acido trifluoroacético
TOF Time of flight — Tempo de voo
T-PER Tissue Protein Extraction Reagent — Reagente para a extragao de

proteina em tecido

Xvi



LISTA DE TABELAS

TABELA 3.1. Sumario das reacoes dos diferentes peptideos com ACN......................
TABELA 3.2. ion fragmento selecionado e a intensidade do ion produto de reagéo

o700 0 0 O SRR
TABELA 4.1. Preparagao de padrdes diluidos de Albumina (BSA)...........uueeeeeeieenenennn.
TABELA 4.2. Disposi¢ao das solugées na microplaca............ccccceeoiiiiiniiiiiiiennnne
TABELA 4.3. Tabela dos ions apresentados com significativos na analise de epitélio
com tumor x normal apés analises por ProTS Data e ClinProTools............cc.uevvunneenn...
TABELA 4.4. Tabela gerada pelo ClinProTools na analise de epitélio normal x
tumor, fornecendo os ions mais significativos e os valores encontrados utilizando
diferentes métodos estatistiCoS. ...
TABELA 4.5. Tabela dos ions apresentados com significativos na analise de stroma
com tumor x normal apés analises por ProTS Data e ClinProTools............ccccceevvnnnnne.
TABELA 4.6. Tabela gerada pelo ClinProTools na analise de estroma normal x
tumor, fornecendo os ions mais significativos e os valores encontrados utilizando
diferentes métodos estatiStiCOS.............uiiiiiiiii
TABELA 4.7. Tabela dos ions apresentados com significativos na analise de
estroma com tumor x pancreatite apos analises por ProTS Data e ClinProTools........
TABELA 4.8. Tabela gerada pelo ClinProTools na analise de estroma tumor x
pancreatite, fornecendo os ions mais significativos e os valores encontrados
utilizando diferentes métodos estatistiCoS...........cooiiiiiiiiiiiii s
TABELA 4.9. Tabela dos ions apresentados com significativos na analise de
estroma com pancreatite x normal apés analises por ProTS Data e ClinProTools......
TABELA 4.10. Tabela gerada pelo ClinProTools na analise de estroma normal x
pancreatite, fornecendo os ions mais significativos e os valores encontrados
utilizando diferentes métodos estatisticos.............uvveiiiiii i
TABELA 4.11. Resumo das analises realizadas e o numero de ions significativos
encontrados POr CAA@ PrOGIaMI8.........uuuuuuuueeueueeeneutuennneeenenennnessesnnnseessssssneses 2aaaaeaaaaaaaanns
TABELA 4.12. ions detectados como significativos nas analises de ProTS Data e

(041101 = (0 ) e To) [ TN TR RPN PPUPRUTRTt

Xvii

119

120

122

123

125

126

128



TABELA 4.13. Anotacgdes da sequéncia da proteina DEF1_HUMAN e os provaveis
peptideos COrrelacioNAdOS. .............euuiiiiiiiiiiieiie ettt ee e e e e e e e e e e e e e e
TABELA 4.14. Anotacdes da sequéncia da proteina DEF3_HUMAN e os provaveis
peptideos COrrelaCioNAUOS. ..........uuu i ittt eeeeeeseeeesseasbeeeeesenseeeeeeseneas
TABELA 4.15. Anotagdes da sequéncia da proteina PAHO_HUMAN e os provaveis
peptideos COrrelacioNadOS. .............uuiiiiiiiiiiiiiiee et e
TABELA 4.16. Proteinas identificadas e suas respectivas sequéncias, o m/z
experimental, e 0 modo de identificacdo utilizado..............ccceeeiiiiiiiiiiiiii
TABELA 4.17. Valores de absorbancia obtidos pelo método colorimétrico para as
solucdes padrdes e amostras TH com concentragdes desconhecidas........................
TABELA 4.18. Valores de absorbancia e os desvios das medidas para as solugdes
72T [ T SRS
TABELA 4.19. Valores de absorbancia e concentragdes ajustadas para os extratos
10 ] (=1 o o USRS
TABELA 4.20. Posicdo da amostra coletada pelo HPLC (coluna vermelha), o
respectivo tempo de coleta (coluna branca) e a posi¢ao referente a aplicagao na
placa de MALDI (coluna azul) para as amostras a) TH_S01 e b) PH_SO1..................
TABELA 4.21 ions detectados como significativos nas analises de ProTS Data e
ClinProTools, e ions presentes em fragées apos a analise por MALDI .......................
TABELA 4.22. jons de interesse selecionados ap6s a deteccdo por MALDI-TOF, e
respectivas as posi¢cées na microplaca de 96 pogos e na placa de MALDI..................

TABELA 4.23. Posicédo de cada amostra aplicadanogel1e 2...............cccoeee.

xXviil

138

139

144

147

148

149

150

154

156



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1.1. Fonte deionizagdo de EASI..........coooir e,
FIGURA 1.2. Mecanismo de reagao por FD-ESI............ooooiiiiiii e,
FIGURA 1.3. Fonte de ionizagdo APTD-ESSI........cco o
FIGURA 1.4. a) Sistema robotizado Nanomate da Advion®, com imagens do

b) placa, c) ponteira € d) DOCAL.........cccoiiiiiii e
FIGURA 1.5. Estrutura dos ions a, b, ¢, d, X, y, z, v € w, que podem ser
provenientes da fragmentacao de peptideos em geral...........cccooeeeiiiiiieiiciiiiiiicci e,
FIGURA 1.6. Estrutura dos ions b nas formas a) oxazolona ciclica terminal e b)
(g F=Tod o To3 o1 | =
FIGURA 1.7. Cela Triwave do Synapt HDMS................coooiiiiiiiiiiee
FIGURA 1.8. Fluxograma dos experimentos de perfil proteico direcionado pela
(1S3 (o] (oo F= T =N 0 1 T=To [T o TSRS
FIGURA 1.9. Fluxograma geral de um experimento de MALDI Imaging em tecido......
FIGURA 1.10. Diferentes métodos utilizados na aplicagao de matriz em um tecido....
FIGURA 1.11. Sistemas utilizados na aplicagdo de matriz em tecidos. a) Manual, b)
Portrait, c) Shimadzu ChIP, d) ImagePrep, e) Spraycoating e f) Sublimacgao...............
FIGURA 1.12. Fluxograma de um experimento de identificagdo protéica in situ no
(o7 o (o T PP PP PPPPPPP
FIGURA 1.13. Exemplos de experimentos de MALDI Imaging MS. a) Andlise
tridimensional de um tumor e b) Analise do corpo inteiro de rato.............ccccoeevvvieneeen.
FIGURA 3.1. Esquema fonte de ionizacdo de EASI............eeeiiiiiiiiiiiceeee e,
FIGURA 3.2. a) Vista superior da fonte de FD-ESI, b) Diagrama esquematico de FD-
ESI-MS com um extrator de exaustao local instalado no topo da fonte........................
FIGURA 3.3. Reacdo de conversdo do ion pirilio ao piridinio, utilizando a lisina
(o700 4o T= o 01 0= VRSP PPPPPPPPP
FIGURA 3.4. Espectro de ESI(+)-MS/MS da lisina protonada m/z 147 ........................
FIGURA 3.5. Esquema de fragmentacao da lisina protonada proposto a partir dos

ions gerados no espectro de ESI(+)-MS/MS........ ...

X1X

12

13
14

18

19

22

23

24

25
34

34

40
41



FIGURA 3.6. Espectro de ESI(+)-MS da reacgéo do ion pirilio e lisina em solugéo
Y=Y @ o H o DY@ I (5t 1 TSRO PRPRROR
FIGURA 3.7. Espectro de ESI(+)-MS/MS do ion produto m/z473............cccccceeeeeeeenn.
FIGURA 3.8. Esquema da formagao do ion m/Z473...........cccoouuiiiunninniieiiniennnes

FIGURA 3.9. Espectro de ESI(+)-MS da reagao do ion pirilio e lisina em solugao

FIGURA 3.10. Espectro de ESI(+)-MS/MS do ion produto m/z 437 ...............cccceeee..

FIGURA 3.11: Proposta de mecanismo de fragmentacédo do ion m/z437...................
FIGURA 3.12. Espectro de ESI(+)-MS da reagao do ion pirilio e metilamina...............

FIGURA 3.13. Espectro de ESI(+)-MS da reagao por FD-ESI de tetrafluoroborato de
2,4,6-trifenilpirilio @ butilamina..............coooiiiiiii i
FIGURA 3.14. Espectro de ESI(+)-MS da reacédo de FD-ESI de tetrafluoroborato de
2,4,6-trifenilpirilio € lISINA..........cooiii i e
FIGURA 3.15. Espectro de ESI(+)-MS/MS do ion produto m/z437............ccccooueeennnnn..
FIGURA 3.16. Espectro de ESI(+)-MS da reacdo de FD-ESI do agente de
1 Lo T0 g 2= Toz= Tl Y= o | o 11 o F- TSP PPPPRPPPP
FIGURA 3.17. Proposta para o produto da reacao de fluorizagéo da arginina.............
FIGURA 3.18. Espectros de ESI(+)-MS da reagao de anidrido acético e a) Lisina e
D) GIULAMING. ...ttt e e e e et e e e e e
FIGURA 3.19. Formagao do intermediario da reacao de lisina e anidrido
=107 [0 TP PPPPR
FIGURA 3.20. Espectros de ESI(+)-MS/MS do ion produto m/z 249..............cccc..........
FIGURA 3.21. Proposta de fragmentagao do ion produto m/z 249..............................
FIGURA 3.22. Espectro de ESI(+)-MS da reacao de tetrafluoroborato de 2,4,6-
trifenilpirilio e a) lisina e b) glutamina utilizando a fonte EASI...........cccooiiiiiiiiiiiiiiiiis
FIGURA 3.23. Espectros de ESI(+)-MS dos AA’s serina e triptofano utilizando a
foNte BASI ..
FIGURA 3.24. Espectro de massas (ESI(+)-MS) do peptideo nativo..........................
FIGURA 3.25. Espectro de massas (ESI(+)-MS) do peptideo nativo apds a reagao

com a) propilvinileter, b) 2-metil-1,3-dioxolano € C) iISOPreno...........cccvvveeeirveeeninnnnnnnns

XX

43
44
45

46
46

47
48

49

50
50

51
51

53

53
53
54

55

56
57



FIGURA 3.26. Estrutura da Angiotensina Il e os possiveis ions fragmentos................
FIGURA 3.27. Espectro de massas (ESI(+)-MS) da Angiotensina ll............................
FIGURA 3.28. Espectros de ESI(+)-MS apds o contato dos ions a da Angiotensina Il
COM ACN NO Q2. .ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e tbn e e e e e e eeenans
FIGURA 3.29. Espectros de ESI(+)-MS apéds o contato dos ions b da Angiotensina Il
(o700 0 X O Vo o X RSP

FIGURA 3.30. Espectros de ESI(+)-MS apds o contato dos ions y da Angiotensina |l
COM ACN NO Q2. .ttt ettt e e e e e e e te e e e e e e e e nnnteneeaaeeeeeannnnnenneeas

FIGURA 3.31. Espectros de ESI(+)-MS apo6s o contato dos ions b4 - NH3 da
Angiotensina Il com ACN NO Q2.......coouiiiiiiiiie et

FIGURA 3.32. Espectro de massas ESI(+)-MS obtido apds a reagcédo do ion y2 com
= o1=] (0] o = T PP P PP PP P TP PP
FIGURA 3.33. Espectro de massas ESI(+)-MS obtido da reacdo do ion b, com
=071 (o] o F= TP
FIGURA 3.34. Espectro de massas ESI(+)-MS obtido apds a reagao do ion by - NH3
(o70] 1 =Tl =] (o] o = TSR TPPPPT
FIGURA 3.35. Espectro de massas ESI(+)-MS obtido apds a reagao do ion az com
= Lo ] (0] = N
FIGURA 3.36. Espectro de massas ESI(+)-MS obtido apds a interagdo do ion bz e by
com 2-metil,1,3-dioX0lano NO Q2...........uuuiiiiiiiei e e e

FIGURA 3.37. Espectro de massas ESI(+)-MS obtido apds a interagao dos ions y; e
ys com 2-metil-1,3-dioxolano, respectivamente..............cooovuveiiiiiiiii e
FIGURA 3.38. Espectro de massas ESI(+)-MS obtido da rea¢do do ion a3 com 2-
(01 01 B e [ T0) (o] F=1 o (o TR
FIGURA 3.39. Espectro de massas ESI(+)-MS do ion b, da Angiotensina Il apds a
reagcao com: a) acetonitrila, b) acetona e c¢) 2-metil, 1,3-dioxolano...............cccccvvennnnee
FIGURA 3.40. Espectro de massas (ESI(+)-MS) da a) Bradiquinina e b) Encefalina...
FIGURA 3.41. Espectros de ESI(+)-MS apds o contato dos ions a da Bradiquinina
COM ACN NO Q2. .ttt et e e e e e e e et teeaaeeeeenssnsanteaaeeeeeannnnennaeas

FIGURA 3.42. Espectros de ESI(+)-MS ap6s o contato dos ions a - NHj3 da
Bradiquinina COM ACN N0 Q2.

xx1

60

61

62

63

64

65

65

65

66

67

67

68
69

70



FIGURA 3.43. Espectros de ESI(+)-MS apds o contato dos ions b da Bradiquinina
COM ACN NO Q2. .ttt ettt e e e e e e e et teeaeeeeeesnsntanteaaeeeeeannnneneaeas

FIGURA 3.44. Espectros de ESI(+)-MS ap6s o contato dos ions b - NH3 da
Bradiquinina com ACN NO Q2........ooiiiiiiiiiiee ettt e e e e e e reeeeeennnees

FIGURA 3.45. Espectros de ESI(+)-MS ap6s o contato dos ions y da Bradiquinina
COM ACN NO Q2. ettt e e e e et et e e e e e e s nnsbe e e e e ee saeeeeeeeaeens
FIGURA 3.46. Espectros de ESI(+)-MS ap6s o contato dos ions y - NH; da
Bradiquinina com ACN N0 Q2.

FIGURA 3.47. Espectros de ESI(+)-MS apds o contato dos ions a da Encefalina
COM ACN NO Q2. . ettt e et e e e e e et teeaeeeeeennsnsanteaeeeeeeannnnnsnnaeas

FIGURA 3.48. Espectros de ESI(+)-MS apo6s o contato dos ions b da Encefalina
(oo 0 1N @ VI o o T 0 PP

FIGURA 3.49. Espectros de ESI(+)-MS apo6s o contato dos ions y da Encefalina
COM ACN NO Q2. ettt e e e e e e e e e e e e eeeaeeeeeeennnnsnnneaaaaeeeeanns

FIGURA 3.50. Espectro de massas ESI(+)-MS da Substancia P...............ccccccoonnnnnnn.
FIGURA 3.51. Espectros de ESI(+)-MS apdés o contato dos ions b — NH; da
Substancia P com ACN NO Q2. eee s
FIGURA 3.52. Espectros de ESI(+)-MS ap6s o contato dos ions y — H,O da
Substancia P com ACN NO Q2......oo oo e
FIGURA 3.53. Espectro de massas ESI(+)-MS da Colecistoquinina...........cccccceeeeeeeeee.
FIGURA 3.54. Espectros de ESI(+)-MS apdés o contato do ion a3 — HO da
Colecistoquinina com ACN NO Q2.........ooiiiii e e e eer e e e e e e
FIGURA 3.55. Espectros de ESI(+)-MS ap6s o contato dos ions b da
Colecistoquinina com ACN NO Q2.........uiiiiiiiiiiiieiieee e e e s
FIGURA 3.56. Espectros de ESI(+)-MS apds o contato do ion y; da Colecistoquinina
COM ACN NO Q2. . ettt ettt e e e e e e s ar e e eeeeees s nsntereeeaeeeeannnnnrees

FIGURA 3.57. Espectros de ESI(+)-MS apds o contato dos ions y - H,O da
Colecistoquinina com ACN NO Q2.......cooiiiiiiii e
FIGURA 3.58. Espectro de Massas a) ESI(+)-MS e b) ESI(+)-MS/MS da

N ESYU] o) (=Y 0111 o = AR

xxii

71

71

72

72

73

74

74
75

75

76
76

77

77

77

78



FIGURA 3.59. Corrente dos ions totais (TIC) da Encefalina, Bradquinina e
Angiotensina Il, respectivamente, correlacionando intensidade (%) e tempo de
(=TS o =T ot = g b= oY b= T (41 T
FIGURA 3.60. Corrente dos ions totais (TIC), correlacionando intensidade (%) e
tempo de residéncia na cela (ms), dos ions fragmentos b, y € a da Angiotensinalll....
FIGURA 3.61. Corrente dos ions totais (TIC), correlacionando intensidade (%) e
tempo de residéncia na cela (ms), dos ions fragmentos b, y e a da Bradiquinina........
FIGURA 3.62. Corrente dos ions totais (TIC), correlacionando intensidade (%) e
tempo de exposic¢ao na cela (ms), dos ions fragmentos b, y e a da Encefalina...........
FIGURA 3.63. Corrente dos ions totais (TIC) do ion fragmento as da Encefalina.......

FIGURA 3.64. Sistema interno do equipamento Synapt HDMS, com a presencga da
CelA A TH WAVE......ccooiiiiiiieeeeee ettt e e e e e
FIGURA 3.65. Espectro de Massas ESI(+)-MS/MS do ion presente no pico com
tempo de retencéo a) 4,35 e b) 2,37 ms, respectivamente................ccoeeeeeeiiiiiei e,
FIGURA 3.66. Estrutura a) linear e b) enovelada simulada para o mesmo ion a partir
dO Programa GAUSSIAN. ... ...t teeeeeataa e eebetasaeesessesseeesssssseeeeeeesbeeeeeeeseeas
FIGURA 4.1. Placas de MALDI com secdes de tecidos de varios pacientes...............
FIGURA 4.2. a) Seccao do tecido no criostato e deposi¢cao na placa de MALDI; b)
Lavagem da placa de MALDI com etanol.................uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeei e
FIGURA 4.3. a) Esquema do sistema utilizado para eletroforese em gel 1D e b) Foto
do sistema real sem a tampa com os cabos condutores da tensao....................c.......

FIGURA 4.4. As amostras 1001T, 1067T, 1043T, 1053T com a matriz depositada
em cada posi¢cao marcada pelo patologista...........coovvveriiiiiiiiii s
FIGURA 4.5. Regidao ampliada dos espectros de massas de alguns ions
selecionados na analise de epitélio normal x tumor. A coluna da esquerda refere-se
a todos os espectros obtidos de pacientes e a coluna da direita refere-se a um
espectro da média dos espectros de amoStras...........oovvevveiiiiiieieeiieceeceeee e
FIGURA 4.6. a) Analise de componentes principais (PCA) de epitélio normal x
tumor, b) Area sob a curva (AUC) do grafico do ion m/z 6.243, c) Espectro de

Massas da média dos pacientes ampliado na regido do ion m/z6.243.......................

xx1i1

86

87

87

88
89

89

89

92
97

98

111

114

117



FIGURA 4.7. Regiao ampliada dos espectros de massas de alguns ions
selecionados na anadlise de estroma normal x tumor. A coluna da esquerda refere-
se a todos os espectros obtidos de pacientes e a coluna da direita refere-se a um
espectro da média dos espectros de amoStras............coovvvvviiiieiiiiciiii e,
FIGURA 4.8. a) Andlise de componentes principais (PCA) de estroma normal x
tumor, b) Area sob a curva (AUC) do grafico do ion m/z 6.243, c) Espectro de
Massas da média dos pacientes ampliado na regido do ion m/z6.243.......................
FIGURA 4.9. Regidao ampliada dos espectros de massas de alguns ions
selecionados na analise de estroma tumor x pancreatite. A coluna da esquerda
refere-se a todos os espectros obtidos de pacientes e a coluna da direita refere-se a
um espectro da média dos espectros de amostras...........ccccceeeviiiieiiiiiiieeeee e
Figura 4.10: a) Analise de componentes principais (PCA) de estroma tumor x
pancreatite, b) Area sob a curva (AUC) do grafico do ion m/z 5.067, c) Espectro de
Massas da média dos pacientes ampliado na regido do ion m/z5.067........................
FIGURA 4.11. Regido ampliada dos espectros de massas de alguns ions
selecionados na analise de estroma normal x pancreatite. A coluna da esquerda
refere-se a todos os espectros obtidos de pacientes e a coluna da direita refere-se a
um espectro da média dos espectros de amostras..........cccccceeeeeieiieieeeeiciiee e
FIGURA 4.12. a) Analise de componentes principais (PCA) de estroma normal x
pancreatite, b) Area sob a curva (AUC) do gréfico do ion m/z 6.243, c) Espectro de
Massas da média dos pacientes ampliado na regiao do ion m/z6.243...................

FIGURA 4.13. Imagens referentes a alguns ions m/z selecionados no espectro de
massas das amostras: 1001-T (esquerda), 1067-T (centro), 1149-T (direita)..............
FIGURA 4.14. Imagens referentes a alguns ions m/z selecionados no espectro de
Massas da @amoStra 1001 -T ........u it eene
FIGURA 4.15 Imagens referentes a alguns ions m/z selecionados no espectro de
massas das amostras: 1053-T (esquerda), 1043-T (direita).........ccceevveviriieiiiinininnnnn.
FIGURA 4.16. MALDI IMS dos tecidos 1043-T (esquerda) e 1053-T (direita);
imagem quimica dos ions: a) m/z3.369 e b) M/z6.243............cccveiiiiiiiiiiie
FIGURA 4.17. Seqiéncia da proteina Hemoglobina a) subunidade a e b)

subunidade (3 e as respectivas seqiéncias dos peptideos destacadas em amarelo....

XX1V

121

122

124

125

127

128

131

132

133

134

137



FIGURA 4.18. Sequiiéncia da proteina DEF1_HUMAN e as seqiéncias dos
peptideos a) defensina neutrofilica 1 e b) defensina neutrofilica 2, destacadas em
AMAEIO. ...
FIGURA 4.19. Seqiéncia da proteina DEF1_HUMAN e as sequéncias dos
peptideos a) defensina neutrofilica 1 e b) defensina neutrofilica 2, destacadas em
AMAIEIO. .. e
FIGURA 4.20. Espectro de Massas MALDI(+)-TOF apos selegdo do ion m/z 3.481...
FIGURA 4.21. Espectro de Massas MALDI(+)-TOF/TOF do ion m/z 3.481.................
FIGURA 4.22. Seqliéncia da proteina GLUC_HUMAN e sequéncia do peptideo
(glucagon) destacado €M amarelO............ooiuiiiiiiiiiii i
FIGURA 4.23. Espectro de Massas MALDI(+)-TOF da amostra 1043-T........c.............
FIGURA 4.24. Espectro de Massas MALDI(+)-TOF/TOF do ion m/z 2.235.................
FIGURA 4.25. Sequéncia da proteina PAHO_HUMAN e sequéncia do peptideo
(icosapeptideo pancreatico) destacado em amarelo..............cccoeeeeeiiiiiii e,
FIGURA 4.26. Imagens referentes aos ions com a) m/z2.235 e b) m/z4.182............
FIGURA 4.27. Sequéncia da proteina PAHO_HUMAN e sequéncia do peptideo
(hormdnio pancreatico) destacado em amarelo................evveeviiiiiiiieiiiiiiiieeeeeeee e
FIGURA 4.28. Estrutura da Insulina Humana.................ccciiii e,
FIGURA 4.29. Espectro de massas MALDI-TOF/TOF da a) insulina humana padrao
e b) da insulina presente na amostra analisada..............ccccueevviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee
FIGURA 4.30. Cromatogramas das amostras a) TH_S01, b) TH_S02 e c) TH_S03
utilizando os comprimentos de onda 214nm e 280 nm no detector de UV...................
FIGURA 4.31. Cromatogramas das amostras a) PH_S01, b) PH_S02 e ¢) PH_S03
utilizando os comprimentos de onda 214nm e 280 nm no detector de UV...................
FIGURA 4.32. Posi¢des na placa de MALDI que foram analisadas e que geraram
(verde) ou nao (laranja) espectros de massas com sinais, nos experimentos com as
amostras a) TH_SO01 e b) PH_SOT ...
FIGURA 4.33. a) Gel 1 e b) Gel 2 ap6s eletroforese em gel 1D........ccccvvviiiiiiinnnnnnnns

XXV

138

139
140
141
141
142
142

143
143

144
145

146

152

153



LISTA DE GRAFICOS

GRAFICO 3.1 Gréfico da intensidade versus m/z dos a) ions a, b) ions b e ¢) ions y
apos a reacao da Bradiquinina com ACN.........oi s
GRAFICO 3.2 Gréfico da intensidade versus m/z dos a) ions a, b) ions b e ¢) ions y
apos a reacao da Angiotensina Il COmM ACN........... e
GRAFICO 3.3 Gréfico da intensidade versus m/z dos a) ions a, b) ions b e ¢) ions y
apos a reacao da Encefalina COM ACN. ... ..o
GRAFICO 3.4 Grafico da intensidade versus m/z dos ions a, b e y apds a reacéo
dos peptideos a) Bradiquinina, b) Angiotensina Il e c) Encefalina com ACN...............
GRAFICO 3.5 Grafico “DriftScope”: drift time x m/z dos ions detectados para |l a)
Encefalina, b) Bradiquinina e c) Angiotensina Il...............cceiiiiiiiiiiiiiiieeeeceeeee
GRAFICO 3.6 Correlagdo a) linear e b) exponencial de drift time versus m/z dos
ioNs @ da ANGIOtENSING [l.......eeeieieiiee e
GRAFICO 3.7 Correlagéo a) linear e b) exponencial de drift time versus m/z dos
ions a da Angiotensina Il extrapolando para valores altos de m/z................................
GRAFICO 3.8 Correlacéo linear e exponencial de drift time versus m/z dos ions a da
Angiotensina Il para os dados a) experimental e b) simulado............cccccevvvvveiviiiinnen...
GRAFICO 3.9 Mobilidades teéricas para estrutura linear (verde) e enovelada
(vermelho) e drift time experimental (azul) obtido para os a) ions a, b) ions b e c)
ions y da ANGIoteNSING Il........ccooiiiiiiie e

GRAFICO 4.1. Graficos SAM (statistical analysis of microarrays) plotado para
analise epitélio tumor x normal apos os tratamento estatisticos a) ProTS Data e b)
L0 [0 (o o o £ PSP
GRAFICO 4.2. Graficos SAM (statistical analysis of microarrays) plotado para
analise estroma tumor x normal apos os tratamento estatisticos a) ProTS Data e b)
ClINPIOTOOIS. ...ttt e e e e e et e e e e e e e s
GRAFICO 4.3. Graficos SAM (statistical analysis of microarrays) plotado para
analise estroma tumor x pancreatite apds os tratamento estatisticos a) ProTS Data
€ D) ClINPIOTOOIS. ... ettt e e e eae s

81

81

81

82

86

90

91

91



GRAFICO 4.4. Graficos SAM (statistical analysis of microarrays) plotado para
analise estroma normal x pancreatite apos os tratamento estatisticos a) ProTS Data
L3 o) I @ 11 ] = (o ] I Yo ] - TSN

GRAFICO 4.5. Absorbancia x concentragéo das solucdes padrdes analisadas..........

XX Vil



LISTA DE ESQUEMAS

ESQUEMA 4.1. Esquema geral de um procedimento experimental de analise de
perfil proteico direcionada pela histologia..............cooeiiiiiiiiiiiiii
ESQUEMA 4.2. Experimento de MALDI imaging, utilizando Portrait para aplicagdo
(0 F= 0 0 1= {1 APPSO P PO PPPPPPPPRPP
ESQUEMA 4.3. Experimento de MALDI imaging de alta resolugao, utilizando
SprayCoating para aplicagdo da matriz..........ccccceiiiiiiiciiiee e e
ESQUEMA 4.4. Procedimento experimental geral realizado para a busca de
biomarcadores de cancer utilizando os métodos de perfil proteico direcionado pela
histologia € MALDI imMaging.............eio e e e e
ESQUEMA 4.5. Fluxograma dos métodos de separagao e purificagdo (gel, LC-
MS/MS) normalmente utilizados na identificagéo proteica.........ccccccoviiiiiiiieeiienineee
ESQUEMA 4.6. Esquema resumido da analise do ion m/z 3.484 nas amostras
(03 R =Tt 07 e ST PPPRR

XX1X

100

101

102

103

105



INDICE

LN 20T 00T 037 o 20U 1
1.1. IMPORTANCIA DOS PEPTIDEOS E PROTEINAS. ...ttt ettt 3
1.2. SEQUENCIAMENTO DE PEPTIDEOS E SUAS PERSPECTIVAS DE APLICAQOES ............ 4
1.3. METODOS DE SEQUENCIAMENTO DE PEPTIDEOS......couteeeet et et eeeee e eeeeeeene e 5
1.4. PRINCIPIOS E INSTRUMENTACAO DE ESPECTROMETRIA DE MASSAS NA ANALISE

DE BIO-MOLECULAS. ... ettt et ettt ee e ee et e et ee et oot e e e e e e ee e e 7
1.5. ESTRUTURA/REATIVIDADE DE PEPTIDEOS POR REACOES [ON/MOLECULA E

MOBILIDADE DE TONS.... oottt et et e e e ee et ee et e et et e ee e e e ee e ee e eee e 12
1.6. BUSCA DE NOVOS BIOMARCADORES EM CLINICA MEDICA POR IMAGEAMENTO

QUIMIO-SELETIVO DE TECIDOS. ..ottt ettt a e e s et te e e e e e snnnaneaeaeeesennnnn e enns 15

2. OBUETIVOS......oouceetceetneecetsesesaeeessss s sss s sesssessssssssesssssss sassssssssssessssssnsssensanen 27

3. CAPITULO 1: Relacdo estrutura/reatividade de peptideos por reacdes

ion/molécula e mobilidade de ions..........ccciiiiiiiiirisnir s 31
3.1. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL.......cvvttiiiiee e frre e e e e 33
3.1.1. MateriaiS € MEIOUOS. ... ettt ee e e e e e e e ae e e e e e eeneees 33
3.1.1.1. AQUISIGEO A€ MALEIIAIS. ............veeeeeeeeeeeeeeee ettt ae e e et aa e e e 33

3.1.1.2. Métodos INSIUMENLAIS. .............oeaiiiieiiee e 33

3.1.2. Experimentos de reagdes de AA’S €M SOIUCEO. ..........cccceuueeveeeeeeiesiiiieiaaeeseecieeiaan 36
3.1.3. Experimentos de reagbes de AA’s a pressdo atmosférica..............ccccvveveveeveviuennnn.. 36
3.1.4. Experimentos de reagdes dos ions fragmentos de peptideos a,b € y.......ccccceevveenn. 37
3.1.5. Experimentos de mobilidade ibnica dos ions fragmentos de peptideos a,b e y......... 39

3.2. RESULTADOS E DISCUSSAQ.........ocooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e eeeeee et et en s e e e se e seaeeneen 39
3.2.1. Reagbes de AA’S €M SOIUGEO. ...........oeui i e 39
3.2.2. Reagbes de AA’S @ preSSE0 atMOSTErICA. ............cccveieiiiiee et 49
3.2.3. Reagdes dos ions fragmentos de peptideos a,b € ¥.........ccccvvveeeeeeieeiiiieiiciiieiieeeeeenns 56

3.2.4. Experimentos de mobilidade dos ions fragmentos de peptideos a, b e y utilizando o
equIPaMeENto SYNAPE HDMS...........ocoo ettt et e et et e e e e es e s eaaaees 85

XXX1



4. CAPITULO 2: BUSCA DE NOVOS BIOMARCADORES EM CLINICA MEDICA

POR IMAGEAMENTO QUIMIO-SELETIVO DE TECIDOS.........ccoeeeureemreensseesenns 93
4.1. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL.....cciititit it eetie et et ee et ee e e s e e snee e e e eneeeeeeees 95
4.1.1. MateriaiS © METOUOS..........coee ettt e ee e e e e e eaenaeeaeeeeaanns 95
4.1.1.1. AQUISIGEO A€ MALEIIAIS. ........ceeeeieeeee ettt a e e e 95

4.1.1.2. Métodos INStIUMENTAIS. ..ottt e 95

4.1.2. Experimentos de imageamento quimio-seletivo de tecido por MALDI-TOF.............. 96

4.1.3. Experimentos de identificag80 ProtéiCa..............ccuueeieeeeoeiieeeeeeeeeeee e eseee e 103
4.1.3.1. Experimentos de MS/MS e HRMS diretamente no tecido intacto.................. 103

4.1.3.2. Experimentos tradicionais apos homogeneizagéao do tecido.......................... 104

4.2 RESULTADOS E DISCUSSAOQ.......oucececeeeeeeeetetceeeee ettt eaeaes e eeee et snanen e 113
4.2.1. Busca de Biomarcadores de CANCEr................cccueeiereiiiiiiiiiie e 113

4.2.2. Método de perfil protéico direcionado pela histologia................cccccccecvuevieiseeicnennnn 114

4.2.3. Analise estatistica do conjunto de dados................ccccereiieieeiiiisiiiee e 115

Q.24 MALDI IMS ...ttt ettt 130

4.2.5. Identificagdo das proteinas de iNtereSSe............ccuuueeeeeeiiiciicieeeie e 136

5. CONCLUSAO........oceeeneucueereeesesesessesaseseassssse st s se s es s asassseseseassnsnsneasas 163
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........coooieerirctscsrsess s ssssssasssssesns e sssaeas 167

XXX11



1. INTRODUGCAO




1.1. Importancia de Peptideos e Proteinas:

A importancia de peptideos na fisiologia e patofisiologia tem aumentado
fortemente nos ultimos anos. Com o progresso mundial da plataforma genbémica, a
base de entendimento em dados de expressao utilizados para a analise de proteinas e
peptideos tem aumentado drasticamente. Em paralelo, a procura médica por
biomarcadores € cada vez mais evidente. Os peptideos podem atuar como
biomarcadores de diversas doengas, como cancer e mal de Alzheimer’, e detectados
em concentracdes minimas por espectrometria de massas (MS)?. Os peptideos sdo
importantes em diversas areas, como em aplicagcdes biomédicas e farmacéuticas e em
construgdo de novas vacinas recombinantes® e de drogas peptidicas. Na area
alimenticia, os peptideos sao altamente empregados como agentes emulsificantes e
conservantes® e sdo considerados como uma alternativa ecologicamente correta, pois
sd0 biodegradaveis®. Os peptideos possuem, ainda, aplicacdo em biotecnologia, na
formagado de plantas transgénicas; na medicina veterinaria; em materiais ortopédicos®;
enfim, nos mais diversos setores. Os peptideos e as proteinas também apresentam
papel importante no controle de diversas doencas infecciosas, sendo, portanto agentes
terapéuticos importantes’.

Outra classe de bio-molécula de grande importancia é a das proteinas,
moléculas fundamentais para a vida. Uma area atual de grande interesse mundial é a
protedmica, a qual esta relacionada com a determinagdo em grande escala do gene
que a expressa e da funcao celular da proteina. A protebmica usa uma colecido de
varias técnicas, e entre elas encontramos imagens celulares por microscopia eletrénica
e experimentos com chip e array, e experimentos genéticos de leitura®.

Outra abordagem importante em protedmica € a analise de novo de proteinas e
populagdes proteicas isoladas de células e tecidos. Tais estudos normalmente
representam grandes desafios devido ao elevado grau de complexidade de proteomas
celulares e a baixa abundancia de muitas das proteinas envolvidas, o que requer
técnicas analiticas altamente sensiveis. A Espectrometria de massas tem cada vez

mais se tornado a técnica de escolha para a analise de amostras complexas de



proteinas. A protedmica utilizando a MS se torna viavel pela disponibilidade de base de
dados de sequéncias de genes (genoma) e avangos técnicos e conceituais em muitas
areas, como a descoberta e desenvolvimento de métodos de ionizagado de proteinas,
reconhecidos com o prémio Nobel de 2002 em quimica. A Protedmica baseada em MS
tem se estabelecido como uma tecnologia indispensavel para interpretar as
informacgdes codificadas em genomas. Até o momento, analises proteicas (sequéncia
primaria, modificagdes pos-traducional (PTMs) ou interagdes proteina-proteina) por MS
tem tido mais sucesso quando aplicadas a pequenos conjuntos de proteinas isoladas
em contextos funcionais especificos. A analise sistematica de um numero muito maior
de proteinas expressadas em uma célula, um objetivo explicito da protebmica, esta
agora também avangando rapidamente, principalmente devido ao desenvolvimento de
novas abordagens experimentais®.

Embora tenha tido enorme sucesso, a protedmica-MS ainda enfrenta
significantes desafios técnicos. Cada avango que permite um novo tipo de medida ou
melhora a qualidade dos dados por tipos tradicionais de medidas expande a gama de

aplicagdes potenciais de protedmica-MS para biologia molecular e celular.

1.2. Sequienciamento de peptideos e suas perspectivas de aplicacoes:

Atualmente, uma area que esta sendo muito explorada e aperfeicoada, é o
sequenciamento de peptideos. As principais razbes sao devido aos peptideos
possuirem fungdes de grande interesse e aplicabilidades importantes nos tempos
atuais; e pelo fato da analise sequencial de aminoacidos (AA’s) e peptideos ser
frequentemente a etapa inicial na caracterizagdo de novas proteinas, as quais também
possuem aplicacdes atraentes para as industrias e para o meio académico.

A tecnologia do sequienciamento de peptideos pode rapidamente gerar listas de
proteinas identificadas a partir de algumas fontes virtuais de materiais protéicos. Assim
como a quantificacado relativa entre populacdes protéicas é também freqientemente
realizavel. Além disto, os experimentos em protebmica recentes tem sido de larga

escala e automatizados. Seguindo esta tendéncia uma das aplicagbes mais



compensaveis € a caracterizagao de proteinas com estruturas complexas. Ha também,
um aumento de foco nestas “maquinas moleculares”, e a MS é muito valiosa como a
primeira etapa para identificacdo da estrutura destes complexos e, possivelmente, seu
estado de modificagcdo. Tem-se realizado a identificagdo em larga escala de complexos
multiproteicos imunoprecipitados para a derivatizacdo da interacdo-proteina para a
caracterizacdo de organelas. Pesquisas intensas sdo necessarias no presente em
proteomica, pois estratégias semelhantes sdo capazes de detectar e identificar
biomarcadores de doencgas. Experimentos de MS que comparam niveis de expressoes
proteicas sdo muito mais trabalhosos que experimentos microarray, mas sao atrativos
porque as proteinas sdo os agentes ativos da célula, onde a populagcdo de RNAm é
freqientemente um pobre indicador de niveis proteicos. A tecnologia no
seqlienciamento de peptideos esta rapidamente se aperfeicoando. E provavel que logo
se torne possivel quantificar muitas das proteinas em uma linha celular ou tecidos
usando espectrometria de massas de alta resolugao, especialmente, pois a abertura
das técnicas proteOmicas baseadas em MS (que é, os limites de deteccao e dinamica)
estdo sendo aceleradas a novos limites por hardware engenhosos e softwares
desenvolvidos. Sistemas bioldégicos aumentaram a confianga na combinagao dos dados
de RNAm, proteoma e genética. A protedmica utilizando a MS além de contribuir com
dados confiaveis em relagcdo a estrutura quimica da molécula podera contribuir com a
habilidade de analisar as proteinas em seus niveis endogénicos e em seus estados

nativos®.

1.3. Métodos de Seqlienciamento de peptideos:

Estratégias de sequienciamento universal empregam reagentes quimicos para
remover um aminoacido (AA) a partir de grupos amino terminal seguido pelo
isolamento e analise de derivados de AA’s'™. Muitas técnicas, no entanto, sdo
limitadas''. Limitacdes na eficiéncia quimica do processo previnem a determinacéo da

seqiiéncia completa de uma proteina a partir de quantidades minimas de amostra'®,



por exemplo, a técnica utilizando sédio dodecil sulfato — poliacrilamida gel eletroforese
tem uma precisdo de apenas 5% em relagdo a massa do analito".

Ha dez anos atras, para sequenciar uma proteina quantidades consideraveis
precisavam ser purificadas e uma técnica conhecida como degradacdo de Edman era
utilizada. No entanto, este método falha completamente se a proteina for acetilada em
seu grupo amino terminal ou se este for bloqueado, pois esta reagao requer grupos
aminos terminais livres. Durante a década de 90, a Espectrometria de Massas,
substituiu a degradac¢do de Edman, isso porque a técnica de MS é muito mais sensivel
e pode fragmentar peptideos em segundos ao invés de horas ou dias. Além disto, a MS
nao requer proteinas e peptideos purificados e ndo tem problema na identificagcao de
proteinas modificadas ou bloqueadas®. A partir das inovagdes como Espectrometria de
Massas com ionizagao eletrospray (ESI), os ions sdo submetidos a uma célula de
colisdo onde ocorre a dissociagao por colisdo indutiva (CID), e sob estas condi¢des, os
fragmentos peptidicos criam caracteristicas “precursoras” de seqiéncias de AA’s
especificos'®. Com o desenvolvimento das fontes de MALDI e ESI em MS, obteve-se a
determinacdo de massa molecular de proteinas com alta precisdo, em niveis de
subpicomols e andlises de seqiiéncias de peptideos em pequenas quantidades’.
Espectrometros de massas podem medir a massa de proteinas intactas, no entanto,
realiza-se o sequienciamento de peptideos ao invés de proteinas, uma vez que a
sensibilidade do espectrometro de massas para proteinas € bem menor que para
peptideos®.

Um método recente de sequenciamento relatado incorpora a modificagdo
quimica de Edman e a deteccao por MALDI-TOF, mas muitas técnicas de MS fazem
uso de MS/MS. Variagdes neste tipo de procedimento tém sido implementadas no setor
magnético e instrumentos com transformada de Fourier e ressonéncia ciclotrénica de
ions, mas vale ressaltar que o mais amplo e versatil instrumento disponivel em uso é o
espectrometro de massas triplo quadrupolo’. As vantagens das técnicas de MS
incluem sensibilidade, rapidez e aplicagcao a misturas complexas. Nos ultimos anos,
com o0s avangos tecnologicos, a MS tem sido destacada ndo apenas para estudos de
estruturas primarias de proteinas, mas também como a tecnologia central para o

campo de protedbmica. Como as facilidades da MS em proteinas tem se proliferado,
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muitos bidlogos agora podem submeter uma amostra e receber uma lista de proteinas

que foram identificadas por MS®.

1.4. Principios e Instrumentacao de Espectrometria de Massas na

analise de bio-moléculas:

Medidas por MS sao efetuadas a partir de analitos ionizados e ejetados para
dentro de um espectrémetro de massas. Por definicdo, um espectrometro de massas
consiste em uma fonte de ions, um analisador de massas que mede a razao massa-
carga (m/z) de um analito ionizado, e um detector que registra 0 numero de ions em
cada valor de m/z.

lonizagdo por eletrospray (ESI) e lonizagdo/dessorcdo a laser assistida por
matriz (MALDI) sdo as duas técnicas mais comumente utilizadas para ionizar as
proteinas ou peptideos para analise por espectrometria de massas. A técnica ESI
consiste em transferir analitos ionizados da solugao para a fase gasosa sendo, portanto
facilmente acoplada a técnicas de separacdo liquida (por exemplo, separagao
cromatografica liquida e eletroforética). A técnica de MALDI dessorve e ioniza as
amostras a partir de pulsos de laser com o auxilio de uma matriz cristalina e seca.
MALDI-MS é normalmente utilizado para analisar misturas relativamente simples de
peptideos enquanto que ESI-MS (LC-MS) sao sistemas preferiveis na analise de
amostras complexas.

O analisador de massas é fundamental em proteémica-MS, e seus parametros
chave sao a alta sensibilidade, resolucao, precisao e exatiddao na medida de massa € a
capacidade para gerar fragmentos peptidicos (espectros de MS/MS). Existem quatro
tipos basicos de analisadores de massas atualmente utilizados em pesquisas
protebmicas: os ion-trap, TOF (time-of-flight), quadrupolo e analisadores de
ressonancia ciclotrénica de ions com transformada de Fourier (FT-MS). Estes
espectrometros diferem em design e desempenho. Estes analisadores podem ser
utilizados isoladamente ou em sistemas hibridos em sequéncia para explorar as

vantagens individuais®.



- EASI (Easy Ambient Sonic Spray lonization):

A espectrometria de massas vem sendo explorada cada vez mais, devido a sua
ampla utilizacdo e aplicacbes em diversas areas. Diversas fontes de ionizagao foram
desenvolvidas e continuam sendo desenvolvidas no mundo inteiro por diversos grupos.
Prof. Grahan Cooks, em 2004, desenvolveu uma técnica de ionizacdo a pressao
atmosférica, denominada DESI'? (Desorption ElectroSpray lonization), a qual néo
necessita de preparo prévio da amostra. A amostra é colocada entre o spray oriundo da
fonte de eletrospray e a entrada do espectrdmetro de massas. Esta técnica teve
repercussao mundial e varios outros laboratorios passaram a utilizar o DESI, devido a
sua facilidade e praticidade nas analises.

Porém esta técnica necessita de alta voltagem, uma vez que o spray de ions é
gerado igualmente na fonte de eletrospray. O grupo de pesquisadores do laboratério
ThoMSon de Espectrometria de Massas' desenvolveu, entdo, em 2006 uma nova
técnica de ionizagdo, na qual o spray de ions é gerado, a partir do cisalhamento de
gotas provenientes de um sonic spray. Esta caracteristica torna a técnica muito
atrativa, pois, além da vantagem de ter uma analise a pressdao ambiente, sem preparo
prévio da amostra e extremamente rapida, nao utiliza voltagem e nem temperatura na
fonte. Esta técnica foi denominada iniciaimente por DESSI'™ (Desorption Electro
SonicSpray lonization) e em 2008 foi renomeada por EASI (Easy Ambient SonicSpray
lonization)'* (Figura 1.1).

Desde seu desenvolvimento, o EASI vem sendo amplamente utilizado no
Laboratorio ThoMSon, como, por exemplo, na analise de farmacos, biocombustiveis,
Oleos vegetais, amaciantes, entre outros. Além da analise direta de amostras, o
acomplamento de EASI com outros sistemas também esta sendo realizado, como a
adaptacdo com MIMS (Membran Introduction Mass Spectrometry)'®, TLC (Thin Layer
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Chromatography) e HPTLC (High Performace Thin Layer Chromatography)

Reacdes quimicas também estdo sendo realizadas via EASI.
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Figura 1.1: Fonte de ionizagdo de EASI.

- FD-ESI (Fused-Dropled Electrospray lonization):

Espectrometria de massas por FD-ESI € utilizada como um método simples para
obter diretamente espectro de massas de alta qualidade de amostras biolégicas devido
a diminuig¢do da solubilidade de componentes indesejaveis. FD-ESI € um método de
duas etapas de ionizagao por eletrospray e tem sido aplicado com grande sucesso para
moléculas biolégicas ionizaveis (assim como proteinas e peptideos) dissolvidas em
agua pura. Os processos de ionizagdo na fonte de FD-ESI sédo diferentes de uma
convencional de ESI, onde o eletrospray € gerado diretamente de uma amostra em
solugéo. Para FD-ESI a amostra em solugao aquosa € primeiramente dispersa em uma
fina mistura de gotas por um nebulizador ultrassénico. O aerosol neutro resultante é
entdo fundido com gotas carregadas geradas a partir do eletrospray normal (Figura
1.2). Os ions, os quais sdo gerados na reacao, sao detectados por um analisador de
massas'>'®. Em FD-ESI, a polaridade do solvente organico para eletrospray parece ser
um fator mais significante na determinacéo da eficiéncia de ionizagdo do analito do que
da amostra em solugdo. Entdo, a qualidade do espectro de FD-ESI pode ser ajustada
variando-se a composicao do solvente do eletrospray, tornando-se uma técnica

poderosa na remogao facilitada de interferentes de compostos orgénicos.



+ + + + + +
+ + + +
£tk 3 & 2 + + +++ ++
+ + + ¥ + + +
+
o L o. : *
- + + + + +
T+ o+ + + 4 4 ok

Figura 1.2: Mecanismo de reagao por FD-ESI.

- APTD-ESSI (Atmospheric Pressure Thermal Dissociation- Electrosonic Spray
lonization):

1.'® desenvolveram a técnica APTD-ESSI; e o esquema desta fonte de

Cooks et a
ionizagao esta ilustrado na figura 1.3.

Dissociagao térmica a temperatura ambiente (APTD) representa um método
para a fragmentagdo de ions de proteinas e peptideos, o qual ocorre fora do
espectrébmetro de massas. ions de peptideos gerados por ionizagdo com spray
eletrossonico (ESSI) ou outro método de ionizagcdo atravessam um tubo de metal
aquecido, onde eles fragmentam. Uma fragmentacédo extensiva € normalmente obtida
com este método, o que o torna atrativo para elucidagdo da sequéncia primaria de
peptideos e proteinas. O mais importante € que os fragmentos neutros chegando do
APTD podem ser caracterizados on-line pela ionizagdo da descarga corona,
promovendo uma informacgéo estrutural complementar que nao é facilmente acessivel

via métodos de dissociacdo conduzidos no vacuo.

lon Deflector

) -3kV -
Coiled Tube
ESSI T=350°C )
»-Tv~ ~ - BAUMS
N, =

Corona

Phospho-and Discharge

Sulfopeptides +/-4 kV

1 T |

Figura 1.3: Fonte de ionizagdo APTD-ESSI.
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- Sistema automatizado com fonte de ionizagao nanoESI - Nanomate:

A empresa Advion langou no mercado ha alguns meses um sistema de nanoES/
robotizado capaz de analisar até 400 amostras em seqliéncia, chamado Nanomate
(Figura 1.4 a). As amostras sdo colocadas em placas descartaveis (Figura 1.4 b), os
quais podem conter de 96 ou 384 pocinhos; a partir dai, uma ponteira (Figura 1.4 c)
também descartavel aspira um volume pré-determinado da amostra e coloca em
contato com o bocal (Figura 1.4 d). Uma voltagem é entdo aplicada ao nozzle e o
nanospray € formado. O fluxo da amostra, a voltagem aplicada, a pressao de gas sao
ajustados, e com 5 uL de amostra é possivel obter um spray constante de 25 min. Esta
técnica possui varias vantagens, dentre elas pode-se citar a pequena quantidade de
amostra necessaria para analise, o que também propicia menor sujeira dentro do
espectrometro de massas; outra vantagem relevante € que o sistema utiliza varios itens
descartaveis, inclusive o nanochip, evitando-se assim, contaminagcdo cruzada de
amostras, proporcionando resultados muito confiaveis; além disto, o spray gerado é

estavel e o sistema possui boa reprodutibilidade.

Figura 1.4: a) Sistema robotizado Nanomate da Advion®, com imagens do b) placa, c)

ponteira e d) bocal.
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1.5. Estrutura/Reatividade de peptideos por reacdées ion/molécula e

mobilidade de ions:

- Estutura/Reatividade dos ions fragmentos de peptideos:

A identificagdo e o sequenciamento de proteinas sdo normalmente realizados
utilizando a espectrometria de massas MS/MS e pela analise de tipos especificos de
fragmentos obtidos a partir dos peptideos protonados. A identificacdo sequencial total
ou parcial pode ser alcancada por este método®.

Os peptideos quando ionizados e analisados por um espectrometro de massas
geram, além do ion molecular, ions provenientes de fragmentagdes internas das suas
)19

moléculas (Figura 1.5) 7, os quais sao: ions N-terminal e C-terminal: a, b, c, X, y, z, ve

w entre outras perdas, como aménia e agua’®.

N-terminal lons C-terminai lons
" " ;i
- + = . +

a,;  H+{NH-CH—CO}NH=CH X, O=C—NH—CH—-CO{NH—CH—CO}-OH
R oo v R

by H{NI-FCchO)?NHféchso Yo NHy—CH—CO4NH—CH-CO¥}7-OH
R N . R

c.: H-§NH—CH—CO}=—NH—CH—CO-NH, z,: *CH—CO+{NH—CH—CO}-OH

H H

n o= ;

d.: H-¥NH—CH—CO¥NH—CH v, NH=CH—CO¥NH—CH—-CO¥OH

(R' is usually H) "
H

R—GH R
w,: CH—COYNH—CH—CO}OH

(R’ is usually H)

Figura 1.5: Estrutura dos ions a, b, ¢, d, X, y, z, v e w, que podem ser provenientes da

fragmentacao de peptideos em geral.

Os ions fragmentos de peptideos mais comuns sdo os ions a, b e y, mas a
forma tridimensional exata e a reatividade destes ions fragmentos gasosos estdo ainda
sob investigacao. Existem diferentes propostas em relagao a estrutura dos ions b, tais

como ion acilio e ions ciclicos tipo oxazolona. Yalcin et al’’. realizou experimentos
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utilizando a técnica FAB (Fast-Atom Bombardment) para formar ions e concluiu que
ions b consistem em uma cadeia peptidica linear, com uma estrutura oxazolona ciclica
terminal; e apos a perda de CO, o anel oxazoldnico abre e sdo formados os ions a.
Além disso, ha evidéncias que ions b possuem estruturas macrociclicas
intermediarias®? (Figura 1.6); uma estrutura macrociclica para um especifico fon b-5
foi proposta como resultado de estudos computacionais, comparacao dos graficos
breakdown?® e espectrometria de massas de mobilidade idnica (IMMS)?.
Recentemente, Garcia e col.?® realizaram experimentos utilizando marcagao de
isotopo estavel com IMMS, os quais confirmaram a hipotese anterior da forma
macrociclica para ions fragmentos peptidicos, principalmente para ions b maiores. Por
outro lado, alguns estudos tém investigado as estruturas dos ions a, e os resultados
nao sdo claros, sugerindo uma mistura de estruturas lineares e ciclicas para estes

ions?.

0
R1 0 R3 Or‘i—
H H
N N Tk RS
H,N N NH
H
(a) o] R2 0 R4
0>/LH
N O
.

NH,
R1 R4
o NH
NH o
)—H—m
R2Z o R3

(b)

Figura 1.6: Estrutura dos ions b nas formas a) oxazolona ciclica terminal e b)

macrociclica.

Como descrito acima, as estruturas quimicas de ions fragmentos peptidicos sao
distintas, mas a estrutura de ions b mais aceita € a de um ion acilio na cadeia terminal.

fons acilio sdo bem conhecidos e ha estudos relatando sua estrutura mais estavel e
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também seu carater reacional. Estudos anteriores foram realizados produzindo ions
acilio em solugdo®, e este estudo foi ampliado posteriormente para a fase gasosa®.
Uma vantagem da reacdo em fase gasosa € a capacidade de estudar a reatividade
intrinseca das moléculas e ions sem a interferéncia do solvente ou de contra ions da
solugdo. Estudo em fase gasosa®® propds que ions acilio sdo estaveis sob vacuo e
reagem da forma semelhante a compostos carbonilicos. Estudos® também confirmam
que estes ions tendem a ter o mesmo comportamento tanto em fase gasosa quanto em
solucdo, reagindo muito bem com compostos nitrilicos. ions acilio em fase gasosa
reagem rapidamente com aril nitrilas para formar ions 1,3,5-oxadiazinium pela
ciclizagdo via adicdo dupla®. Além disso, a adigdo de uma nitrila ao ion acilio forma um
aduto. ions b devem ter o mesmo comportamento tanto para estrutura de ion acilio ou

ciclico em sua cadeia terminal. No entanto, a reacdo n&o deve ocorrer para os ions y.

- Estutura/Mobilidade dos ions fragmentos de peptideos:

Outra abordagem foi estudar a forma da estrutura dos ions fragmentos
peptidicos usando IMMS, a qual € uma técnica recentemente desenvolvida capaz de
separar fons de acordo com suas mobilidades®’. Resumidamente, os ions s&o
submetidos a uma atmosfera de gas neutro sob a influéncia de um campo elétrico e
sao separados de acordo com o tempo que levam para atravessar o T-wave (Figura
1.7). O tempo de drift depende de muitos fatores como a massa, estado de carga e

interacédo de segao de choque com o gas.

T ION MOBILITY

TRAP SEPARATION TRANSFER

A HHHHRAHHR AR

I

Figura 1.7: Cela Triwave do Synapt HDMS.
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A IMMS pode separar seletivamente ions isbmeros ou isébaros (de mesma
miz)¥’, e, portanto poderia distinguir entre cadeias terminais lineares ou ciclicas nas
estruturas de ions b.

O acoplamento da separagao por mobilidade ibnica com espectrometria de
massas tem se tornado um método poderoso para a analise de misturas complexas e
para determinagao de estrutura molecular. A IMMS tem sido considerada também uma
técnica complementar para métodos mais utilizados como cristalografia de raio-X e
ressonancia magnética nuclear (NMR) para analises estruturais de trés dimensdes para
proteinas. Ha evidéncias que a estrutura da proteina em fase gasosa pode refletir, sob
condicdes controladas, a estrutura nativa em solucdo. Varios estudos? tem mostrado
uma boa correlacdo entre medidas de média rotacional da secdo de choque obtidas a

partir de raio-X e NMR com medidas obtidas por experimentos com mobilidade iénica.

1.6. Busca de novos biomarcadores em clinica médica por

imageamento quimio-seletivo de tecidos

- Biomarcadores proteicos para cancer:

Biomarcador € um indicador que mede um estado biolégico especifico,
indicando a presenga ou o estagio da doenga. Os biomarcadores podem ser utilizados
clinicamente para diagnostico ou monitoramento de atividade de doencgas, para guiar
padrdes moleculares terapéuticos ou avaliar resposta terapéutica®.

As proteinas sdo provavelmente as moléculas mais afetadas quando as doencas
sdo diagnosticadas, além de refletirem a fisiologia celular®*®, e ha uma grande
expectativa na descoberta de muitos biomarcadores proteicos. A busca de
biomarcadores proteicos € de grande interesse e vem sendo cada vez mais explorada,
podendo atuar na deteccgdo inicial e em possiveis tratamentos de diversas doencas,

como “mal de Alzheimer’3*%°

39-41

, sindrome de Down®, diabetes®’, miopia®, doencas

42-45

cardiovasculares e diferentes tipos de céncer, como cancer de prostata™™,
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46-48 51-55 56-58

, ovario®™, mama®®**® e carcinoma hepatocelular’®®"

49,50

pancreas , entre

62-70

, pulmao
outras

Uma das areas mais estudadas atualmente é a descoberta de biomarcadores
proteicos visando a obtengao de um screening capaz de detectar cada tipo de cancer
no estagio inicial, uma vez que diagndsticos de centenas de tipos de cancer permitirdo
uma escolha mais efetiva da terapia a ser efetuada e uma melhor triagem clinica.

Um biomarcador de cancer € uma substancia encontrada em uma quantidade
alterada no corpo, indicando que um certo tipo de cancer esta presente. Idealmente,
este biomarcador deve estar presente no sangue ou em outros fluidos biolégicos que
possam ser acessados de uma maneira nao invasiva. Infelizmente, a descoberta de
biomarcadores proteicos em soros associados a tumor nas décadas passadas nao foi
efetiva para diagnosticar o cancer primario. Uma razao para a baixa sensibilidade e
especificidade de um biomarcador € a presenca destes marcadores no soro de
individuos sem cancer ou com a doenga nao maligna.

Atualmente ha alguns testes clinicos sanguineos baseados em biomarcadores
proteicos, como CA 19-9 (cancer antigen) para cancer pancreatico e coloretal, CA15-3
para cancer de mama, CA125 para cancer de ovario”', PSA (prostate specific antigen)
para cancer de prostata e CEA (carcinoembryonic antigen) para cancer ginecélogico®.
A maioria dos testes falha na deteccdo do céncer em estagio inicial, e na
especificidade, sendo um problema também na deteccdo de doengas em estagio
avancado. A heterogeneidade genética no meio das populagdes é problematica, pois
um biomarcador pode indicar a doenga em um grupo, mas pode ser estatisticamente
insignificante em outro.

As analises proteOmicas sao hoje uma ferramenta valiosa na determinagao da
presenca de biomarcadores ou no mapeamento de perfil dos mesmos dentro de grupos
de amostras diferentes, por exemplo, em individuos doentes e sadios. O resultado final
de um experimento é uma lista de peptideos/proteinas que sao regulados com
aumento ou decréscimo entre os dois grupos. A determinagdo da variagdo na
concentracao relativa e absoluta é fundamental para a descoberta de biomarcadores

validos.
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- Obtencao de novos biomarcadores proteicos:

O esforgo de descobertas de biomarcadores atualmente esta em dois caminhos:
académico e industrial. Porém, apesar do grande investimento na area, a velocidade de
introducdo de novas proteinas analitos aprovadas pela FDA (Food and Drug
Administration) € muito pequena. Desde 1998, apenas 1 nova € inserida no mercado

por ano>*"’

. As razdes deste fendmeno sdo: o caminho longo e dificil a partir da
descoberta ao teste clinico e a falta de coeréncia e de processos compreensivos para o
desenvolvimento de biomarcadores. Ha seis componentes de processos essenciais
para obter um novo biomarcador proteico: descoberta, qualificacdo, verificagao,
otimizacéo, validac&o clinica e comercializagao®.

Métodos de obtencao de perfil proteico direcionado pela histologia (Histology-
directed Protein Profiling) e MALDI IMS (Matrix-assisted Laser Desorption/lonization
Imaging Mass Spectrometry) sdo duas técnicas relativamente novas (Figura 1.8)"* e
que tem sido utilizada na descoberta de biomarcadores proteicos. A técnica de MALDI
IMS esta despertando muito interesse na area por apresentar algumas vantagens:
pouca ou quase nenhuma preparacdo de amostra; a amostra nao precisa ser
homogeneizada para analise; e o resultado € a andlise espacial dos constituintes

quimicos presentes no tecido.
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Figura 1.8: Fluxograma dos experimentos de perfil proteico direcionado pela histologia

e imagem.

- Perfil protéico direcionado pela histologia:

Métodos de perfil protéico direcionado pela histologia (histology-directed protein
profiling methods) tém sido amplamente utilizados quando se visa determinar
populagdes celulares especificas, como estroma e epitélio, mantendo alta qualidade
espectral para cada classe. Este trabalho necessita do envolvimento de um patologista,
o qual seleciona populagdes celulares de interesse a ser revestida seletivamente com a
matriz. A matriz € depositada sobre a regido marcada via um sistema de ejecéo
acustica de goticulas automatizado altamente preciso. Portanto, perfis proteicos podem
ser obtidos a partir de areas discretas em um tecido (~200 ym em diametro) o qual
efetivamente representa um unico tipo de célula.

Esses métodos sao utilizados antes da obten¢cao de uma imagem do tecido total,

uma vez que sao mais pontuais e, portanto, necessitam de um tempo menor de
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analise. E muito utilizado, por exemplo, como etapa precursora na busca de

biomarcadores em tecidos cancerigenos’?

- MALDI IMS (Imaging Mass Spectrometry):

Ao longo da dUltima década’’* protedmica tornou-se um complemento

indispensavel a andlise genética na investigagdo de quase todos os aspectos das
ciéncias da vida. Estes incluem a elucidagdo de processos celulares na saude e
doenca e a descoberta e avaliacdo de compostos farmacéuticos. A espectrometria de
massas (MS) tornou-se uma ferramenta analitica essencial para a investigagdo destes
processos moleculares. Novos avangos em MS oferecem agora a oportunidade para
estudos na investigagao de interagdes moleculares no tecido intacto. Ao contrario dos
estudos realizados com o tecido intacto por décadas, estudos realizados hoje podem
aproveitar a especificidade molecular oferecida pela MS. Em particular, Matrix-Assisted
Laser Desorptiollonization (MALDI) Imaging Mass Spectrometry (IMS) permite a analise

espacial da distribuicdo de proteinas diretamente em amostras de tecido (Figura 1.9).

Seccéo congelada Imagens MS

Espectrometro
de Massas
MALDI TOF '
o *JWW.' "

4000 6000 8000 10000
miz

Figura 1.9: Fluxograma geral de um experimento de MALDI Imaging em tecido.
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A IMS pode ser usada para localizar moléculas especificas, como drogas,
lipidios, peptideos e proteinas diretamente a partir de secdes de tecido fresco
congelado com imagem de resolucao lateral de 30 a 50 ym. A IMS tem resultado novas
oportunidades em uma ampla variedade de aplicagdes, incluindo a determinagao
espacial da expressao de proteinas diferenciais em tecidos doentes contra sadios,
caracterizagcao de tecidos com tumores e ndo tumores adjacentes, e 0 mapeamento da
localizagdo de drogas e distribuicdo metabodlica em tecidos alvos ou no contexto do
corpo todo de animais.

Um dos aspectos mais atraentes da IMS é a capacidade de simultaneamente
visualizar o arranjo espacial de centenas de analitos diretamente do tecido, sem
qualquer conhecimento prévio ou a necessidade de reagentes especificos alvos tais
como anticorpos. IMS permite a visualizagdo de modificacbes pos-traducional e
processamento proteolitico e ao mesmo tempo retém a localizacdo espacial. Outras
técnicas de MS, tais como Secondary lonization Mass Spectrometry (SIMS), tém
também sido utilizadas para uma variedade de aplicagbes em imagens. Uma das
principais vantagens do SIMS é a capacidade de imagens de alta resolu¢ao (50-100
nm) para as substancias quimicas e pequenas moléculas (m/z <1000 Da). No entanto,

até agora ndao mostrou ser eficaz para a analise de proteinas e peptideos maiores.

- Aspectos praticos de um experimento de MALDI IMS:

Analises direta de tecidos com MALDI MS permitem detectar compostos
endogenos e exogenos presentes em tecidos com especificidade molecular enquanto
mantém suas orientagcdes espaciais. Esta combinagdo unica, acoplando excelente
sensibilidade e tempo de analise rapida, apresenta vantagens para uma ampla
variedade de aplicagdes nos diversos campos bioldgicos. A preparagao de amostra e
fluxograma de trabalho é relativamente simples e n&o necessita de homogeneizacao ou
etapas de extragdo/reconstituicdo. Basicamente, uma amostra congelada é
seccionada, colocada na placa de MALDI, revestida com matriz, e analisada por MALDI

MS. Resumidamente, MALDI é uma técnica de ionizagdo que envolve irradiagao da
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amostra com um laser, tipicamente UV (N2 a 337 nm ou Nd:Y3Als042 a 355 nm), para
formar ion analitos em fase gasosa. Uma matriz € necessaria para absorver a energia
do /aser, auxiliando na desorgao de moléculas intactas de analitos, € na sua ionizagao
(freqlentemente via reagoes de transferéncia de prétons). Além disso, a aplicagao de
matriz em tecidos também serve para extrair analitos (proteinas) fora do tecido. A
matriz € um composto organico pequeno, o qual € preparado em solugao e aplicado na
superficie do tecido, normalmente utiliza-se o acido sinapinico (SA) para analises de
proteinas e acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA) para analises de peptideos. No
entanto, ha varios outros compostos que sao utilizados como matrizes; a escolha de
uma matriz ideal para a classe de interesse a ser analisada € crucial para aumentar a
sensibilidade e seletividade da analise.

A analise proteica € normalmente efetuada com tecidos preparado pelo uso do
acido sinapinico (SA) como a matriz em 50 a 60 % de acetonitrila. Este protocolo
resulta em uma melhor extragao proteica, sensibilidade e resolugédo para espécies com
alta massa molecular (> 5.000 Da). Para analise de peptideos em tecido’® ®, CHCA ou
acido 2,5-dihidroxibenzdico (DHB) em 50 % de acetonitrila € preferivel. Essas matrizes
tendem a ter menos interferentes quimicos no intervalo de peso molecular menor e
maior sensibilidade. Para analise de lipideos, DHB e 2, 6-dihidroxiacetofenona (DHA)
em 60 — 70 % de etanol sdo comumente utilizados’’. Outros compostos de baixa
massa molecular podem exigir otimizagdo por meio de testes de varias diferentes
matrizes e combinagdes de solventes porque as especificidades quimicas de pequenas
moléculas, como drogas e metabolitos, podem variar amplamente.

Ha diferentes métodos de aplicacao de matriz (Figura 1.10), e alguns sao inclusive
comercializados. O método empregado esta diretamente relacionado com o
experimento a ser realizado e no caso de experimentos de imageamento quimico, com
a qualidade da imagem adquirida. Os experimentos de perfil proteico necessitam a
aplicagcdo da matriz pontual, na regido delimitada pelo patologista, portanto, pode-se
utilizar os métodos de gotas (nL ou pL). As imagens de baixa resolugao podem ser
adquiridas utilizando-se sistema de aplicagdo por gotas menores (pL). Ja os
experimentos de imagem com alta resolugdo necessitam um sistema de aplicagao de
matriz capaz de aplica-la por todo o tecido, com o minimo de espacgo entre a matriz
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possivel, ou seja, uma camada uniforme de matriz.

Aplicar matriz

e
Gotas (nL) Camada uniforme
Perfil Gotas (pL) Imagem
Perfil / Imagem P -\‘:1
£33y C = I \

Figura 1.10: Diferentes métodos utilizados na aplicagdo de matriz em um tecido.

O método mais simples para deposi¢cao de matriz € a utilizacdo de uma pipeta
manual, esta é alternativa mais barata, porém possui baixa reprodutibilidade e
resolugao, pois as gotas da matriz ficam muito grandes (Figura 1.11 a). Para analise de
perfil proteico direcionado pela histologia, normalmente ndo é necessario um
equipamento para deposi¢ao de matriz com alta resolugdao, uma vez que o patologista
marca regidoes de 200 ym. Ha pelo menos dois sistemas comerciais, o Portrait (da
Labcyte®) (Figura 1.11 b) e o Shimadzu ChIP (da Shimadzu®) (Figura 1.11 c). As
imagens de alta resolugcdo, no entanto, necessitam de aplicadores de matriz que
fornecam a maior cobertura de matriz e mais homogénea possivel. Um dos sistemas
utilizados para este caso langa um spray fino da solugdo da matriz sobre toda a
superficie do tecido. Ha um sistema comercial, o ImagePrep (da Bruker®) (Figura 1.11
d), e um sistema com o mesmo principio, mas que pode ser montado no préprio
laboratorio pelos cientistas, o Spraycoating (Figura 1.11 e). Este € um sistema de
borrifamento de solvente igual aos utilizados em revelacdo de placas de TLC (Thin
Layer Chromatography).

Por ultimo, existe também um sistema de aplicagdo de matriz para analises de
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imagens de alta resolugdo baseados no principio de sublimacdo (Figura 1.11 f). E um
experimento que pode ser facilmente montado no proprio laboratério, sendo robusto e
simples, e é mais utilizado na analise de lipideos (Mass Spectrometry Research Center
- Nashville, TN).

a)

Figura 1.11: Sistemas utilizados na aplicagdo de matriz em tecidos. a) Manual, b)
Portrait, c) Shimadzu ChIP, d) ImagePrep, e) Spraycoating e f) Sublimagao.

- Aplicacoes recentes em MALDI IMS:

MALDI IMS tem evoluido exponencialmente e novas tecnologias vém sendo
desenvolvidas e aplicadas a fim de aprimorar cada vez mais a técnica. Como exemplo
pode-se citar o acoplamento de MALDI IMS e analisadores de massas de ultra alta
resolucdo, como orbitrap e FTICR (Fourier transform ion cyclotron resonance)’®; este
ultimo pode gerar espectros de massas com resolucao de aproximadamente 1.000.000.
Outro avanco foi & utilizacdo de MALDI IMS com ion mobility MS (Imaging IMMS)’®.

Imaging IMMS foi apresentada com grande sucesso em um modo totalmente
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automatizado para a separagao estrutural e por m/z de analitos diretamente do tecido
de cérebro de rato”®.

Alguns novos métodos quimicos tém sido desenvolvidos para facilitar problemas
freqiientemente encontrados em analises, como por exemplo, um método de
seqlienciamento in situ em tecido® foi desenvolvido para facilitar a identificacdo de
proteinas diretas no tecido sem a degradacdao do mesmo, e sem a alteragao da posigcao
da proteina na amostra. Apds a adicdo da enzima no tecido, obtém-se uma imagem e
os peptideos de cada proteina sdo identificados e conseqlientemente se tem o
sequenciamento da proteina. Este € um método eficaz e mais simples que os

convencionais (Figura 1.12).

Aplicagao da matriz
acido sinapinico Imagem proteica

Imagem proteica

Secgédo de
cérebro de rato
Correlagao das imagens Identificacio

da proteina intacta e dos A ¢
peptideos tripticos proteica

@

N

“9

Imagem
peptidica triptica

Digestao triptica/ Imagem peptidica
Aplicacao da matriz DHB

Figura 1.12: Fluxograma de um experimento de identificagédo protéica in situ no tecido.

Até o momento as técnicas de MALDI IMS foram descritas utilizando-se tecidos
frescos. Porém, trabalhos recentes mostram a possibilidade de realizar IMS em tecidos
fixados com formalina embebidos em parafina (FFPE - Formalin fixed paraffin
embedded) ¥'#2. Uma vez que ndo ha mais a necessidade dos tecidos serem frescos

para ser realizada a imagem, eles podem ter varios anos de armazenamento, com isso,
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por exemplo, é possivel analisar amostras de pacientes que tiveram cancer e depois de
varios anos relacionar com o quadro clinico dos mesmos.

MALDI IMS é uma tecnologia efetiva para as analises qualitativas e quantitativas
de tecidos normais e doentes e para avaliar as alteracdes em sistemas biologicos®.
Além disso, as mais novas aplica¢des relatadas nesta area sdo a geragao de imagens

tridimensionais de proteinas do cérebro®?®° (

Figura 1.13 a), reconstrugcdes de todo o
corpo®® (Figura 1.13 b) e a medigdo de alteracdes proteicas em tecidos especificos
apds a administracdo sistémica de drogas’®. IMS é uma técnica que apesar de ser
nova, esta se desenvolvendo rapidamente e vem apresentando varios avangos
tecnologicos, fornecendo cada vez mais ferramentas uteis e importantes para o

entendimento de sistemas biolégicos®.

a)

B cérebro, miz 21.952 Cértex renal, m/z 4.643
Timo, m/z 6.893 I Parede do ceco, miz 5.155

B cavidade toracica, m/z 7.921 Testiculo, m/z 14.400

. Figado, m/z 14.321 . Musculo, m/z 11.836

Figura 1.13: Exemplos de experimentos de MALDI Imaging MS. a) Analise

tridimensional de um tumor e b) Analise do corpo inteiro de rato.
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2. OBJETIVOS
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O objetivo principal do projeto de doutorado é estudar novas aplicagdes da MS
para bio-moléculas com novas técnicas e recentes aborgadens. Para alcancar tal

objetivo foram estabelecidos objetivos especificos:

a) Estudo de reagbes quimicas a pressao atmosférica de AA’s com diferentes
reagentes, visando obter reacdes especificas, e com isso caracterizar os AA’'s de uma

maneira direita e simples em uma sequéncia peptidica, por exemplo.

b) Estudo das formas tridimensionais dos ions fragmentos peptidicos mais comuns
(ions a, b e y), através de ferramentas modernas de MS, como a IMMS e reacobes
ion/molécula, uma vez que nao se sabe ainda qual seria a estrutura tridimensional

exata destes ions.

c) Aplicagcdo de uma técnica recente em espectrometria de massas, o imageamento
quimico por MALDI-MS, na busca de biomarcadores protéicos. Utilizando-se o cancer
pancreatico como exemplo, investigou-se tecido pancreatico normal, com tumor e com
pancreatite. O intuito é distinguir quimicamente estes tecidos, e classifica-los como
sadio ou doente a partir dos seus constituintes quimicos, complementando os dados de

morfologia dos tecidos, método utilizado hoje por patologistas.
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3. CAPITULO 1:

RELACAO ESTRUTURA/REATIVIDADE DE PEPTIDEOS POR
REACOES iON/MOLECULA E MOBILIDADE DE iONS
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3.1. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL:

3.1.1. Materiais e Métodos:

3.1.1.1. Aquisicao do material:

Os aminoacidos (AA’s) testados (Lisina, Glutamina e Arginina) foram adquiridos
da Sigma-Aldrich. Os peptideos Angiotensina |l (DRVYIHPF), Bradiquinina
(RPPGFSPFR), [D-Ala2, D-Leu5]-Encefalina (YaGFL), Substancia P (RPKPQQFFGLM-
NH,), Colecistoquinina (YMGWMDF-NH), Neurotensina (RRPYIL) foram adquiridos da
AnaSpec. Metanol grau analitico HPLC e acido férmico foram obtidos da Merck SA (Rio

de Janeiro, Brasil).

3.1.1.2. Métodos instrumentais:

Os experimentos foram realizados utilizando-se diferentes espectrometros de
massas. Portanto, diversas fontes de ionizacdo e analisadores de massas foram

utilizados, os quais estao descritos abaixo.
- Fonte de lonizacao EASI:

Foram realizadas algumas reacdes de AA’s a pressdo atmosférica utilizando-se
0 espectrometro de massas Q-Trap (Applied Biossystems, EUA) e Quadrupolo (LCMS-

2010EV —Shimadzu Corp., Japao), e com uma fonte de ionizacdo de EASI (Easy

Ambient SonicSpray lonization, Figura 3.1).
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Figura 3.1: Esquema fonte de ionizagao EASI.

- Fonte de lonizagao FD-ESI:

As reacgdes por FD-ESI foram realizadas utilizando-se o equipamento Q-TOF
com algumas adapatagoes oriundas da necessidade experimental. Removeu-se o vidro
de protecdo da fonte de ESI e adicionou-se um sistema de vacuo para remover o
reagente em excesso proveniente do nebulizador. O nebulizador foi colocado em um
angulo ideal (45°) com as gotas oriundas do ESI para uma reagdo mais eficiente
(Figura 3.2).

a)

Electric Mass Analyzer to air cleaner system

Cable 3D Stage exhaust

\ T /extractor
High Voltage ey o

I
FD-ESI T
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-
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Figura 3.2: a) Vista superior da fonte de FD-ESI, b) Diagrama esquematico de FD-ESI-

MS com um extrator de exaustao local instalado no topo da fonte.
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- Fonte de ionizacao nanoESI:

Os experimentos iniciais com peptideo nativo foram realizados com uma fonte
Nanospray (NanoESI) acoplada ao Q-TOF, isso porque a quantidade de peptideo
disponivel era muito pequena minimizando desta forma as perdas de amostra se

comparada com a fonte normal de eletrospray.

- Fonte de ionizagao APTD-ESSI:

Os sistemas de ESSI e APTD foram construidos em nosso proprio laboratorio.
Para a ionizacdo por ESSI, utilizou um sistema de teflon contendo nanotubos,
nanocapilar e entrada para gas; e para APTD utilizou-se um tubo de aco inox envolto

por uma manta de aquecimento.

- Fonte de ionizacdao nanoESI - Nanomate:

Os experimentos de infusdo direta dos peptideos no Q-TOF foram realizados
utilizando um nanoESI como fonte de ionizacdo. Para tal, o sistema de nanoESI

robotizado TriVersa NanoMate (da Advion BioSciences) foi utilizado.

- Espectrometro de Massas Q-Trap:

Os experimentos de reacdes de AA’s em solugcdo foram realizados no
equipamento Q-Trap (da Applied Biosystems) com uma fonte de ESI convencional. As

condicdes experimentais utilizadas foram otimizadas para cada experimento.
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- Espectrometro de Massas Q-TOF:

Os experimentos de reacdes ion molécula por fusdées de gotas e os
experimentos de reagdes na célula de colisdo, Q2, foram realizados em um

espectrometro de massas Q-TOF (da Micromass).

- Espectrometro de Massas Synapt HDMS:

Os experimentos de separagcao dos ions por mobilidade idnica foram realizados
em um Waters Synapt HDMS (da Waters Corp., Manchester, UK). Os parametros

operacionais foram otimizados para cada experimento.

3.1.2. Experimentos de reacoes de AA’s em solucgao:

Os experimentos de reacdes de AA’s em solugédo foram realizados utilizando
uma fonte de eletrospray, no modo positivo (ESI(+)-MS) acoplada a um espectrometro
de massas Q-Trap. As condigdes experimentais utilizadas foram: fluxo do solvente de
10 pL/min, tenséo na fonte: 4000 V, temperatura: 100 °C, pressdo do gas 1 e 2 na
fonte: 16 e 10 bar, respectivamente, pressdo do curtain gas de 30 bar, potencial de
decluster de 20 V e potencial de entrada de 6 V. Espectros de massas foram adquiridos
na faixa de m/z 100 a 700. Experimentos de MS/MS foram realizados otimizando-se as

condi¢des de energia do gas (N2) para cada caso.

3.1.3. Experimentos de reagoes de AA’s a pressao atmosférica:

- Experimentos realizados utilizando fonte de ionizacao EASI e espectrometro de

massas Q-Trap e Quadrupolo:

Os experimentos de AA’s a pressao atmosférica foram realizados inicialmente

utilizando-se uma fonte de EASI acoplada a um espectrémetro de massa Q-Trap e

36



Quadrupolo. Os parametros experimentais foram: fluxo do solvente (reagente testado)
de 20 pL/min., pressdo do gas de nebulizacdo (N2) de 30 bar, pressdo do curtain gas
de 10 bar, potencial de decluster de 100 V, distéancia de 2 mm entre superficie com o
AA e a entrada do equipamento, e um angulo de 30°. Uma gota do AA (cerca de 5 ulL)
foi aplicado em uma superficie de vidro e evaporada a temperatura ambiente.
Espectros de massas foram adquiridos operando o g2 com um ion trap linear no modo

positivo na faixa de m/z 50 a 1000.

- Experimentos realizados utilizando fonte de ionizagcao FD-ESI e espectrometro
de massas Q-TOF:

Os experimentos de AA’s a pressao atmosférica foram posteriormente realizados
utilizando-se uma fonte de FD-ESI acoplada a um espectrdmetro de massa Q-TOF. As
condi¢des utilizadas nos experimentos de ESI(+)-MS foram: fluxo da seringa: 10
uL/min, temperaturas de dessorgéo e nebulizagéo: 100°C, fluxo do gas do nebulizador:
10 uL/min, angulo entre fluxo do ESI e nebulizador: 60 °C. Os demais parametros,
cone, capilar e extrator, foram otimizados para cada reagdo. As energias de colisao

utilizadas nos experimentos de ESI(+)-MS/MS foram distintas para cada ion.

3.1.4. Experimentos de reacoes dos ions fragmentos de peptideos a,

bey:

- Experimentos realizados utilizando fonte de ionizagcao nanoESI e espectrometro
de massas Q-TOF:

Para tais experimentos, utilizou-se uma solugdo de 0,1 % acido féormico em
acetonitrila: agua (1:1). A concentracgao final da solugéo peptidica analisada foi 1 ppm.

Foi realizado inicialmente um ESI(+)-MS full scan utilizando uma fonte comercial
de nanoeletrospray no modo positivo (nanoESI(+)-MS) de um peptideo nativo extraido

de cobra. As tensdes aplicadas na fonte foram: 4,0 kV no capilar, 35 V no cone e 4 V
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no extrator. O fluxo da seringa foi de 1 pl/min. Apos a aquisicao do peptideo, foram
realizadas algumas reacgoes, utilizando os seguintes reagentes: propilvinileter, 2-metil-
1,3-dioxolano e isopreno. Para tais reagdes, os reagentes foram inseridos na entrada

do gas de colisédo (Ar).

- Experimentos realizados utilizando fonte de ionizacdo APTD-EESI e

espectrometro de massas Q-TOF:

Os peptideos analisados foram diluidos em uma solugao de 0,5 % acido férmico
em metanol: agua (1:1). A concentragao da solugéo peptidica analisada foi 50 ppm. Foi
realizado inicialmente um full scan utilizando uma fonte de APTD-DESI, construida no
préprio laboratério, no modo positivo (ESI(+)-MS) do peptideo comercial Angiotensina
/. As tensdes aplicadas na fonte foram: 3,5 kV no nanocapilar, 35 V no cone e 4 V no
extrator. O fluxo da seringa foi de 1 pl/min. A temperatura aplicada no tubo externo foi
de 100 °C. Apos a aquisi¢édo do espectro de full scan do peptideo, nanoESI(+)-MS, os
ions detectados foram identificados e selecionados para fazer a reacdo com os
reagentes: acetonitrila, acetona e 2-metil-1,3-dioxolano. Para tais reagdes, o ion de
interesse foi selecionado no primeiro quadrupolo e reagido na cela de colisdo, a qual

estava saturada com o reagente escolhido.

- Experimentos realizados utilizando fonte de ionizagcao nanoESI e espectrometro
de massas Q-TOF:

Os peptideos analisados foram diluidos em uma solucéo de 0,5 % acido férmico
em metanol: agua (1:1). A concentragédo da solugao peptidica analisada foi 50 ppm. Foi
realizado inicialmente um full scan utilizando uma fonte normal de eletrospray no modo
positivo (ESI(+)-MS). Foram utilizados 6 peptideos: Angiotensina Il (DRVYIHPF),
Bradiquinina (RPPGFSPFR), [D-Ala2, D-Leubj-Encefalina (YaGFL), Substancia P
(RPKPQQFFGLM-NH,), Colecistoquinina (YMGWMDF-NH,), Neurotensina (RRPYIL).

As tensdes aplicadas na fonte de ESI foram: 3,5 kV no capilar, 190 V no cone e 4 V no
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extrator. O fluxo da seringa foi de 10 pl/min. Quando utilizou a fonte de ionizagao
nanoESI, a partir do sistema Nanomate, a voltagem aplicada no capilar foi 1,35 kV e a
pressdo do gas foi de 0,3 psi, as voltagens no cone e extrator foram 190 V e 4 V,
respectivamente e o fluxo da seringa foi de 200 nL/min.

Apos a aquisicdo do espectro de full scan de cada peptideo, os ions detectados
foram identificados e selecionou-se alguns dos ions para fazer a reagdao com
acetonitrila. Para tais reagdes, o ion de interesse foi selecionado no primeiro
quadrupolo e reagido na cela de colisao, a qual estava saturada com o reagente

escolhido.

3.1.5. Experimentos de mobilidade i6nica dos ions fragmentos de

peptideos a,b e y:

Este experimento foi realizado para os peptideos: Angiotensina Il, Bradiquinina e
[D-Ala2, D-Leub5]-Encefalina. Todas as amostras foram dissolvidas para uma
concentragao de 5 ug/mL utilizando uma solugdo metanol:agua (1:1) 0,1 % acido
férmico. Um espectrometro de massas Synapt HDMS foi utilizado para analisar as
formas e conformacgdes dos peptideos utilizando um fluxo de 10 yL/min para ESI(+)-MS
com as seguintes condi¢des: capilar 4.0 kV, pressao do gas 0.3 psi, cone 50 V, extrator
4 V. O gas para IMS foi o nitrogénio a um fluxo de 24 mL/min, a velocidade e a altura
da onda foram operadas a 300 m/s e 8 V, respectivamente. O controle do instrumento e
a analise dos dados dos experimentos usando QTOF e Synapt HDMS foram realizadas
utilizando MassLynx V3.5 e V4.1 software (Waters Corp., Machester, UK),

respectivamente.

3.2. Resultados e Discussao

3.2.1. Reagbes de AA’s em solugao:
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- Reagdes de AA’s em solugao utilizando um Q-Trap:

A primeira reacado testada foi proveniente do ion pirilio obtido do sal de
tetrafluoroborato de 2,4,6-trifenilpirilio com o AA L-lisina (Figura 3.3), uma vez que esta
€ uma reacao classica de conversao de ion pirilio ao piridinio a partir de uma
amina'®?°. Um fator interessante & que esta reagdo ocorre em diferentes velocidades
dependendo do tipo da amina reagente. Aminas primarias reagem mais facilmente, e,
portanto mais rapidamente, do que aminas secundarias, as quais reagem mais
velozmente do que aminas terciarias. Isto pode ser empregado diretamente na
diferenciacdo dos isébmeros, lisina e glicina, uma vez que o ultimo contém um grupo
amida terminal, e conseqientemente ird reagir mais lentamente do que a amina
primaria da lisina. Esta diferenciagdo é de extrema importancia, pois atualmente ndo ha
um método direto e eficaz para tal; o que se € empregado é a diferenciacdo por
diferencas de massas a partir de espectros de MS/MS, ou por distingdo da massa por

alta resolugao, no entanto, € necessario um equipamento de alto custo para obter tais

ferramentas.
o)
HoN \/\/\)J\ Ph
Ph
Y OH _ o
X NH, Ph *N\/\/\)J\
—_— \ " 0oH
+ = HZO =
Ph o) Ph bh NH,

Figura 3.3: Reacgdo de conversdo do ion pirilio ao piridinio, utilizando a lisina como
amina.

Inicialmente, realizou-se a reacdo em solucdo para verificar se esta era
reprodutivel e se os produtos eram condizentes com a literatura, ja que os artigos que
descrevem a reagao sao antigos e o meio de identificagdo dos produtos e do
intermediarios sdo apenas via Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). A literatura cita
que ha uma série de fatores que influenciam na reagdo, os quais estdo citados a
seguir, entdo foi necessario a otimizagdo dos mesmos.

A velocidade de reagdo varia conforme a amina empregada: nBuNH,: 1,0,
RCH2NH; : 1,3 - 0,7, RR'CHNH; : 0,01 - 0,002, anilina e m-nitroanilina : 0,02 - 0,007.
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Na etapa final da reagdo ha um fechamento do anel, o qual é facilitado por uma catalise
acida, sendo o AcOH o mais efetivo (AcOH > PhCO;H > HCO;H > CICH,CO;H >
CF3CO2H). A ordem de velocidade de reacao utilizando-se os diferentes solventes
dimetilformamida, acetonitrila, diclorometano € 1:20:270, respectivamente, porém em
espectrometria de massas nao se pode utilizar diclorometano como solvente, por isso
foi necessario testar outros solventes compativeis com a técnica, como H,O, MeOH,
ACN e a mistura destes.

Primeiramente, utilizou-se como solvente uma solugdo de MeOH:H,O (1:1).
Injetou-se uma solugao contendo ion pirilio e outra de lisina, separadamente, e obteve-
se os respectivos espetros de ESI(+)-MS e ESI(-)-MS, para verificar quais eram os
fragmentos de cada ion reagente. O ion pirilio por ser aromatico € muito dificil de
fragmentar, portanto, mesmo utilizando uma energia de colisdo muito alta ele ndo se
fragmenta. Abaixo esta apresentado o espectro de ESI(+)-MS/MS da lisina (Figura 3.4)

e 0 mecanismo de fragmentacgao proposto (Figura 3.5).
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Figura 3.4: Espectro de ESI(+)-MS/MS da lisina protonada m/z 147.
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o NH, NH3z* o NH3

NH5*
Figura 3.5: Esquema de fragmentacéo da lisina protonada proposto a partir dos ions

gerados no espectro de ESI(+)-MS/MS.

Em seguida, realizou-se a reagao utilizando AcOH como catalisador na etapa
final, porém detectou-se os produtos com m/z 327 e 473 e nao o produto esperado com
m/z 437 (Figura 3.6). Obteve-se o espectro de ESI(+)-MS/MS (Figura 3.7) do ion com
m/z 473, para verificar a estrutura da molécula, e os fragmentos resultantes foram m/z
327 e 147 os quais correspondem ao ion pirilio com a adigdo de uma molécula de H,0
e a uma molécula de lisina protonada, respectivamente. O ion com m/z 130 é um

fragmento da molécula de lisina conforme mostrado anteriormente.
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Figura 3.7: Espectro de ESI(+)-MS/MS do ion produto m/z 473.

Como havia H20O no meio reacional, esta adicionou-se rapidamente ao ion pirilio
e posteriormente ocorreu a adicdo de lisina (Figura 3.8)?'. Devido a essa facilidade de
adicao de agua no ion reagente, a lisina ndo se adicionou diretamente ao ion pirilio e,

portanto, ndo se formou o produto esperado.
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Figura 3.8: Esquema da formagao do ion m/z 473.

Realizou-se novamente a reacao, porém utilizando-se 100% MeOH, ou seja,
removeu-se a H,O para que nao ocorresse reacdo de competicido conforme descrito
acima. Assim, conforme esperado, a reagdo de conversdo ocorreu € o produto
detectado foi o ion piridinio com m/z 437 (Figura 3.9). E o experimento de MS/MS foi
realizado para a comprovagao do produto formado (Figura 3.10). Uma proposta de
fragmentacéao foi atribuida aos ions formados apds a colisdo do ion precursor com o

gas de colisado Ar (Figura 3.11).
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Figura 3.11: Proposta de mecanismo de fragmentacao do ion m/z 437.

Apesar das alteracoes feitas nas condi¢cdes experimentais, as quais estao

citadas a seguir, ndo se conseguiu otimizar mais o sinal de m/z 437.

1. Alteracao dos solventes, testou-se ACN (a lisina ndo dissolveu), ACN:MeOH.

2. Aquecimento da reacdo a 100°C.

3. Analise em diferentes tempos (com e sem aquecimento): 0, 10, 30, 60, 120, 150,
240, 270 s.

4. Alterou-se a quantidade de AcOH utilizado como catalisador: 2, 5, 10 pL.

Realizou-se um experimento com o ion pirilio e uma amina primaria (Figura
3.12), a metilamina, para verificar se havia diferenga na intensidade do produto
formado, ou seja, observar se esta reage preferencialmente, uma vez que a lisina,

mesmo sendo uma amina primaria, possui uma cadeia lateral maior.
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Figura 3.12: Espectro de ESI(+)-MS da reacao do ion pirilio e metilamina.

Tentou-se otimizar ainda mais as condi¢gdes para a obtengcdo de um sinal mais
intenso com uma velocidade de reagdo mais rapida, porém nao houve mudancas
significativas nas intensidades dos sinais, ou seja, esta reagao reage lentamente, como
descrito na literatura (demorando aproximadamente 2 dias para reagir nas condigcbes
ideais).

Nos experimentos realizados, o resultado para 0 hora e 4h 30 min. (tempo
maximo de reagao) foram similares, porém os sinais dos produtos ndo apresentaram
intensidades muito altas. Um tempo maior nao foi testado, pois n&do seria viavel, uma
vez que se quer determinar reagdes rapidas para um diagnéstico pratico e dinamico.

O experimento seguinte seria fazer a reagao do ion pirilio com glicina, para
verificar a possibilidade de diferenciacdo destes isbmeros, porém desenvolvemos em
nosso laboratdério uma técnica mais rapida e com pouquissimo preparo prévio de

amostra: reacdes por FD-ESI. Comecou-se a estudar diversas reagdes a partir deste
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método, uma vez que é muito mais pratico e se empregara muito melhor nas analises

futuras.

3.2.2. Reagoes de AA’s a Pressdo Atmosférica:

- Reagoes de AA’s por FD-ESI utilizando um equipamento Q-TOF:

Algumas reagbes realizadas utilizando FD-ESI-MS estdo ilustradas nos
espectros a seguir. Os produtos destas reagdes foram analisados estruturalmente por
expermentos FD-ESI-MS/MS.

Reacoes de conversao do ion pirilio ao piridinio:

A primeira reacao realizada por FD-ESI foi a conversao do ion pirilio ao piridinio,
uma vez que ja se havia testado este tipo de reacdo em solucdo anteriormente?.
Assim, um resultado comparativo entre reagées em solugdo e em gota seria possivel.
Preparou-se uma solugdo metandlica de tetrafluoroborato de 2,4,6-trifenilpirilio, a qual
foi adicionada no eletrospray. O nebulizador continha uma solugdo metandlica de
butilamina. A partir da fusdo das gotas oriundas do ESI e do nebulizador detectou-se o
produto esperado da reagao (Figura 3.13). Neste experimento inicial utilizou-se como
reagente a butilamina, pois € uma amina primaria mais simples; o préximo passo foi

fazer a reagdo com um aminoacido que continha uma amina terminal, no caso, a lisina.
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Figura 3.13: Espectro de ESI(+)-MS da reacao por FD-ESI de tetrafluoroborato de

2,4,6-trifenilpirilio e butilamina.
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Nesta reacao, utilizou-se novamente uma solugdo metandlica do sal pirilio no
ESI e uma solucdo metandlica de lisina no nebulizador. O produto de reacao, o ion de
m/z 437, foi detectado (Figura 3.14) e realizou-se o experimento de MS/MS para
comprovar a estrutura (Figura 3.15). Utilizou-se uma energia de colisdao muito alta,
entdo todo o ion produto foi fragmentado e, com isso, detectou-se apenas o ion
fragmento m/z 308, o qual corresponde ao ion piridinio com a perda da cadeia lateral.

O espectro de MS/MS foi similar ao realizado em solucao (descrito anteriormente).

Ph NH,

I ///A\\\V///\\\\///J\\\
X COOH

. | D

100 | 309.1 %x10 Ph Ph
= Na

Ph o Ph /
% 310.2 4573
7.
2932 [?11“ |

LRSS A R A RS AR SRS L A L i L L L R R L R LR R L R L R R R ARy AR AR LR AN AR SRR AR m/z
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600

Figura 3.14: Espectro de ESI(+)-MS da reacao de FD-ESI de tetrafluoroborato de 2,4,6-

trifenilpirilio e lisina.
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Figura 3.15: Espectro de ESI(+)-MS/MS do ion produto m/z 437.

Pode-se observar que ambas as reacgdes ocorreram com um rendimento um
pouco menor do que quando realizadas em solucéo, porém o produto foi exatamente o

mesmo. Estas reagdes tém a grande vantagem de ndo ser necessario a mistura prévia
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dos reagentes em uma solugao e de nao ter a influéncia do contra-ion. Com isso, as
reacdes sdo mais dindmicas e, portanto mais praticas de serem realizadas do que em
solugdo. Estes experimentos de FD-ESI apresentam resultados iniciais, uma vez que
ainda precisa-se otimizar alguns fatores, como a fonte, a velocidade do fluxo de gas do

nebulizador, o angulo ideal entre o gas do nebulizador e o fluxo do ESI.
Reacoes de fluorizacao:

Utilizou-se o reagente N-chloromethyl-N’-fluorotriethylenediammonium-bis-
(tetrafluoroborate) para a reacdo de fluorizagdo, o qual é um forte agente de
fluorizacdo. O AA arginina foi utilizado, uma vez que € o unico que possui ligacédo dupla
C=N na cadeia lateral, ou seja, esta sera uma reagao especifica para esse AA. O
espectro de ESI(+)-MS apresentou a arginina protonada (m/z 175) e o produto da
reacao com fluor adicionado na dupla ligagcao (m/z 195) (Figura 3.16), cuja proposta

esta ilustrada a seguir (Figura 3.17).
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Figura 3.16: Espectro de ESI(+)-MS da reagao de FD-ESI do agente de flourizagcéo e
arginina.
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Figura 3.17: Proposta para o produto da reagao de fluorizagdo da arginina.

51



Reacodes de acetilagao:

Reacdes de acetilagdo sdo reagdes classicas para a prote¢cdo de grupos aminas.
Entado, realizou-se a reagao de anidrido acético com o AA lisina, o qual contém uma
amina na cadeia lateral. Posteriormente, foi feito o mesmo experimento, porém
utilizando o AA glutamina, pois este ndo contém uma amina terminal e sim uma amida,
a qual € menos reativa porque o par de elétrons esta conjugando com a carbonila, ndo
sendo um nucledfilo tdo eficaz quanto a amina.

Foi adicionada ao ESI uma solugdo metandlica de lisina, e anidrido acético
diluido em acetonitrila no nebulizador. Logo apds, sob as mesmas condigoes,
adicionou-se uma solu¢cado metanolica de glutamina no lugar da lisina. Porém os ions
detectados em ambos experimentos foram referentes apenas aos AA’s protonados e
aos “clusters” de solventes, néo foi detectado nenhum produto de reacgao.

Entdo se alterou o solvente utilizado para diluir o anidrido acético para MeOH.
Realizou-se as reagdes com lisina e glutamina, respectivamente (Figura 3.18 aeb) e o
acido. Alguns ions referentes a “clusters” de solventes foram detectados; o ion
majoritario foi o de m/z 227, correspondente a duas moléculas de anidrido acético
coordenadas com sodio, este ion havia sido detectado nos experimentos anteriores. O
produto esperado para a reacao nao foi detectado (m/z 189), porém o produto da
adicdo do AA ao anidrido acético foi detectado (ion de m/z 249), ou seja, o
intermediario da reagao (Figura 3.19). Foram realizados experimentos de MS/MS para
comprovar as estruturas propostas (Figura 3.20 e 3.21). Os dois AA’s reagiram da
mesma maneira, os espectros foram muito parecidos e o mecanismo para a reagao da

lisina esta ilustrado na Figura 3.21.
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Figura 3.20: Espectros de ESI(+)-MS/MS do ion produto de m/z 249.
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Figura 3.21: Proposta de fragmentagao do ion produto de m/z 249.

Esta reacado foi feita, posteriormente, em modo negativo, para que o meio
reacional fosse basico e com isso ndo houvesse a captura do proéton, gerando o
produto final com a adigdo de COCHj; nos AA’s. No entanto, ndo se obteve sucesso
nesta reagao, uma vez que os produtos formados ndo eram os esperados € nao se
atribuiu nenhuma possivel estrutura a eles.

Utilizou-se outro anidrido, o anidrido succinico, nos dois modos de ionizacgao,
positivo e negativo, mas os resultados ndo foram satisfatorios. Realizou-se também
reacgdes do AA arginina, no ESI em modo positivo e negativo, e benzil, no nebulizador,

porém os produtos formados nao foram os esperados.

- Reagoes de AA’s por EASI:

As reagbes do ion pirilio com os AA’s foram entdo realizadas utilizando a fonte
de ionizagcao EASI, a qual € uma fonte a temperatura ambiente e que ndo necessita de

voltagem e de temperatura para promover a ionizagdo de ions. Os primeiros AA
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testados foram lisina e glutamina, uma vez que s&o isébmeros, possuindo a mesma
massa, porém com férmulas moleculares distintas. A lisina reagiu e formou o produto
citado anteriormente de m/z 437 (Figura 3.22 a), a partir da conversao do ion pirilio em
piridinio por uma amina. No entanto, quando se utilizou o AA glutamina, o produto da
reacao nao foi detectado (Figura 3.22 b), ou seja, ndo ocorreu a reagao. Isso se deve
ao fato da glutamina possuir uma amida na cadeia lateral e ndo uma amina, como no
caso da lisina, portanto, a amida ndo reage com o pirilio convertendo-o em piridinio.

A mesma reacao foi realizada para todos os AA’s. Além da lisina, apenas o AA
serina também reagiu, porém ocorreu apenas uma reagcao de adi¢ao, ndo havendo a
liberagdo de agua para a formacéo do ion piridinio; e os demais AA’s ndo reagiram.

Alguns exemplos estdo ilustrados na figura 3.23.
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Figura 3.22: Espectro de ESI(+)-MS da reacao de tetrafluoroborato de 2,4,6-trifenilpirilio
e a) lisina e b) glutamina utilizando a fonte EASI.
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Figura 3.23: Espectros de ESI(+)-MS dos AA’s a) serina e b) triptofano utilizando a
fonte EASI.

3.2.3. Reacgoes dos ions fragmentos a, b e y de peptideos:

- Reagoes dos ions a, b e y de um peptideo nativo:

O primeiro experimento realizado com peptideos foi utilizando peptideo nativo,
presente em veneno de cobra. O espectro full scan ESI(+)-MS obtido do peptideo esta

representado na Figura 3.24.
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Figura 3.24: Espectro de ESI(+)-MS do peptideo nativo.

Apds a aquisicao do espectro de massas full scan, adicionou-se o reagente na
cela de colisao para verificar se havia a reacdo de algum ion, independente de sua
natureza. Os reagentes foram colocados na cela de colisdo, separadamente, na
seguinte sequéncia: propilvinileter, 2-metil-1,3-dioxolano e isopreno, e os espectros

obtidos estao indicados na Figura 3.25.
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Figura 3.25: Espectro de ESI(+)-MS do peptideo nativo apds a reagdo com a)

propilvinileter, b) 2-metil-1,3-dioxolano e c) isopreno.
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Observando-se cuidadosamente os espectros do peptideo nativo, com os
espectros referentes aos peptideos apés o contato com propilvinileter, 2-metil-1,3-
dioxolano e isopreno, nao notou nenhuma modificagdo nos ions, ou seja, ndo houve
reagcao de nenhum ion, independente da sua estrutura. Como ndo houve nenhuma
reagcdo, 0s experimentos seguintes foram realizados com peptideos adquiridos
comercialmente, pois ndo haveria problema com quantidade de amostra, além do mais,
ja se sabe a sequéncia de AA’s destes peptideos comerciais o que facilita a
determinacdo dos ions presentes no espectro de full scan e determinar os ions que
provavelmente irdo reagir. Estes primeiros experimentos mencionados acima foram
realizados com fonte comercial de nanoeletrospray, pois a quantidade de amostra era

muito pequena.

- Reacao dos ions a, b e y de peptideos comerciais:

Formacao dos ions a, b e y apés ionizagao por APTD-EESI:

Nestes novos experimentos, utilizou-se uma fonte de ionizagcdo descrita
recentemente na literatura'®, o APTD-ESSI, a qual também utiliza nanoeletrospray.
Esta técnica € mais sensivel que as técnicas a pressdao ambiente para analise por
peptideos, pois os ions fragmentos formados ficam mais intensos depois de aquecidos
no tubo externo. Inicialmente, com o intuito de reproduzir esta nova técnica, e verificar
a real utilidade desta para nossos experimentos, utilizou-se a Angiotensina II.

Quando se realizou o experimento de ESSI, sem o tubo de aquecimento, o sinal
foi detectado normalmente, e quando o tubo foi colocado entre a fonte de ESSI e o
espectrémetro de massas, o sinal diminuiu de intensidade. Ou seja, realizou-se alguns
experimentos utilizando APTD-ESSI, porém esta técnica apresentou baixa
sensibilidade. Isto deve ter ocorrido, pois existe este tubo de aquecimento entre o
capilar e a entrada do espectrémetro de massas, o sinal dos ions detectados acaba
sendo pouco intenso, pois ha perda dos mesmos devido ao longo caminho percorrido a

pressao ambiente.
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Reacgoes dos ions a, b e y dentro da cela de colisao q2 do equipamento Q-
TOF:

Outra fonte de ionizagcdo nanospray foi testada para tentar obter uma melhor
sensibilidade. Para tal, um sistema robotizado Nanomate da Advion® foi testado com
as solugdes de peptideos comerciais. Este sistema possui algumas vantagens, dentre
elas pode-se citar a pequena quantidade de amostra necessaria para analise. Outra
vantagem relevante € que o sistema utiliza varios itens descartaveis, como pipetas,
placas e inclusive o nanochip, resultando em uma diminuicao de contaminacgao cruzada
de amostras; além disto, o spray gerado € estavel e o sistema possui boa
reprodutibilidade.

O peptideo inicial utilizado foi Angiotensina Il (Figura 3.26) e o reagente inicial foi
a acetonitrila, a qual € uma molécula menor que as outras empregadas sem sucesso
com o peptideo nativo. Aumentou-se a energia do cone para gerar os ions fragmentos
de interesse. Os ions com m/z referentes aos fragmentos a, b e y do peptideo foram
identificados (Figura 3.27).
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Figure 3.26: Estrutura da Angiotensina Il e os possiveis ions fragmentos.
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Figure 3.27: Espectro de ESI(+)-MS da Angiotensina Il.
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Cada ion fragmento a, b e y foi selecionado no Q1 do equipamento QTOF e
direcionado ao Q2, o qual continha o reagente escolhido, a fim de realizar a reagao. Os
espectros de ESI(+)-MS de todos os ions a, b e y selecionados apds o contato com
acetonitrila em Q2 estao ilustrados na Figura 3.28 — 3.30.
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Figure 3.28: Espectros de ESI(+)-MS apds o contato dos ions a da Angiotensina Il com
ACN no Q2.
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Figure 3.29: Espectros de ESI(+)-MS apds o contato dos ions b da Angiotensina Il com
ACN no Q2.
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Figure 3.30: Espectros de ESI(+)-MS apos o contato dos ions y da Angiotensina |l com

ACN no Q2.
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Os peptideos ndo fragmentam da mesma forma na fonte e ndo geram sempre
todos os possiveis ions teoricamente esperados, como por exemplo, a4 a ag, y1 a Ys € by
a bg. Outro fator a ser considerado é que além da formacé&o dos ions a, b e y, na fonte,
outros ions similares a estes também sao formados, os quais podem ser provenientes
de uma perda de moléculas de H,O e NHs, e estes sao indicados como y - HO, b -
Hzo, a- HQO, y - NH3, b - NH3, a- NH3

Em todos os experimentos, realizou-se a reagdo com o maior numero possivel
de ions a, b e y, intactos e com perdas de moléculas.

Além dos ions a, b e y, ions b com uma perda de uma molécula de amdnio
foram observados no espectro da Angiotensina Il, os quais também foram submetidos

a reagdo com ACN (Figura 3.31).
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Figure 3.31: Espectros de ESI(+)-MS ap6és o contato dos ions bp4-NH3 da
Angiotensina Il com ACN no Q2.

Os resultados mostraram que a reagdo com acetonitrila ndo é seletiva para
nenhum grupo de ions, b, y € a, uma vez que os produtos eram provenientes de uma

reacao de adicdo de uma, ou duas moléculas em sua estrutura. Portanto, trocou-se o
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reagente para acetona. Os reagentes empregados tinham que ser facilmente
volatilizados e com pressao de vapor baixa, pois as reacoes foram realizadas na cela
de colisdo de Ar, e apds os experimentos colocava-se novamente o Ar para
experimentos tradicionais de MS/MS. Além do mais, todo o cuidado era tomado para
nao contaminar entre um reagente e outro.

Selecionou-se um ion de cada fragmentacdo da Angiotensina ll: a, b, b - NHz e
y, 0S quais ja haviam sido reagidos anteriormente com acetonitrila, exceto o b - NH3, a
fim de verificar se ocorrem as mesmas e/ou diferentes reacdes e se estas séo
especificas para cada ion.

O espectro da reagcdo do ion y, com acetona (Figura 3.32) apresentou a
formacao de dois ions e apds analise, verificou-se que o ion m/z 304 é referente a
adicao de acetonitrila, a qual provavelmente ndo saiu totalmente da cela e da linha,
pois os experimentos foram realizados em sequéncia, e o ion m/z 321 é referente a
adicdo de acetona. Ou seja, a reagao foi a mesma observada quando utilizou-se

acetonitrila como reagente.
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Figura 3.32: Espectro de massas ESI(+)-MS obtido apés a reagdo do ion y, com

acetona.

O espectro da reacao do ion b, com acetona apresentou a formacédo de dois
ions, igualmente ao caso do ion y,, e apos analise, verificou-se que ambos (ion m/z
313 e ion m/z 330) séo referentes a produtos de reagdo de adi¢do do ion b, com
acetonitrila e acetona, respectivamente (Figura 3.33). Ou seja, as mesmas reagdes

observadas para o ion yy; portanto, estas ndo sao capazes de distingui-los.
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Figura 3.33: Espectro de massas ESI(+)-MS obtido da reagéo do ion b, com acetona.
Quando reagiu o ion selecionado b, - NH3 (m/z 255), observou-se apenas um

produto de reagao, o ion m/z 313, o qual é proveniente da reagdo de adigdo de uma

molécula de acetona (Figura 3.34).
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Figura 3.34: Espectro de massas ESI(+)-MS obtido ap6s a reagédo do ion b,-NH3; com

acetona.
A mesma reagao observada (adigao de uma molécula de acetona ou acetonitrila)

foi detectada para o ion asz (Figura 3.35). Ou seja, a acetona também ndo é um

reagente seletivo para os ions estudados e reage igualmente a acetonitrila.
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Figura 3.35: Espectro de massas ESI(+)-MS obtido apds a reagcdo do ion az com

acetona.
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Como os reagentes utilizados possuem estruturas quimicas relativamente
similares e reagiram do mesmo modo, entdo, escolheu-se um reagente com estrutura
mais distinta e capaz de reagir com o ion acilio dos ions b, este reagente foi o 2-metil-
1,3-dioxolano, reacgdo de Eberlin®’.

Foram testados alguns ions a, b e y para verificar se alguma destas
conformacdes reagia diferentemente. Primeiramente, selecionou-se os ions b, b, a be,
pois esperava-se que estes reagissem, porém nenhum produto com intensidade
significativa ndo foi observado. Os espectros de massas (ESI(+)-MS) dos ions b, e by
apos a interacdo com o 2-metil,1,3-dioxolano no Q2 estdo representados na figura
3.36.
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Figura 3.36: Espectro de massas ESI(+)-MS obtido apos a interagao do ion by e by com

2-metil,1,3-dioxolano no Q2.

Para os ions vy, realizou-se os experimentos de reagado para os ions y, € ys.

Ambos os ions ndo formaram produtos de reagao esperados (Figura 3.37).

66



263

100+

& Y
%,

254 351 395
= m/z
b 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
) 676
100

v Vs
%
0 T f f T T T T T T T T T T T T m/z
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Figura 3.37: Espectro de massas ESI(+)-MS obtido apds a interagdo dos ions y, e ys

com 2-metil-1,3-dioxolano, respectivamente.

Realizou-se a reacdo do ion as, porém nao se detectou a presenca de nenhum

produto de reacao (Figura 3.38).
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Figura 3.38: Espectro de massas ESI(+)-MS obtido da reagao do ion a3 com 2-metil-

1,3-dioxolano.

Os ions analisados seguiram a mesma tendéncia reacional, € um resumo da
probabilidade de reag¢des considerando os reagentes testados esta ilustrado na figura
abaixo para o ion b, da Angiotensina Il. Houve a adicdo de uma molécula de
acetonitrila e acetona quando se utilizou estes reagentes, porém nao houve reagao

utilizando-se 2-metil,1,3-dioxolano (Figura 3.39).
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Figura 3.39: Espectro de massas ESI(+)-MS do ion b, da Angiotensina Il apos a reacao

com: a) acetonitrila, b) acetona e c) 2-metil, 1,3-dioxolano.

A partir destes experimentos realizados com Angiotensina Il com os trés
diferentes reagentes, ndo se conseguiu detectar nenhuma reacgao especifica para cada
conformacdo analisada, y, b e a. Porém observou-se que as reac¢des de formacao de
adutos apenas ocorreram para ions menores (menor seqiiéncia de residuos de AA’s) e
que este carater reacional caiu drasticamente, e muitas vezes nem ocorreu reacao,
para ions maiores, ou seja, o tamanho do ion deve influenciar muito na sua estrutura
terciaria e, por isso, na sua reatividade. Uma hipotese seria que ions maiores teriam
seu sitio reativo menos acessivel devido sua forma enovelada.

Com isso, os experimentos seguintes foram realizados reagindo outros
peptideos com a acetonitrila, para verificar se tal observacao era realmente valida.

Os peptideos comerciais utilizados nesta etapa foram: Bradiquinina, [D-Ala2, D-
Leu5]-Encefalina, Substancia P, Colecistoquinina, Neurotensina. O espectro de massas

de cada peptideo foi adquirido inicialmente, para verificar quais ions eram formados na
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fonte. Os dois peptideos que apresentaram um maior numero de ions fragmentos a, b e
y, além da Angiotensina testada anteriormente, foram a Bradiquinina e a Encefalina
(Figura 3.40).
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Figure 3.40: Espectro de massas (ESI(+)-MS) da a) Bradiquinina e b) Encefalina.
Os ions a, a - NH3, b, b - NH3, y, y - NH3 provenientes da bradiquinina foram

reagidos com ACN e os espectros de massas ESI(+)-MS resultantes estao ilustrados a
sequir (Figura 3.41 - 3.46).
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Figure 3.41: Espectros de ESI(+)-MS apos o contato dos ions a da Bradiquinina com
ACN no Q2.
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Figure 3.42: Espectros de ESI(+)-MS apds o contato dos ions a - NH; da Bradiquinina
com ACN no Q2.
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Figure 3.43: Espectros de ESI(+)-MS apds o contato
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Figure 3.44: Espectros de ESI(+)-MS apds o contato dos ions b - NH; da Bradiquinina
com ACN no Q2.

71



Y1
e

175.033
1009 y;+ACN
P

216.031

T T T s e e b e B ARSI Aanas nasns bosa A S

0 rrerre v " pees
001 ,, 22008 _ yiHhCN

% 361[938
i

419.642
y ys+ACN
3 ~ v
461.020
1001 507.435
0 Ya
% 1 g

709.970
Yo
% 3 4

807.000

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1160 M2

Figure 3.45: Espectros de ESI(+)-MS apds o contato dos ions y da Bradiquinina com
ACN no Q2.
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Figure 3.46: Espectros de ESI(+)-MS apds o contato dos ions y - NH; da Bradiquinina
com ACN no Q2.
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O peptideo Encefalina foi o menor peptideo estudado, com apenas 5 AA’s, no
entanto, toda a sequiéncia de ions ai-4), b1-4) € y(1-4) foi observada apos a ionizagdo na
fonte. Com isso, o estudo reacional completo deste peptideo foi realizado. Os
espectros de massas obtidos apds as reagdes dos ions a, b e y estao representados a
sequir (Figura 3.47 - 3.49, respectivamente).
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Figure 3.47: Espectros de ESI(+)-MS apds o contato dos ions a da Encefalina com

ACN no Q2.
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Figure 3.48: Espectros de ESI(+)-MS apds o contato dos ions b da Encefalina com
ACN no Q2.
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Os ions que foram submetidos a reagdo foram todos os observados nos
espectros de full scan adquiridos, cuja intensidade foi suficiente para sele¢gdo no
quadrupolo. No caso do peptideo Substancia P, a partir do espectro de massas ESI(+)-
MS obtido (Figura 3.50) foi possivel apenas selecionar os ions bs.s-NH3 (Figura 3.51) e
y(1-10-H20 (Figura 3.52).
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Figura 3.50: Espectro de massas ESI(+)-MS da Substancia P.
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Figure 3.51: Espectros de ESI(+)-MS apods o contato dos ions b — NH3; da Substancia P
com ACN no Q2.
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Figure 3.52: Espectros de ESI(+)-MS apds o contato dos ions y — H,O da Substancia P
com ACN no Q2.

Nos experimentos com a Colecistoquinina, o espectro de massas ESI(+)-MS
apesar de ter varios ions, nao apresentavam m/z correspondente aos ions a, b e y;
portanto, apenas poucos ions foram atribuidos (Figura 3.53). Os ions selecionados e
submetidos a reacdo em Q2 foram: az-H:O, bz e b, y3, y46-H20 (Figura 3.54 - 3.57,

respectivamente). Com isso, nenhum estudo detalhado para este peptideo pode ser

realizado.
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Figura 3.53: Espectro de massas ESI(+)-MS da Colecistoquinina.
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Figure 3.54: Espectros de ESI(+)-MS apdés o contato do ion a3 — HyO da

Colecistoquinina com ACN no Q2.
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Figure 3.55: Espectros de ESI(+)-MS apds o contato dos ions b da Colecistoquinina
com ACN no Q2.
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Figure 3.56: Espectros de ESI(+)-MS apds o contato do ion y; da Colecistoquinina com
ACN no Q2.
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Figure 3.57: Espectros de ESI(+)-MS ap6s o contato dos ions y - H,O da

Colecistoquinina com ACN no Q2.

O espectro de massas full scan de ESI(+)-MS para o peptideo Neurotensina
(Figura 3.58 a) apresentou majoritariamente os ions referentes ao peptideo
monoprotonado [M+H]* de m/z 817 e diprotonado [M+2H]** de m/z 409. Os ions
referentes a molécula fragmentada, como os ions a, b e y, estavam com uma
intensidade muito pequena, mesmo utilizando um cone extremamente alto e alta
energia no nanocapilar, portanto, nao foi possivel isolar estes ions e reagi-los.

O experimento de ESI(+)-MS/MS foi realizado para o ion molecular da
Neurotensina (Figura 3.58 b) para investigar a estabilidade do ion, e verificar se o ion
também ndo fragmentava mesmo apds a colisdo com o gas Ar. O espectro resultante

apresentou poucos ions fragmentos com intensidade baixa.
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Figura 3.58: Espectro de Massas a) ESI(+)-MS e b) ESI(+)-MS/MS da Neurotensina.

Abaixo segue uma tabela com os peptideos estudados, os ions que reagiram ou

nao quando em contato com acetonitrila (Tabela 3.1).
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Tabela 3.1: Sumario das reacgdes dos diferentes peptideos com ACN.

lon que
i Reagiu com 2 fon que reagiu com 1 ., . .
Peptideo lon que nao reagiu
moléculas de molécula de ACN
ACN
[M+2H]*"
. , b2-NHa, by, bs*, ba-NH3*
Angiotensina Il b4 Ya, Y5, Y6, Y7, Y8,
Y1, Y2, ¥3*
(DRVYIHPF) b4, bs-NH3, bs, be
: b1, by, bs, bs*
[D-Ala2, D-Leu5]-Encefalina IM+H]*
k) ’ * +
(YaGFL) Y1 Y2, Y3, Y4
aq, a, as, as*
y4-H20, y5-Hy0, ye-
H,0, y;-H,0, ys-
Substancia P HO H.O H.O* HZO y7H20 ve
(RPKPQQFFGLM-NH,) Y1-H20, y2-H20, y3-H3 20, Yo-M20, Y10
H,O
bs-NH3;, bg-NH3
Neurotensina
(RRPYIL)
a11 a1-NH31 a21 aZ-NH31
as", ag-NHs* [M+2H]**
Bradiquinina b1, b1-NH3, b2, b2-NH3, b3, dy, ds, dg, Ag
(RPPGFSPFR) bs*, bs-NH3* bs, be, bg
y11 y1-NH3! y2! yZ-NH31 y3*1 y41 Y4‘NH31 y6! y7! YS
y3-NH3*
-H,0, y5-H,0, ys-
Colecistoquinina bs, bs Yoz :;50 22 Ye
(YMGWMDF-NH,) ys, az-H20 ’

*produto de reagao pouco intenso.

Um grafico relacionando intensidade do ion do produto esperado apos a reagao
versus o valor de m/z do ion foi plotado para os peptideos Bradiquinina, Angiotensina Il
e Encefalina (Grafico 3.1 - 3.3), uma vez que estes peptideos foram os que

apresentaram um maior numero de ions a, b e y nos espectros de massas de full scan.
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Graéfico 3.1: Grafico da intensidade versus m/z dos a) ions a, b) ions b e c) ions y apds
a reacgao da Bradiquinina com ACN.
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Grafico 3.2: Grafico da intensidade versus m/z dos a) ions a, b) ions b e ¢) ions y apo6s
a reacao da Angiotensina Il com ACN.
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Grafico 3.3: Gréfico da intensidade versus m/z dos a) ions a, b) ions b e c) ions y apos
a reacao da Encefalina com ACN.

81



Os graficos abaixo (Grafico 3.4) referem-se a intensidade dos ions (a, b e y)
versus o m/z dos produtos formados apdés a reagao dos ions a, b e y para cada
peptideo (Bradiquinina, Angiotensina Il e Encefalina) e ACN. No caso da Angiotensina
Il, apenas os ions b e y foram selecionados para reacgao, pois este foi o primeiro
peptideo testado e a idéia inicial era estudar apenas os ions b e y. No entanto, apds os

experimentos iniciais, decidiu-se ampliar a classe dos ions estudada para ionsa, b ey.
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Grafico 3.4: Grafico da intensidade versus m/z dos ions a, b e y apos a reagdo dos
peptideos a) Bradiquinina, b) Angiotensina Il e ¢) Encefalina com ACN.

Como resultado, todos os peptideos testados apresentaram o mesmo carater
reacional relatado anteriormente para a Angiotensina |l, o que corroborou com a
hipétese anterior, em que os ions menores reagem devido a carga reacional estar mais
exposta enquanto que os ions maiores devem possuir estruturas enoveladas, por

resultar em uma maior estabilidade, protegendo, portanto, a carga e dificultando a
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reacao. A tabela 3.2 mostra os ions selecionados de cada peptideo e o respectivo m/z,

e a intensidade do produto formado (ion + ACN) e o respectivo m/z.

Tabela 3.2: jon fragmento selecionado e a intensidade do ion produto de reacdo com

ACN.
Peptideos lon fragmento miz miz Intensidade (%)
selecionado (ion + ACN)
as-H,0 349 390 3
b, 263 303 5
. - bs 393 434 5
Colecistokinina
Y3 313 354 100
(YMGWMDF-NH,) Va-H0 538 579 3
ys-H,O 669 710 0
ys-H,O 784 825 0
bs-NH3 579 620 0
bs-NH3 707 748 0
y1-H,O 157 198 55
y>-H,0O 254 295 10
ys-H,0 382 423 0
Substancia P y4-H0O 479 520 0
(RPKPQQFFGLM-NHy) ys-H,0 607 648 0
ye-H20 735 776 0
y7-H,O 882 923 0
ys-H,0O 1029 1070 0
yo-H,O 1086 1127 0
Y10-H20 1199 1240 0
ay 136 177 66
a, 207 248 100
as 264 305 10
a, 411 452 4
o 164 205 100
Encefalina b, 235 276 100
(YaGFL) bs 292 333 62
b, 439 480 12
Y1 132 173 100
Yo 279 320 100
Y3 336 377 11
2 407 448 13
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Continuagdo Tabela 3.2: lon fragmento selecionado e a intensidade do ion produto de

reacgao.
a 129 170 53
ay 226 267 22
as 323 364 8
as 380 421 0
as 527 568 0
3% 614 655 0
as 858 899 0
b, 157 198 61
by 254 295 18
Bradiquinina Ei ig; 223 226
(RPPGFSPFR) bs 555 596 0
be 642 683 0
bg 886 927 0
Vi 175 216 4
Y2 322 363 35
Va 419 460 8
Va 506 547 0
Yo 710 751 0
Vs 807 848 0
Ve 904 945 0
as 343 384 2
a, 506 547 0
as 620 661 0
3 756 797 0
b, 116 157 59
b, 272 313 14
b 371 412 4
_ _ bs 534 575 1
Angiotensinal ll bs 647 688 0
(DRVYIHPF) be 739 780 0
yi 166 207 81
Vo 263 304 100
Vs 400 441 o
Vo 513 554 0
Vs 676 717 0
Ve 775 816 0
vz 931 972 0
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3.2.4. Experimentos de mobilidade dos ions fragmentos a, b e y de

peptideos utilizando o equipamento Synapt HDMS:

Inicialmente, realizou-se o experimento de infusdo direta do peptideo
Angiotensina Il no espectrometro de massas Synapt e obteve-se o respectivo espectro
de ESI(+)-MS com alta resolu¢do, uma vez que o detector utilizado foi TOF. Este
experimento foi realizado para outros dois peptideos Bradiquinina e Encefalina, uma
vez que experimentos anteriores mostraram que estes peptideos fragmentam e geram
quase todos os ions a, b e y, sendo, portanto, padrdes ideais para o estudo. Portanto,
estes trés peptideos padrdes foram utilizados nos experimentos de mobilidade dos ions
fragmentos.

O espectrometro de massas Synapt é capaz de separar ions com diferentes
formas e o software gera um grafico, denominado DriftScope, o qual correlaciona o
tempo que o ion demorou para atravessar a cela de mobilidade (drift time) e a razédo
massa/carga do ion (Grafico 3.5). Pode-se observar que quanto maior o ion (m/z) maior
o tempo que 0 mesmo leva para atravessar a cela, ou seja, maior o drift time. Outra
informacao obtida pelos graficos abaixo é que temos em todos os casos dois diferentes
grupos de ions, os quais correspondem aos ions duplamente carregados, linha de
tendéncia a esquerda, e mono carregados, localizados a direita do grafico. Com este
experimento podemos entdo selecionar os ions de interesse, como os ions
monocarregados, por exemplo, e ter um espectro mais simplificado e mais seletivo.
Esta € uma grande vantagem da técnica, na qual é possivel obter espectros com maior

informacao estrutural e com menos interferentes.
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E possivel também detectar a corrente de ions totais (TIC) de todos os ions

detectados (Figura 3.59) e de cada ion individualmente e consequentemente

determinar o tempo que cada ion levou para atravessar a cela tri-wave.
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Figura 3.59: Corrente dos ions totais (TIC) da Encefalina, Bradiquinina e Angiotensina

II, respectivamente, correlacionando intensidade (%) e tempo de residéncia na cela

(ms).

O TIC foi obtido para cada ion separadamente e foram sobrepostos. A Figura

3.60 mostra o TIC de cada ion b, y e a, respectivamente, obtido para Angiotensina II.
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Este mesmo procedimento foi realizado para os demais peptideos, Bradiquinina e

Encefalina (Figura 3.61 e 3.62, respectivamente).
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Figura 3.60: Corrente dos ions totais (TIC), correlacionando intensidade (%) e tempo de

residéncia na cela (ms), dos ions fragmentos b, y e a da Angiotensina Il.
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Figura 3.61: Corrente dos ions totais (TIC), correlacionando intensidade (%) e tempo de

residéncia na cela (ms), dos ions fragmentos b, y e a da Bradiquinina.
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Figura 3.62: Corrente dos ions totais (TIC), correlacionando intensidade (%) e tempo de

exposicao na cela (ms), dos ions fragmentos b, y e a da Encefalina.

Alguns ions dos diferentes peptideos, como, por exemplo, o as da Encefalina,
apresentou dois picos (Figura 3.63). Como este equipamento tem a particularidade de
separar isbmeros estruturais na cela de drif time, devido a diferentes interacées dos
mesmos com o gas presente dentro da cela e do campo elétrico formado por placas do
tri wave, no primeiro momento, sugeriu-se que o ion (as) possuia um isdmero e por isso
dois picos haviam sido detectados. Entdo para comprovar tal hipétese, selecionou-se
no primeiro quadrupolo o m/z referente ao ion, e aumentou-se a pressao do gas no
transfer para fragmentar o ion selecionado (o sistema interno do equipamento esta
ilustrado na Figura 3.64), e com isso ter experimento de MS/MS de cada pico
separadamente (Figura 3.65). Como resultado, dois picos foram identificados, porém
nao se tratavam da mesma molécula, uma vez que apresentaram fragmentos distintos,
sendo o pico detectado em 2,37 ms referente a uma molécula duplamente carregada

enquanto que o pico em 4,35 refere-se a uma molécula monocarregada.
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Figura 3.63: Corrente dos ions totais (TIC) do ion fragmento as da Encefalina.
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Figura 3.64: Sistema interno do equipamento Synapt HDMS, com a presenca da cela

de Tri Wave.
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Figura 3.65: Espectro de Massas ESI(+)-MS/MS do ion presente no pico com tempo de

retencao a) 4,35 e b) 2,37 ms, respectivamente.
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Concluiu-se também a partir do padrao de fragmentacdo que um pico era
correspondente a molécula esperada e o outro pico, com menor drif time, correspondia
a uma molécula duplamente carregada.

Graficos correlacionando o drif time e a razdo massa carga do ion foram
plotados para todos os ions do peptideo Angiotensina Il. O resultado observado foi o
mesmo em todos os casos, e o grafico 3.6 esta ilustrando o resultado apresentado para
o ion a da Angiotensina Il. Inicialmente, determinou-se o R? para uma tendéncia linear
entre o drif time e o m/z, e em seguida determinou-se para uma tendéncia logaritmica
para os dados. Se a correlagao for linear, indicara que os ions sao lineares, pois nao
houve alteragdo com o tempo que os ions demoram a atravessar a cela com o seu
tamanho. No entanto, se a correlagdo for logaritmica € um indicio que os ions
comegam a se enovelar conforme aumentam de tamanho, e por isso demoram menos
tempo para atravessar a cela de colisdo, uma vez que tem menos interagado com o gas.

Ambos os valores foram préximos a 1,00, ndo podendo concluir, portanto, se o

drif time esta relacionado linear ou logaritmicamente com o m/z do ion.
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Grafico 3.6. Correlacdo a) linear e b) exponencial de drift time versus m/z dos ions a da

Angiotensina Il.

O grafico 3.7 representa uma simulagao realizada, levando em consideragdo um

peptideo maior, entdo seria possivel verificar a tendéncia dos ions analisados.
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Grafico 3.7. Correlacdo a) linear e b) exponencial de drift time versus m/z dos ions a da

Angiotensina Il extrapolando para valores altos de m/z.

Por fim, um grafico relacionado as duas retas de tendéncias, linear e logaritmica,
com os dados obtidos (Grafico 3.8) e com os dados simulados representa claramente
que se os peptideos analisados tivesse uma sequéncia de AA’s maior e apresentasse
maiores ions a, b e y, poderia-se obter maiores informagdes sobre as estruturas destes

ions a partir de experimentos de mobilidade idnica.
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Grafico 3.8. Correlacao linear e exponencial de drift time versus m/z dos ions a da

Angiotensina Il para os dados a) experimental e b) simulado.

Outro experimento foi entdo calcular o valor tedérico das possiveis formas
estruturais, tanto a forma linear quanto a enovelada, de cada ion (Figura 3.66).
Primeiramente, otimizou-se cada estrutura utilizando o programa Gaussian'’ com a

base PM3. A partir das estruturas otimizadas, calculou-se o valor das secbdes de
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choque de cada ion com as duas conformacdes utilizando o programa MobCal'®"®,

desenvolvido pelo grupo do prof. Dr. Jarrold na “Indiana University”.
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Figura 3.66: Estrutura a) linear e b) enovelada simulada para 0 mesmo ion a partir do

programa Gaussian.

Os valores tedricos encontrados para os ions na forma enovelada e linear foram
muito préximos e nao apresentaram uma correlacao direta com os dados experimentais
(Grafico 3.9), portanto, ndo foram conclusivos. Conforme discutido anteriormente,

talvez tal resposta fosse obtida na analise de ions provenientes de peptideos maiores.
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Grafico 3.9. Mobilidades tedricas para estrutura linear (verde) e enovelada (vermelho) e
drift time experimental (azul) obtido para os a) ions a, b) ions b e c) ions y da

Angiotensina Il.

92



4. CAPITULO 2:

BUSCA DE NOVOS BIOMARCADORES EM CLiNICA MEDICA
POR IMAGEAMENTO QUIMIO-SELETIVO DE TECIDOS
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4.1. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL:

4.1.1. Materiais e Métodos:

4.1.1.1. Aquisicao do material:

Amostras de tecidos pancreaticos (normais, tumores e com pancreatite)
removidas de pacientes foram fornecidas pelo Dr. Nipun Merchant, do Departamento
Cirurgico Oncologico (Surgical Oncology Department), na Vanderbilt University Medical
Center, Nashville, TN, USA. Agua, acetonitrila, etanol e metanol grau analitico HPLC
foram obtidos da Thermo Fisher Scientific Inc. (Hampton, NH, USA). Acido sinapinico e
acido trifluoroacético foram adquiridos pela Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). O meio
de congelamento de tecido foi obtido do Triangle Biomedical Sciences, Inc. (Durham,
NC, USA). Outros reagentes utilizados estdo mencionados a seguir na parte

experimental especifica.

4.1.1.2. Métodos Instrumentais:

- Equipamentos utilizados na aplicacao de matriz:

Para a realizagao de experimentos de MALDI-MS, primeiramente, uma matriz é
aplicada na superficie a ser analisada, neste caso, o tecido humano. Para os
experimentos de perfil proteico, utilizou-se um equipamento de aplicacdo de matriz,
com alta precisdo, desenvolvido e fabricado pelo proprio grupo do prof. Richard M.
Caprioli e, portanto, nao é disponivel comercialmente.

No entanto, para experimentos de imagem, os equipamentos utilizados foram:
Portrait 630 acoustic reagent multispotter (Labcyte Inc., Sunnyvale, CA) e um sistema

nao comercial de spraycoating, que basicamente consiste em um borrifador de solugao.
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- Espectrometro de Massas, UV e HPLC:

Os experimentos MALDI-MS e MALDI-MS/MS, na busca de biomarcadores
proteicos por perfil quimico e imagem, foram realizados utilizando-se MALDI-TOF
(Bruker Autoflex Il Linear; Bruker Daltonik, Bremen, Germany), e MALDI-TOF/TOF
(Bruker UltrafleXtreme; Bruker Daltonik, Bremen, Germany), respectivamente.

Para os experimentos de identificagdo proteica, o tecido foi homogeneizado e a
concentracdo de proteinas presentes na solucdo foi determinada a partir do
espectrofotdmetro Plate Reader SpectraMax MZ2e. A solugdo foi diluida para uma
concentragao ideal para injecdo na coluna de HPLC e separada em fragoes, a partir de
um sistema de HPLC (Waters 2690 Aliance). Algumas fragbes foram analisadas por
MALDI-TOF para verificar se apresentavam os ions de interesse. Algumas fra¢des
foram selecionadas e submetidas a experimentos classicos de gel 1D. Entédo realizou-
se uma digestao triptica, utilizando tripsina, e logo apds, a solugcédo peptidica formada
foi analisada por LC-MS/MS.

As analises por LC-MS/MS dos peptideos resultantes da digestdao enzimatica
foram realizadas utilizando um espectrdmetro de massas com ion-trap com um sistema
de descoberta de PTM (modificagbes pos traducionais) da Bruker Daltonics Inc., o HCT
ultra, equipado com um auto injetor de amostras FAMOS ™ modelo 920 (LC Packings-A
DIONEX Company; Sunnyvale, CA) e uma bomba de HPLC binaria Hewlett-Packard
Série 1100 (Agilent Technologies, Inc.; Santa Clara CA).

4.1.2. Experimentos de imageamento quimio-seletivo de tecido por
MALDI-TOF:

- Preparacao do tecido:

As amostras de tecidos pancreaticos removidas de pacientes foram congeladas

a -80°C. Os tecidos foram cortados em se¢des de 12 ym de espessura em um criostato
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a -20°C (Leica Microsystems Inc., Bannockburn, IL), e as secg¢des foram transferidas

em placas de MALDI de ago inoxidavel revestidas de ouro (Figura 4.1).

1162-T

Figura 4.1: Placas de MALDI com seg¢des de tecidos de varios pacientes.

As placas de MALDI foram colocadas em um dessecador a vacuo por 30
minutos para permitir que o tecido secasse e equilibrasse com a temperatura ambiente.
A fixacao do tecido e a remogao de sais e outros contaminantes foi realizada a partir de
uma série de etapas de lavagem com etanol/agua, as quais consistem na submersao
das sec¢bes de tecidos em solugdes de etanol (70/90/95%) por 30 s. As secgdes de
tecidos foram entdo secadas e armazenadas em um dessecador a vacuo até a
aplicacao da matriz, que foi acido sinapinico (SA) preparado em 50:50 acetonitrila:0.1%
acido trifluoroacético em agua. Este procedimento de preparagdo de amostra remove
espécies interferentes, como sais e fosfolipideos, que podem promover a formagao de
adutos, supressao ibnica e uma cristalizagao ineficaz da matriz.

A figura 4.2 ilustra o procedimento desde o seccionamento do tecido, deposicao

na placa de MALDI e lavagem da mesma para remocgao de interferentes.
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Figura 4.2: a) Secgao do tecido no criostato e deposicdo na placa de MALDI; b)

Lavagem da placa de MALDI com etanol.

- Perfil proteico direcionado pela histologia e analises por MALDI-TOF:

Para analise de perfil proteico, a matriz foi aplicada precisamente nas areas
distintas das secgdes do tecido via um analisador robdético de ejecdo de goticulas
automatizado (LabCyte, Inc, Sunnyvale, CA).

Duas seccdes em série foram obtidas a partir de cada seccao de tecido, uma
para analise por MALDI, e uma para analise histologica. Um patologista (Dr, Bill Chopp,
da Vanderbilt University) examinou as figuras eletronicas de sec¢des (H&E staining) e
identificou as areas dentro do tecido para analises por MALDI. O patologista marcou as
seguintes regides: estroma normal, estroma tumoral, estroma pancreatite, epitélio
normal, epitélio tumoral, ascinar e pan in. As figuras eletrénicas foram marcadas com
circulos (200 um diametro) sobre as areas altamente enriquecidas em células de
interesse (tipicamente > 80%). As figuras marcadas de todas as secg¢des do tecido
foram importadas por um software de processamento de imagem e sobrepostas a uma
figura eletrénica da placa inteira do MALDI. Cada figura H&E foi alinhada com sua

correspondente secgao de tecido do MALDI, e as coordenadas x,y foram obtidas para
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cada circulo marcado. Estas coordenadas foram transferidas para o sistema de
coordenada de um analisador robotico. Nanogotas da matriz foram, entao,
automaticamente aplicadas as coordenadas precisas x,y para cada circulo marcado,
resultando em spots de matriz que sao ~200 um de diametro.

Espectros de massas foram adquiridos em um espectrometros de massas
MALDI-TOF (Autoflex, Bruker Daltonics, Germany), equipado com um SmartBeam
Nd:YAG laser (355 nm). Espectros foram adquiridos em um modo positivo linear com
tempo de atraso de 350 ns. Coordenadas para cada spot foram importadas para o
espectrometro de massas. Uma calibracédo externa linear foi realizada anteriormente a
aquisicdo dos dados utilizando uma mistura proteica de Insulina (M + H]" 5.734),
citocromo C ([M + H]* 12.361), mioglobina ([M + H]* 16.952) e tripsinogena ([M + H]"
23,982).

Espectros foram obtidos a partir de cada spot (geralmente uma soma de 400
pulsos de laser em 50 pulso/passo) via uma corrida de aquisi¢ao automatizada, onde o
laser passa através de cada spot para irradiar multiplos cristais através da superficie.
Picos individuais no espectro primeiramente representam espécies de proteinas
endogenas que sao extraidas pela combinagdo matriz/solvente e desorvidas e
ionizadas pelo /laser. Portanto, perfis protéicos unicos foram adquiridos, o que
representa um subconjunto de proteinas ativas presentes em diferentes regides do
tecido.

O esquema abaixo (Esquema 4.1) mostra as etapas relacionadas a um

experimento de perfil proteico direcionado pela histologia.

99



ARM

Patologista

—>

€ G 8

. O = i

MALDI MS

Estroma normal

® Panin \L

@ Estroma Pancreatite

Epitélio (normal)

@ Epitélio (tumor) Anialises < Espectros

Tecido Acinar estatisticas

[ Estroma tumor

Esquema 4.1: Esquema geral de um procedimento experimental de analise de perfil

proteico direcionada pela histologia.

- Pré-processamento de espectros:

Uma vez que todos os espectros foram adquiridos, eles foram manualmente
inspecionados para garantir a alta qualidade do dado. Outliers (espectro nao
detectando um minimo de exigéncia de relagdo sinal/ruido e/ou minimo de numero de
picos) foram eliminados. Os espectros remanescentes foram processados (subtragado
da linha de base, ruido, normalizagao da corrente de ions totais, calibracido de massa e
alinhamento) utilizando dois pacotes diferentes de softwares estatisticos, sendo o
primeiro o ProTS Data (Biodesix, Steamboat Springs, CO) e o outro o ClinProTools
(Bruker Daltonik, Bremen, Germany). Ambas as analises utilizavam SAM (Significance
Analysis of Microarrays). Todos os espectros correspondendo a um tipo de célula unico
para um paciente foram, entdo, somados para analise final. Espectros caracteristicos
(picos) foram divididos, os quais foram submetidos a varios algoritmos para descobrir

classificadores com significado estatistico.

100



- MALDI IMS e analise por MALDI-TOF:

Para a aquisicdo de imagens do tecido completo foi realizado a deposigao
automatizada de matriz utilizando o equipamento Portrait 630 acoustic reagent
multispotter (Labcyte Inc., Sunnyvale, CA) (Esquema 4.2). O método otimizado foi 40
passagens de 1 spot (170 pL) por vez de acido sinapinico a 20 mg/mL em
50%ACN/0.1%TFA, aplicando a uma distancia de 250 ym entre cada spot.

Deposi¢ao de Matriz

250 um - Portrait

Acido sinapinico (20 mg/mL50% ACN 0.1%TFA)

l Espectrometro de Massas

Placa de MALDI de ouro

1067T 11497
I R -

ol

Al

Esquema 4.2: Experimento de MALDI imaging, utilizando Portrait para aplicagao da

matriz.

As imagens de alta-resolugcédo lateral foram realizadas utilizando o sistema
manual de “spraycoating” para a aplicacao da matriz (Esquema 4.3), que foi a mesma
supracitada na concentragao e solvente. Para cada placa de MALDI foram aplicados 10

mL de matriz.
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Esquema 4.3: Experimento de MALDI imaging de alta resolugdo, utilizando

SprayCoating para aplicacdo da matriz.

As anadlises foram realizadas no modo linear, modo positivo com +20 kV de
aceleracao potencial no TOF (Bruker Autoflex Il Linear; Bruker Daltonik, Bremen,
Germany), o qual é equipado com um /aser capaz de operar a uma taxa de repeticao
de 200 Hz. Os parametros de extragcdo dos ions foram otimizados para a intensidade
do sinal e para a resolucdo em 12 kDa. A mesma calibragcao externa utilizada nos
experimentos anteriores de perfil proteico foi utilizada neste experimento de imagem.
Conjuntos de dados de espectros de massas foram adquiridos por toda a secao
utilizando o software FlexImaging (Bruker Daltonik, Bremen, Germany) na faixa de
massas de m/z 2.000 to 40.000, com uma resolugao de 250 ym e 100 laser shots por
espectro. Depois da aquisicdo dos dados, imagens moleculares foram reconstruidas
utilizando os softwares FlexImaging e BioMap. Os dados foram normalizados utilizando
parametros de exclusdo de espectros ruidos normalmente usados no software

FlexImaging.
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Abaixo esta ilustrado um esquema geral (Esquema 4.4) utilizado desde a
obtencado do tecido pancreatico até o resultado final com possiveis biomarcadores,
utilizando as metodologias de analise de perfil proteico direcionado pela histologia e
MALDI imaging. A maior diferenca € que esta ultima metodologia ndo utiliza um
patologista para marcar as regides a serem analisadas, portanto, esta parte diferencial,

a qual ocorre nos experimentos de imagem, esta indicada pela seta vermelha.

Ve
Tecido Pancreatico N/T/P &5

Criostato — 12 um de espessura
e N A W’«@

Slides microscopicos Placa de MALDI - ouro
H & E staining

@ Etapa de lavagem: 70/90/95 % Etanol

Andlise Microscopica —> Perfil proteico direcionado pela histologia

g~ i | o o~ .
&8 - Deposi¢ao de Matriz

: lm- Analise por MALDI /Perfil

é’ Candidatos a Biomarcador Pré-Processamento de espectros

Esquema 4.4: Procedimento experimental geral realizado para a busca de
biomarcadores de cancer utilizando os métodos de perfil proteico direcionado pela
histologia e MALDI imaging.

4.1.3. Experimentos de identificacao protéica:

4.1.3.1. Experimentos de MS/MS e HRMS diretamente no tecido
intacto:
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Para a etapa de identificacdo protéica foram realizados os experimentos de
MS/MS e HRMS utilizando-se os instrumentos TOF/TOF e FT-ICR, respectivamente.
As condicdes experimentais dos equipamentos foram otimizadas em cada caso.

O espectro obtido apos a fragmentagado a partir de colisbes com os ions dentro
do espectrometro de massas foi exportado para a base de dados MASCOT e algumas
proteinas eram entao atribuidas.

Experimentos realizados comumente utilizando gel 1D e LC-MS para separacgao,
purificacdo e anadlise de proteinas foram também realizados para identificar outras

proteinas relatadas como interessantes pelos tratamentos estatisticos.

4.1.3.2. Experimentos tradicionais apés homogenizagao do tecido:

Alguns ions nao foram identificados pelas analises de MS/MS realizadas
diretamente no tecido intacto, portanto, métodos tradicionais foram realizados para a
obtencado de um maior numero de proteinas identificadas. Um fluxograma resumido das
etapas experimentais esta ilustrado a seguir (Esquema 4.5). Inicialmente, a amostra foi
seccionada e homogenizada; o extrato resultante foi fracionado por separacao
cromatografica HPLC; e as fragcbes similares foram reunidas para uma maior
concentragao da proteina; as quais foram entdo separadas via eletroforese em gel 1D;
as bandas de interesse foram removidas do gel, digeridas com tripsina e injetada em
um nanoLC-MS/MS; por fim, o conjunto de espectros gerados foi analisado por uma

base de dados, 0o MASCOT, e proteinas e peptideos foram identificados.
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Esquema 4.5: Fluxograma dos métodos de separagao e purificagdo (gel, LC-MS/MS)

normalmente utilizados na identificagao proteica.
- Preparacao da amostra:

Para a identificacdo destas proteinas, o primeiro experimento realizado foi a
homogenizacao do tecido para a extragao de todas as proteinas presentes em tecidos
congelados. Para esta etapa, foi utilizado o reagente T-PER® (Tissue Protein Extraction
Reagent, da PIERCE) e um inibidor de protease, para evitar a degragao das proteinas,
o comprimido Complete Mini, Protease Inhibitor Cocktail.

O ideal é utilizar um pedago do tecido de ~250 mg, porém como é dificil
conseguir amostras de pacientes com cancer e ndés ndo poderiamos consumir toda a

amostra para este experimentos, foram cortados 30 se¢des de 20 uym, resultando em
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35 mg do tecido. Como a quantidade de amostra era pequena, utilizou-se amostras de
dois pacientes distintos, 1086-T e 1149-T, coletando 15 se¢des de cada um.

Os tecidos foram retirados do freezer a - 80°C e foram seccionados utilizando o
criostato. Os tecidos foram pesados e logo apds foram mantidos em gelo para
permanecer gelado e evitar possiveis degradagdes. Todo o material foi colocado em
um tubo de vidro homogenizador e em seguida, adicionou-se 700 yL do reagente T-
PER. Porém como nés queriamos testar a eficiéncia do comprimido de inibicdo da
protease, entdo foram preparadas duas solug¢des de 350 yL do reagente, utilizando-se
em uma delas apenas T-PER e na outra T-PER com o comprimido inibidor. A partir
deste momento, duas solugdes protéicas do tecido pancreatico foram formadas, a TH
(T-PER) e PH (T-PER com inibidor da protease) e o procedimento experimental
utilizado foi 0 mesmo para ambas.

As amostras foram homogenizadas no tubo de vidro no gelo com o auxilio de um
bastdo de vidro até que pedacos dos tecidos ndo fossem mais observados. O liquido
foi transferido para um tubo falcon de 15 mL e mantidos em gelo e as solugdes foram
sonicadas em gelo por 5 ciclos, utilizando-se o equipamento Branson Sonifier 450. Os
tubos foram incubados em gelo por 10 minutos e as solugdes foram transferidas para
eppendorfs de 1,5 mL, ou seja, obteve-se 2 eppendorfs com as solugdes, 1 coma TH e
outro com a PH. Em seguida os eppendorfs foram centrifugados a 14,000 x g por 10
min em um ambiente condicionado a -20°C. O supernadante de cada eppendorf foi
coletado cuidadosamente e colocados em tubos de PCR de 200 pL em gelo e se o
mesmo nao for uma solugdo limpa, contendo vestigios de tecidos, uma nova
centrifugacado deve ser realizada. Os supernadantes e o pellet foram mantidos no

freezer - 80°C até a realizagéo da proxima etapa.

- Determinacao da quantidade proteica do extrato:

Um método colorimétrico para a quantificagao total de proteinas (Brafford
Coomassie) foi realizado para a determinagdo da quantidade proteica presente no
extrato a ser analisado; e esta etapa € necessaria antes das etapas de separagao por

HPLC ou eletroforese de gel para determinar o fator de diluigdo/concentragao.
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Para este experimento, utilizou-se o kit de ensaio proteico Coomassie (Brafford)
da Pierce, o qual continha 950 mL do reagente de ensaio proteico Coomassie
(Brafford) e 10 ampolas de 1 mL albumina padr&o (2 mg/mL).

O primeiro passo foi preparar a solugao de calibragao, os padroes diluidos foram
preparados a partir de diluicbes de uma ampola (solugdo estoque) utilizando como
diluente a agua mili-Q, seguindo concentracdes de BSA de 2.000 a 0 pg/mL (tabela
4.1). Os padrboes foram preparados em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL. Cada
solugdo foi agitada em um vortex logo apds a preparagdo. As solugdes foram

armazenadas a -4°C apos a utilizagéo.

Tabela 4.1: Preparacao de padrdes diluidos de Albumina (BSA).

Dilution Scheme for Standard Test Tube and Microplate Protacols (Working Range = 100-1,500 pg/ml)

Vial Volume of Diluent Volume and Source of BSA Final BSA Concentration

A 0 300 pl of Stock 2,000 pg/ml

B 125ul 375 pl of Stock 1,500 pg/ml

C 325 325 pl of Stock 1,000 pg/ml

D 175l 175 wl of vial B dilution 730 ng'ml

E 325 325 ul of wial C dilution 500 pg/ml

F 325ul 325 ul of vial E dilution 250 ng/ml

G 325ul 325 ul of vial F dilution 125 ug/ml

H 400l 100 pl of w1al G dilution 25 ng/ml

1 400 ul 0 0 pg/ml = Blank

O reagente Commassie foi levemente misturado, invertendo o frasco varios
vezes, e a quantidade de reagente necessario para o experimento (~20 mL) foi
removida do frasco e equilibrada a temperatura ambiente antes do uso, uma vez que o
reagente estava armazenado a -4°C.

Cada padrao, amostra e branco foi preparado em triplicata e as solu¢des obtidas
no experimento anterior, TH e PH, foram denominadas como desconhecidas (Unk),
para que se possa determinar as suas concentragoes. Estas solugcbes foram analisadas
na concentracao inicial (CI-TH/PH) e foram também analisadas apds as diluicbes 1:10-
TH/PH, 1:100-TH/PH e 1:1000-TH/PH em agua mili-Q. Também foi analisado o branco,

que foi a solugcdo T-PER utilizada na preparagcdo da solucdo TH e PH, em sua
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concentracao inicial (Cl) e nas dilui¢des 1:10, 1:100 e 1:100, para verificar se 0 meio

interferia nas medidas das solu¢des TH e PH. A disposicao das solugdes na microplaca

analisada esta ilustrada na tabela 4.2.

Tabela 4.2: Disposicao das solugdes na microplaca.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A 0 25 125 250 500 750 1000 1500 2000
ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL
B 0 25 125 250 500 750 1000 1500 2000
ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL
c 0 25 125 250 500 750 1000 1500 2000
ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL
D
E Cl- 1:10- 1:100- | 1:1000- Cl- 1:10- 1:100- | 1:1000-
TH/PH | TH/PH | TH/PH | TH/PH Branco | Branco | Branco | Branco
E Cl- 1:10- 1:100- | 1:1000- Cl- 1:10- 1:100- | 1:1000-
TH/PH | TH/PH | TH/PH | TH/PH Branco | Branco | Branco | Branco
G Cl- 1:10- 1:100- | 1:1000- Cl- 1:10- 1:100- | 1:1000-
TH/PH | TH/PH | TH/PH | TH/PH Branco | Branco | Branco | Branco
H

5 pyL de cada solucédo foi pipetado e adicionado no pogo correspondente na

microplaca, determinado na Tabela 4.2. Em seguida, 250 pyL do reagente Commassie

foram adicionados em cada pogo. A placa foi entdo misturada e incubada por 10 min

dentro do espectrofotdmetro (Plate Reader- Spectrophotometer, SpectraMax M2e). O

espectrofotdmetro fez a leitura da placa e os valores foram gerados (vide tabela 4.17) e

a concentracado da solugao foi ajustada para a concentragao ideal para a inser¢éo no
HPLC (vide tabela 4.19).
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- Fracionamento do extrato por HPLC:

As solucdes TH e PH foram separadas individualmente utilizando um HPLC com
sistema de deteccdo de UV. Inicialmente, preparou-se a fase moével, a qual
correspondeu a solugdo H20 0.1% TFA (Solvente linha B) e ACN 0.1% TFA (Solvente
linha C). Cada solvente foi sonicado por 10 min apdés a mistura com o acido. O
degasser foi ativado em modo continuo para evitar bolhas no sistema e uma coluna de
fase reversa C8 (Grace Vydac®) foi utilizada para a separagdo. Um método foi
otimizado contento um fluxo gradiente e 110 min de corrida cromatografica. Foram
injetados 50 uL de uma solugao padrao de citocromo C, insulina, ribonuclease A e BSA
para verificar se as condigbes cromatograficas estavam boas.

Cada amostra foi diluida para a concentragdo de 1 mg/mL, utilizando-se 98:2
H2O:ACN 0.1% TFA. Entdo, 200 yL da solug¢éo diluida (TH, PH) foram injetadas em
triplicata (TH_S01, TH_S02, TH_S03; PH_S01, PH_S02, PH_S03). Um autocoletor foi
utilizado, trocando a posicao da placa de 96 pogos a cada 1 min Apos a coleta dos 96
pocos, o solvente restante proveniente do HPLC (14 min) foi descartado.

Cada placa contendo as fragdes de HPLC foi entao inserida no Speedvac para a
remocao do solvente. As condicbes utilizadas no Speedvac foram brandas, nao foi
utilizado temperatura, para evitar degradagao. Depois de secas as amostras, a placa foi
colocada no freezer - 80°C, até a proxima etapa.

Com as amostras separadas por HPLC, o préximo passo foi analisar cada poco
da placa por MALDI(+)-TOF para verificar quais pogos continham as proteinas de
interesse. Para isso, a placa foi removida do freezer e colocada a temperatura
ambiente, entdo 30 pyL de uma solugao de reconstituicao (60:40 H,O:ACN 0.1%TFA) foi
adicionada em cada poco. Agitou-se levemente por 20 seg a placa coberta utilizando
um vortex; apos agitagdo, a placa foi colocada na bancada por 2 min, e 0 mesmo
procedimento foi realizado mais duas vezes.

Em seguida, 1 yL de cada solugao reconstituida foi aplicada a placa de MALDI e,
logo apéds, antes mesmo da amostra secar, 1 yL da solugdo de matriz (20 mg/mL SA,
60:40 H,O:ACN 0.1% TFA) foi aplicada em cima da solu¢do. Este procedimento foi

realizado para os 96 pocos coletados do HPLC e uma posi¢cao da placa de MALDI foi
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preenchida com o padrao de calibragdao e matriz. As condigbes experimentais utilizadas
para o MALDI foram as mesmas descritas nos experimentos de perfil proteico. Apds a
determinacao dos pocgos contendo as proteinas de interesse, e uma calibracéo interna
foi realizada para a verificagao de massas exatas. Para tal, 0,5 uL da solugao contendo
a proteina interesse, 0,5 pyL da solucdo padrdo e 1,0 uL da solugdo da matriz foram

aplicadas na placa de MALDI.

- Experimentos de eletroforese em gel 1D:

Apoés cada fragdo do HPLC ter sido analisada pelo MALDI, algumas foram
selecionadas (vide tabela 4.22) por apresentarem proteinas de interesse. Experimentos
de separacao por eletroforese em gel 1D foram realizados para a purificagcdo destas
proteinas, as quais foram detectadas em mistura apés analise por MALDI.

As amostras secas foram reconstituidas em 7 yL de H,O e foram adicionados 7
pL de solugédo de tampao (Tricine SDS Sample Buffer (2X), da Invitrogen). Em seguida,
foi adicionado 1,4 yL do reagente redutor (da /nvitrogen). A solugéo foi aquecida a 85
°C por 2 minutos. A solugdo da corrida (Tricine SDS Running Buffer (10X), da
Invitrogen) foi preparada, misturando-se 100 mL de 10x Tricine SDS e 900 mL de H2O.

O préximo passo foi inserir as amostras no gel (10-20% Tricine gel, 1.0 mm x 10
pocos, da Invitrogen) e um padrao de escada de peso molecular, o SeeBlue (da
Invitrogen). Inicialmente, removeu-se o pente do gel e lavou os pogos com agua
deionizada e solu¢ao tampao. O sistema para a corrida do gel foi montado (Figura 4.3),
e a camara interna e externa foram preenchidas com a solugéo tampao. Entao, 15 pL
das amostras foram aplicadas em cada dois pogos do gel, deixando um vazio entre as
amostras para facilitar na hora da remocao das bandas, ou seja, cada gel continha 10
pocos, porém foram apenas aplicadas 4 amostras e um padrao SeeBlue em cada gel.
Como foram utilizados 2 géis, no total, 8 fragbes provenientes do HPLC foram
separadas. ApoOs aplicagdo das amostras, a tampa do sistema foi fechada e uma

tensao 120V foi aplicada, comegando o processo de eletroforese em gel.
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Figura 4.3: a) Esquema do sistema utilizado para eletroforese em gel 1D e b) Foto do

sistema real sem a tampa com os cabos condutores da tens&o.

Quando a mancha referente ao padrao SeeBlue se deslocou para a parte
debaixo do gel, desligou-se o sistema, removendo-se os géis das camaras e
removendo-se o protetor do gel com o auxilio de uma espatula. Os procedimentos
descritos a seguir foram relizados para ambos os géis (Gel 1 e Gel 2), individualmente.
Colocou-se o0 gel em contato com a solugao de fixagdo (40 mL de agua deionizada, 50
mL de metanol e 10 mL de acido acético) e agitou-se por 10 min a temperatura
ambiente. Adicionou-se o gel na solugdo de coloragdo (Colloidal blue stain kit da
Invitrogen), contendo 55 mL de agua deionizada, 20 mL de metanol e 20 mL do Stainer
A (da Invitrogen) e agitou-se por 10 min Adicionou-se entdo 5 mL do Stainer B (da
Invitrogen) e deixou a solugdo em um sistema de agitagdo por 16 horas (durante a
noite). Apos este periodo, foi removida a solugéo de coloragao e adicionado 200 mL de
agua deionizada, a qual foi trocada a cada hora para agilizar o processo. O sistema
continuou sob agitagdo neste processo de remogao do corante em excesso, o qual
durou 3 horas. As bandas referentes a massas proximas as das proteinas de interesse
foram recortadas do gel e digeridas com tripsina. Uma banda acima e abaixo da massa
esperada também foi cortada a fim de evitar eventuais perdas na separacgao.

A digestéo triptica em gel foi realizada utilizando-se as solugdes de bicarbonato
de amdnio 100 mM, DTT (ditioltreitol) 100 mM e iodoacetamida 500 mM e 100 pg de
tripsina (Trypsin Gold da Promega). Apos a remog¢ao da banda de interesse do gel,
adicionou-se 100 uL de bicarbonato de aménio 100 mM por 15 minutos e entao

removeu esta solugdo. Em seguida, adicionou-se 150 uL de bicarbonato de aménio 100
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mM e 10 yL de DTT 100 mM e incubou-se a 50 °C por 15 min Entéo, adicionou-se 10
ML de iodoacetamina 500 mM e deixou no escuro por 15 min a temperatura ambiente.
Removeu-se o liquido e substituiu-se com 100 pL de 50:50 ACN: bicarbonato de
aménio (100 mM) e deixou a solugao em repouso por 15 min. Novamente, substitui-se
o liquido por 100 yL de ACN por 10 min. Removeu-se o liquido e colocou-se no
speedvac por 10 min.

Uma solugédo estoque de tripsina 0.1 mg/mL foi preparada a partir de 100 pg
tripsina em 1000 uL acido acético (50 mM). Esta solugao estoque foi diluida 1:10 em 25
mM bicarbonato de amdnio. Adicionou-se 10 L desta solugdo final nas bandas de gel
desidratadas e deixou-se durante a noite em uma estufa a 37 °C. O sobrenadante foi
removido de cada tubo e transferido a um novo eppendorf de 0.5 mL. Os peptideos
foram extraidos do gel com 20 yL de 60% ACN, 0.1% acido formico (FA) em agua.
Depois de 15 min, removeu-se o extrato e misturou-se ao sobrenadante removido
anteriormente, repetindo-se uma segunda extracdo. O extrato foi adicionado no
eppendorf contendo o extrato anterior e o sobrenante, e evaporou-se a solugdo com
um speedvac. Os peptideos foram reconstituidos em 2% ACN, 0.1 % FA em agua e
analisados no LTQ (nanoLC-MS/MS).

- Experimentos de LC-MS/MS

Os peptideos foram separados em uma coluna capilar de silica fundida (100 ym
x 12 cm) empacotado com resina C18 (Monitor C18, 5 ym; Column Engineering, ON,
Canada). A fase mével A foi agua com 0,1% acido formico (v/v), e a fase movel B foi
acetonitrila com 0,1% &cido férmico (v/v). Devido as bombas de HPLC n&do serem
designadas a operar em fluxos de nL/min, a bomba foi operada a fluxos maiores e um
divisor de efluente foi inserido antes a valvula de inje¢do. Para manter um fluxo
constante, utilizou-se uma rampa de fluxo de 0,5 — 0.63 mL/min (de 0 — 61 min). O fluxo
foi retornado a 0,5 mL/min um minuto antes da proxima injecao. O fluxo da fase movel
na saida final da coluna capilar foi medida como sendo 250 nL/min em uma
composicao da fase moével de 25% de B. Os peptideos foram separados utilizando
gradientes lineares e com a seguinte programacao: 2% B por 10min, 2 a 27% B
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durante 35 min, 27 a 50% B durante 15 min, 50 a 95% B durante 1 min e mantido por 4
min.

Os peptideos eluentes da ponta do capilar foram introduzidos dentro da fonte de
nanoeletrospray do HCT no modo positive com uma voltagem capilar de transferéncia
do ion de aproximadamente 2,4 kV. Nitrégenio foi utilizado com um gas de secagem a
uma temperatura de 180 °C e um fluxo de 10 L/min. Espectros de MS/MS de peptideos
foram obtidos utilizando uma varredura de dados dependentes em que uma faixa do
espectro de MS (375-1200 u) foi seguido por 5 espectros de MS/MS dos 5 ions mais
intensos da varredura total. Os espectros de MS/MS foram registrados em duplicata
para cada massa precursora.

Apds a aquisi¢cao dos espectros de massas de todas as amostras analisadas (21
no total), os espectros foram analisados via MASCOT, na base de dados para homo-
sapiens, com tolerancia peptidica igual a 1.2 e no MS/MS igual a 0.6, com as
modificacbes possiveis de carbamidometil (C) e oxidagdo. Uma lista de provaveis

proteinas e peptideos identificados foi reportada para cada amostra.

4.2. Resultados e Discussao

4.2.1. Busca de biomarcadores de cancer:

Para o presente trabalho, métodos de perfil proteico direcionado pela histologia
e espectrometria de massas por imageamento quimico (IMS) foram utilizados para
avaliar cancer pancreatico. Um conjunto de amostras com tumor, normais (adjacentes
ao tumor) e com pancreatite foram analisadas. Alguns ions especificos relacionados a
proteinas foram detectados majoritariamente em tecido normal e outros em tecidos
tumorais. Alguns ions que apresentaram diferengas significativas entre amostras com
tumor e normal foram caracterizados e poderao ser avaliados para a utilizacdo como

biomarcador de cancer pancreatico.
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4.2.2. Método de perfil proteico direcionado pela histologia:

Analisou-se amostras de tecido pancreatico de 86 diferentes pacientes. O
patologista marcou células de estroma (64 pacientes) e epitélio (73 pacientes) no
conjunto de amostras e no final obteve-se amostras estroma tumoral, estroma normal,
estroma pancreatite, epitélio tumoral e epitélio normal (Figura 4.4). O espectro de
massas de cada célula foi obtido e o conjunto total foi analisado estatisticamente por
dois diferentes programas, a fim de obter-se um resultado mais seguro e confiavel.
Apds o tratamento estatistico, os resultados foram apresentados através do grafico

SAM (Significance Analysis of Microarrays).

@ Normal stroma

@ Painin

@ Pancreatitis stroma
Epithelium (normal ducts)

@ Epithelium (tumor)

@ Ascinar tissue

@ Tumor Stroma

Figura 4.4: As amostras 1001T, 1067T, 1043T, 1053T com a matriz depositada em

cada posi¢ao marcada pelo patologista.
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4.2.3. Andlise estatistica do conjunto de dados:

O conjunto de dados para analise estatistica foi dividido em epitélio (normal e

tumor) e estroma (normal, tumor e pancreatite).

A analise utilizando ProTS data e ClinProTools para as amostras com epitélio

normal (19 pacientes) x tumor (31 pacientes) apresentaram uma lista de 17 e 7 ions

referentes a proteinas com maior intensidade do ion em tumor e 8 e 10 ions referentes

a proteinas com maior intensidade do ion em tecido normal, respectivamente (Grafico

4.1). Os m/z dos ions considerados significantes pelos tratamentos estatisticos estao

listados na Tabela 4.3.

a)

b)
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SAM Plotsheet
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SAM Plotsheet

Expected score

Expected Score

Grafico 4.1: Graficos SAM (statistical analysis of microarrays) plotado para analise

epitélio tumor x normal apos os tratamento estatisticos a) ProTS Data e b)

ClinProTools.
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Tabela 4.3: Tabela dos ions apresentados com significativos na analise de epitélio com

tumor x normal apds analises por ProTS Data e ClinProTools.

Epitélio
ProTS ClinProTools
Maior intensidade em Maior intensidade em
Tumor Normal Tumor Normal
11.654 6.243 11.653 6.242
11.043 6.448 10.838 14.836
8.417 15.27 8.453 12.547
8.452 4.181 13.156 12.504
12.693 16.801 5.066 16.077
11.073 6.224 9.748 16.037
13.157 6.013 5.044 15.127
10.838 5.808 4.182
9.748 15.869
9.779 4.199
9.764
5.053
5.067
8.404
5.044
7.766
9.910

* Os valores em azul (11.653, 10.838, 8.453, 13.156, 5.066, 9.748, 5.044, 6.242 e 4.182) significam os
ions que ja haviam sido detectados pela analise por ProTS Data e foram detectados pela analise por
ClinProTools também.

Todos os ions apresentados como significantes pelos tratamentos estatisticos
foram inspecionados visualmente para verificar se estes eram realmente ions
significantes, com diferenca de intensidades consideravel e com mesmo
comportamento espectral para amostras de diferentes pacientes, e ndo apenas ruidos
ou outiliers. Para tal, as regides referentes a cada ion foram ampliadas individualmente,
e isso foi realizado para todos os espectros analisados e para a média dos espectros.
Alguns ions selecionados estdo representados na figura 4.5 para ilustragdo. Os
espectros em vermelho sao os espectros obtidos de pacientes com tumor e os

espectros em preto referem a amostras analisadas de pacientes com pancreas normal.
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* espectros em preto e em vermelho referem-se a amostras normais e tumores, respectivamente.

Figura 4.5: Regido ampliada dos espectros de massas de alguns ions selecionados na
analise de epitélio normal x tumor. A coluna da esquerda refere-se a todos os
espectros obtidos de pacientes e a coluna da direita refere-se a um espectro da média

dos espectros de amostras.

A maioria dos ions apresenta diferenca significativa entre amostras normais e
tumores (m/z 11.654, 8.452, 12.693, 13.157, 10.838, 9.748, 5.067 e 7.766 — Figura
4.5), porém ha alguns casos em que a intensidade do ion em amostras normais e
tumorais ndao é muito diferente (m/z 11.073, 8.147 e 11.043 — Figura 4.5); outros que
nem sao considerados um ion (m/z 5.053, 8.404, 9.764 e 9.779 — Figura 4.5); e ha
casos em que apenas um paciente apresentou o ion com intensidade muito grande e
com isso na média dos espectros o ion ficou mais intenso e foi considerado como
significativo, mas na verdade é apenas um outlier (m/z 5.044 — Figura 4.5). Portanto, a

analise visual € necessaria para um resultado mais exato e confiavel, e esta foi feita
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para todas as amostras analisadas: normal, tumor e pancreatite, epitélio e estroma. O
mesmo resultado foi consistente para os demais casos.

Uma analise gerada pelo ClinProTools refere-se a analise de componentes
principais (PCA), a qual mostrou uma distingao clara entre as duas classes analisadas,
tumor e normal (Figura 4.6 a). O programa gera: a) uma tabela de dados relatando os
ions que mais contribuiram para a separagao das classes no PCA (Tabela 4.4); e b) um
grafico de sensibilidade x especificidade para cada ion relatado. Os ions mais
significantes sdo os que apresentam uma area sobre a curva (AUC) do grafico mais
proximos a 1. Nesta analise, o ion com maior AUC foi o m/z 6.243, com valor igual a
0.8557, sendo, portanto, o0 mais importante na diferenciacdo das duas classes no PCA.
Este ion foi analisado visualmente para confirmagcdo dos dados obtidos
estatisticamente e realmente apresentou maior intensidade em amostras normais do
que em tumores, o que confirma os resultados descritos.

a)

P1a0,64f60n

c)

6,243

‘| Pkss
m/z6,242.7
AUC = 0.8557

¢ i ) ) 4 E) w L) @ L A . . ————
E2430n o - : . 4 o

* dados em preto e em vermelho referem-se a amostras normais e tumores, respectivamente.
Figura 4.6: a) Analise de componentes principais (PCA) de epitélio normal x tumor, b)
Area sob a curva (AUC) do gréfico do ion m/z 6.243, c) Espectro de Massas da média

dos pacientes ampliado na regido do ion m/z 6.243.
A tabela fornecida pelo programa mostra a razdo m/z dos ions e os valores

obtidos para cada tratamento estatistico realizado, como por exemplo, PTTA, PWKW,
StdDev1 e StdDev2.
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Tabela 4.4: Tabela gerada pelo ClinProTools na analise de epitélio normal x tumor,

fornecendo os ions mais significativos e os valores encontrados utilizando diferentes

métodos estatisticos.

Index Mass DAve PTTA PWKW PAD Avel Ave2 StdDevl StdDev2 Ccvi cv2

85 6242.66 159.37 0.0105 <0.000001 | <0.000001 186.72 27.35 137.79 14.34 73.79 52.42

1 2006.88 2.39 0.195 0.00551 <0.000001 5.39 3 5.32 2.21 98.68 73.65
186 14836.34 | 48.61 0.0598 0.00713 | <0.000001 62.84 14.23 63.24 4.45 100.63 31.3
120 8415.61 14.98 0.0256 0.00729 0.00127 21.49 36.47 8.78 18.06 40.83 49.52
168 12547.92 15.89 0.041 0.00729 <0.000001 28.6 12.71 18.98 5.13 66.34 40.34

2 2234.16 15.13 0.121 0.00729 <0.000001 30.55 15.42 25.93 7.81 84.89 50.65
121 8453.23 31.62 0.136 0.00809 <0.000001 24.72 56.34 25.99 74.76 105.14 132.7
157 11653.89 [159.42 0.041 0.00838 0.000305 128.48 287.89 124.59 208.04 96.98 72.26

Foram realizados os mesmos tratamentos estatisticos para todas as outras
analises, as quais estdo apresentadas a seguir.

As amostras de estroma foram dividas em 3 analises: normal x tumor, tumor x
pancreatite e normal x pancreatite. A analise utilizando ProTS data e ClinProTools para
as amostras com estroma normal (20 pacientes) x tumor (32 pacientes) (Grafico 4.2)
apresentaram uma lista de 11 e 9 ions referentes a proteinas com maior intensidade do
ion em tumor e 6 e 8 ions referentes a proteinas com maior intensidade do ion em

tecido normal, respectivamente (Tabela 4.5).

a) b)

Significant: 19
Median number of false positives:0

Sianificant: 17
Median numberof false nosiives: 0
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Grafico 4.2: Graficos SAM (statistical analysis of microarrays) plotado para analise
estroma tumor x normal apds os tratamento estatisticos a) ProTS Data e b)

ClinProTools.
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Tabela 4.5: Tabela dos ions apresentados com significativos na analise de estroma

com tumor x normal apés analises por ProTS Data e ClinProTools.

Estroma
ProTS ClinProTools
Maior intensidade em Maior intensidade em
Tumor Normal Tumor Normal
9.748 6.243 9.749 6.243
4.747 16.082 3.439 16.079
3.439 7.565 10.838 7.566
4.675 15.129 3.462 15.129
12.692 15.868 13.157 15.871
10.838 7.935 3.483 7.937
13.157 3.368 14.837
5.417 3.407 8.041
3.368 3.394
9.187
3.482

* Os valores em azul (9.749, 3.439, 10.838, 13.157, 3.483, 3.368, 6.243, 16.079, 7.566, 15.129, 15.871 e

7.937) significam os ions que ja haviam sido detectados pela analise por ProTS Data e foram detectados
pela analise por ClinProTools também.
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1a) 5 a) b)
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* espectros em preto e em vermelho referem-se a amostras normais e tumores, respectivamente.

Figura 4.7: Regidao ampliada dos espectros de massas de alguns ions selecionados na
analise de estroma normal x tumor. A coluna da esquerda refere-se a todos os
espectros obtidos de pacientes e a coluna da direita refere-se a um espectro da média
dos espectros de amostras.
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a)

/ 7 6,243

1| Pk78
m/z6,243.2
AUC=0.772631

* dados em preto e em vermelho referem-se a amostras normais e tumores, respectivamente.

Figura 4.8: a) Analise de componentes principais (PCA) de estroma normal x tumor, b)
Area sob a curva (AUC) do gréfico do ion m/z 6.243, c) Espectro de Massas da média

dos pacientes ampliado na regido do ion m/z 6.243.

Tabela 4.6: Tabela gerada pelo ClinProTools na analise de estroma normal x tumor,
fornecendo os ions mais significativos e os valores encontrados utilizando diferentes

métodos estatisticos.

Index| Mass DAve PTTA |PWKW PAD Avel Ave2 StdDevl StdDev2 CV1 CVv2
27 3504.05 | 12.06 0.0051|0.0139 |0.000494 16.12 28.17 5.43 12.89 33.67 45.74
20 3368.52 [278.87 0.0423 | 0.126 k0.000001 112.55 391.42 94.51 448.56 83.97 114.6
78 | 6243.25 | 99.44 0.0423(0.0139 k0.000001 136.24 36.8 122.92 21.22 90.22 57.65

132 9749.42 | 40.91 0.0423(0.0139 £k 0.000001 24.7 65.61 18.8 64.73 76.11 98.67
125 | 9187.39 | 7.63 0.0898| 0.112 0.00029 14.7 22.33 6.41 13.35 43.62 59.79

A analise utilizando ProTS data e ClinProTools para as amostras com estroma
tumor (29 pacientes) x pancreatite (23 pacientes) (Grafico 4.3) apresentaram uma lista
de 1 e 4 ions referentes a proteinas com maior intensidade do ion em tumor e 5 e 2
ions referentes a proteinas com maior intensidade do ion em pancreatite,

respectivamente (Tabela 4.7).
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Grafico 4.3: Graficos SAM (statistical analysis of microarrays) plotado para analise

estroma tumor x pancreatite apos os tratamento estatisticos a) ProTS Data e b)

ClinProTools.

Tabela 4.7: Tabela dos ions apresentados com significativos na analise de estroma

com tumor x pancreatite apos analises por ProTS Data e ClinProTools.

Estroma

Pancreatite

ProTS
Maior intensidade em
Tumor
5.067

5.808
6.242

6.014

5.825

6.631

ClinProTools
Maior intensidade em

Tumor Pancreatite
5.067 5.808
13.157 6.242
10.838
3.434

* Os valores em azul (5.067, 5.808 e 6.242) significam os ions que ja haviam sido detectados pela

analise por ProTS Data e foram detectados pela analise por ClinProTools também.
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* espectros em preto e em vermelho referem-se a amostras normais e tumores, respectivamente.
Figura 4.9: Regidao ampliada dos espectros de massas de alguns ions selecionados na
analise de estroma tumor x pancreatite. A coluna da esquerda refere-se a todos os
espectros obtidos de pacientes e a coluna da direita refere-se a um espectro da média

dos espectros de amostras.
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c)

f : 5,068

/ Pk51
/' m/z5,067.9
,«‘J AUC=0.757103

* dados em preto e em vermelho referem-se a amostras normais e tumores, respectivamente.
Figura 4.10: a) Analise de componentes principais (PCA) de estroma tumor x
pancreatite, b) Area sob a curva (AUC) do gréafico do ion m/z 5.067, c) Espectro de

Massas da média dos pacientes ampliado na regiao do ion m/z 5.067.

Tabela 4.8: Tabela gerada pelo ClinProTools na andlise de estroma tumor x
pancreatite, fornecendo os ions mais significativos e os valores encontrados utilizando

diferentes métodos estatisticos.

Index Mass DAve PTTA | PWKW PAD Avel Ave2 StdDevl StdDev2 CV1 Cv2
80 6433.98 | 9.27 0.0486| 0.0179 0.031 31.66 22.39 9.56 5.9 30.21 26.35
67 5776.48 | 2.59 0.162 | 0.0681 | 0.00122 10.16  7.57 3.23 1.89 31.78 24.93
66 5764.73 6.1 0.166 | 0.201 0.0404 28.07 21.97 7.58 5.64 27.01 25.66
51 5067.89 | 78.49 0.177 | 0.107 |<0.000001 39.61 118.1 18.79 132.34 47.44 112.05

A ultima analise foi comparando amostras com estroma normal (20 pacientes) x
pancreatite (19 pacientes) (Grafico 4.4), a qual apresentou uma lista de 4 e 3 ions
referentes a proteinas em maior intensidade do ion em pancreatite e 6 € 6 ions
referentes a proteinas em maior intensidade do ion em tecido normal, utilizando ProTS

data e ClinProTools, respectivamente (Tabela 4.9).
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Grafico 4.4: Graficos SAM (statistical analysis of microarrays) plotado para analise

estroma normal x pancreatite apds os tratamento estatisticos a) ProTS Data e b)

ClinProTools.

Tabela 4.9: Tabela dos ions apresentados com significativos na analise de estroma

com pancreatite x normal apos analises por ProTS Data e ClinProTools.

ProTS

Maior intensidade em

Estroma

ClinProTools
Maior intensidade em

Pancreatite Normal Pancreatite Normal
3.482 5.044 3.368 16.078
3.368 16.083 3.439 15.870
9.748 7.935 3.482 7.936
3.439 5.052 16.494

7.565 7.566
15.868 15.128

* Os valores em azul (3.368, 3.439, 3.482, 16.078, 15.870, 7.936 e 7.566) significam os ions que ja

haviam sido detectados pela analise por ProTS Data e foram detectados pela analise por ClinProTools

também.
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* espectros em preto e em vermelho referem-se a amostras normais e tumores, respectivamente.

Figura 4.11: Regido ampliada dos espectros de massas de alguns ions selecionados
na analise de estroma normal x pancreatite. A coluna da esquerda refere-se a todos os
espectros obtidos de pacientes e a coluna da direita refere-se a um espectro da média

dos espectros de amostras.
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b)

N - 6,243

Pk 66
) J m/z6,242.8
] AUC =0.708455

* dados em preto e em vermelho referem-se a amostras normais e tumores, respectivamente.

Figura 4.12: a) Analise de componentes principais (PCA) de estroma normal x

pancreatite, b) Area sob a curva (AUC) do grafico do ion m/z 6.243, c) Espectro de

Massas da média dos pacientes ampliado na regido do ion m/z 6.243.

Tabela 4.10: Tabela gerada pelo ClinProTools na analise de estroma normal x

pancreatite, fornecendo os ions mais significativos e os valores encontrados utilizando

diferentes métodos estatisticos.

DAve PTTA|PWKW
62.58 0.388| 0.379
4.08 0.388| 0.379

Index| Mass
66 |6242.84
159 (13644.02]

PAD Avel Ave2 StdDevl StdDev2 CV1 CV2
<0.000001 140.73 78.15 124.97 93.38 88.8 119.48
0.0601 13.62 17.7 6.83 6.71 50.18 37.92

A tabela abaixo (Tabela 4.11) resume o tipo de célula analisada, a quantidade de

amostras (pacientes) de cada analise e o numero de ions significativos detectado em

cada programa estatistico utilizado.
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Tabela 4.11: Resumo das analises realizadas e o numero de ions significativos

encontrados por cada programa.

Célula Tecido (# pacientes) ProTS Data ‘ ClinProtools
oo Normal (19) 8 10
Epitelio Tumor (31) 17 7
Normal (20) 6 8
Estroma Tumor (32) 11 9
Estroma Tumor (29) 1 4
Pancreatite (23) 5 2
Estroma Normal (20) 6 6
Pancreatite (19) 4 3

O resultado das analises estatisticas reportando os ions mais significativos esta

ilustrado na tabela 4.12.

Tabela 4.12: ions detectados como significativos nas analises de ProTS Data e

ClinProTools.

Epitélio Estroma
ProTS ClinProTools ProTS ClinProTools
Maiorintensidade em Maiorintensidade em Maiorintensidade em Maiorintensidade em
Tumor Normal Tumor Normal Tumor Normal Tumor Normal
11.654 6.243 11.653 6.242 9.748 6.243 9.749 6.243
11.044 6.448 10.838 14.836 4.747 16.082 3.439 16.079
8.417 15.27 8.453 12.547 3.439 7.565 10.838 7.566
8.453 4.181 13.156 12.504 4.675 15.129 3.462 15.129
12.692 16.801 5.066 16.077 12.692 15.868 13.157 15.871
11.074 6.224 9.748 16.037 10.838 7.935 3.483 7.937
13.157 6.013 5.044 15.127 13.157 3.368 14.837
10.838 5.808 4.182 5.417 3.407 8.041
9.748 15.869 3.368 3.394
9.779 4.199 9.187
9.764 3.482
5.054
5.067 Estroma
8.403 ProTS ClinProTools
5.045 Maior intensidade em Maior intensidade em
7.765 Pancreatite Normal Pancreatite Normal
9.91 3.482 5.044 3.368 16.078
Estroma 3.368 16.083 3.439 15.870
ProTS ClinProTools 9.748 7.935 3.482 7.936
Maiorintensidade em Maiorintensidade em 3.439 5.052 16.494
Tumor Pancreatite Tumor Pancreatite 7.565 7.566
5.067 5.808 5.067 5.808 15.868 15.128
6.242 13.157 6.242
6.014 10.838 * jons em azul referem-se aos ions também encontrados na anilise
feita pelo ProTS Data, além da analise pelo Clin ProTools.
5.825 3.434
6.631

Os ions mais interessantes apds a comparagao dos resultados estatisticos e a

inspecao visual na média dos espectros foram os ions: m/z 6.243 que apareceu
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majoritariamente em tecidos normais e m/z 3.368, 3.439, 3.482 que apareceu

majoritariamente em tecidos com tumor.

4.2.4. MALDI IMS:

Apés a analise de perfil protéico direcionado pela histologia, realizou-se o
imageamento quimico de algumas amostras com tumor e normais, as quais foram
selecionadas por apresentarem a maior variedade de células identificadas pelo
patologista. Inicialmente, realizou-se imagens com resolugao lateral de 250 ym nas
amostras 1001-T, 1067-T e 1149-T. O espectro de massas (ESI(+)-MS) resultante apos
a aquisicao total da imagem apresentou diversos ions; cada ion foi selecionado, e, com
isso, obteve-se a imagem correspondente.

Algumas imagens referentes a alguns ions selecionados estdo ilustradas na
Figura 4.13. Os ions foram marcados com cores (amarelo e vermelho) de acordo com o
que havia sido reportado anteriormente pelos dados estatisticos, a fim de facilitar a
analise visual e verificar se realmente os dados provenientes dos estudos por perfil
proteico foram condizentes com as imagens.

Os ions em amarelo e em vermelho referem-se aos ions que apresentaram
maior intensidade nas amostras de pacientes normais e com tumor, respectivamente, a

partir das analises estatisticas (Figura 4.13).
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* jons em amarelo e em vermelho apresentaram maior intensidade no espectro de massas na analise de
amostras de pacientes normais e com tumor, respectivamente, a partir das analises estatisticas.

Figura 4.13: Imagens referentes a alguns ions m/z selecionados no espectro de
massas das amostras: 1001-T (esquerda), 1067-T (centro), 1149-T (direita).

Para facilitar ainda mais a visualizacdo e fazer uma comparagao direta na
andlise destas imagens, selecionou-se apenas alguns ions da amostra 1001-T e
adicionou-se o H&E staining da amostra, que é o método classico e padrao na analise
de células tumorais e normais. A coloragdo mais escura no H&E staining refere-se a
regiao com células tumorais e a coloragdo mais clara corresponde a regido com células

normais (Figura 4.14).
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Figura 4.14: Imagens referentes a alguns ions m/z selecionados no espectro de
massas da amostra 1001-T.

Analisando-se cuidadosamente, pode-se verificar que o resultado das imagens
foi condizente com os resultados observados pelo perfil proteico direcionado pela
histologia e pelo H&E staining.

Ou seja, ao selecionar o ion m/z 6.243, a imagem correspondente a este ion
apresentou uma maior intensidade na parte superior e direita superior do tecido, porém
ao selecionar os ions m/z 3.369, 3.440, 3.484, a imagem foi detectada do lado
esquerdo e inferior total da amostra, ou seja, complementa a imagem anterior.
Comparando estas imagens com H&E staining, pode-se observar a mesma correlagao.
Portanto, o ion m/z 6.243 esta presente em amostra de pacientes normais e os ions
com m/z 3.369, 3.440 e 3.484 estao presentes em pacientes com tumor, como relatado
anteriormente pelas analises de perfil proteico e dados estatisticos.

Outras duas amostras foram também submetidas a MALDI IMS, porém

utilizando-se uma resolugao lateral menor desta vez (100 uym), para a obtencdo de uma
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imagem com maior resolugdo. As amostras testadas foram 1043-T e 1053-T, sendo a
primeira com um maior numero de células tumorais e a segunda com células normais.
Neste caso as amostras com tumor e normais sdo de pacientes distintos e ndo do
mesmo paciente como no caso anterior.

As imagens de alguns ions selecionados estdo ilustradas na figura 4.15, a

mesma relagado de cores utilizadas anteriormente foi atribuida para estas imagens.

R ey,
- i =

f

m/z212,234 m/z212,353 m/z13,789 m/z14,016 m/z15,141

Figura 4.15: Imagens referentes a alguns ions m/z selecionados no espectro de

massas das amostras: 1053-T (esquerda), 1043-T (direita).

Para uma melhor visualizacdo e comparacido dos resultados, ampliou-se a
imagens dos ions com m/z 3.369 e m/z 6.243 (Figura 4.16). O resultado foi similar, e o
ion com m/z 3.369 esta presente apenas na amostra com tumor e o ion com m/z 6.243

esta na amostra normal, porém agora as imagens possuem uma alta resolucao lateral.
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Figura 4.16: MALDI IMS dos tecidos 1043-T (esquerda) e 1053-T (direita); imagem
quimica dos ions: a) m/z 3.369 e b) m/z 6.243.

Os trés ions, m/z 3.369, 3.440 e 3.484, apresentaram a mesma imagem quimica
no experimento anterior (Figura 4.15), ou seja, eles estavam presentes na mesma
regiao da amostra analisada referente a parte com tumor. No entanto, quando se
verificou a imagem dos ions m/z 3.440 e m/z 3.484, o primeiro apresenta uma imagem
correspondente ao ion m/z 3.369, porém o segundo esta presente também na amostra
normal, o que nao foi apresentado pelo experimento anterior (Figura 4.13).

Para investigar melhor este ion, selecionou-se uma regido especifica em cada
amostra, em uma das partes em que o ion de interesse estava com maior intensidade;
e 0 espectro de massas de cada regiao foi obtido (Esquema 4.6). A regido R1 refere-se
a amostra com tumor e a regido R2 refere-se a amostra normal. O espectro de massas
proveniente da regido R1 esta ilustrado em azul e o espectro de massas da regido R2
esta em preto. Pode-se notar que os dois espectros de massas sao diferentes, o
espectro em azul contém os trés ions descritos anteriormente, porém o espectro em
preto contém apenas um ion na regido do ion com m/z 3.369. Este ion ndo esta
totalmente sobreposto ao ion nesta mesma regido do espectro em azul, ou seja,
acredita-se que nao se referem ao mesmo ion. Entdo, selecionou-se apenas a parte
direita do pico em azul, na qual ndo continha o pico em preto, e a imagem
correspondente foi denominada R1. Em seguida, selecionou-se a parte esquerda do
pico em preto e a imagem foi denominada R2. As imagens foram distintas, a imagem
R1 apresentou o ion em toda amostra com tumor, enquanto que a imagem R2
apresentou o ion apenas na amostra normal. Ou seja, trata-se de dois ions com m/z

muito préoximos, um presente em amostra normal e o outro em amostra com tumor,
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porém como o espectrdmetro de massas utilizado n&o possuia alta resolugao, os ions
nao foram claramente distinguiveis e na primeira analise eles foram selecionados como
sendo um unico ion. Para confirmar esta hipétese, um espectrometro de massas de
alta resolugao, um FT-ICR MS, foi utilizado e realmente foi detectada a presenga de
dois ions com m/z 3.481,63471 e 3.484,49359.
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Esquema 4.6: Esquema resumido da analise do ion m/z 3.484 nas amostras 1053-T e
1043-T.

A partir de todos os dados obtidos e correlacionados até o momento, ha alguns
ions com potencial para serem biomarcadores, uma vez que estdo presentes em
apenas tecidos normais ou tumorais. A préoxima etapa foi identificar estes ions para

determinar quais s&o as proteinas referentes aos mesmos.
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4.2.5. Identificagao das proteinas de interesse:

O proximo passo foi tentar identificar estes ions de interesse. Para isso foram
realizados experimentos de MS/MS e HRMS utilizando-se os instrumentos TOF/TOF e
FT-ICR MS, respectivamente. Apds a fragmentagcdo do ion, o espectro obtido foi
exportado para a base de dados MASCOT e algumas proteinas foram atribuidas.
Experimentos tradicionais utilizando gel e LC-MS para separagéao, purificagdo e analise
de proteinas foram realizados para identificar algumas proteinas ndo detectadas pelos

métodos descritos anterioremente.
- Experimentos de MS e HRMS diretamente no tecido:

As primeiras proteinas identificadas foram referentes a hemoglobina, uma vez
gue os sinais sdo bem caracteristicos e encontrados em diversas amostras de tecidos
humanos. Normalmente, detecta-se a hemoglobina devido a presenca de quatro ions
(7.565, 7.935, 15.127 e 15.868), estes sao referentes as duas subunidades de
hemoglobina, os quais estdo na forma monocarregada e dicarregada.

Nos experimentos realizados varios tecidos normais apresentaram espectros de
massas MALDI(+)-TOF com estes ions caracteristicos. Os dois primeiros ions
detectados foram referentes a hemoglobina subunidade a, com [M+H]" m/z 15.127, e
[M+2H]** m/z 7.565. Os outros dois ions referiam-se & hemoglobina subunidade B, com
[M+H]" m/z 15.868, e [M+2H]* m/z 7.935. A partir do SwissProt (UniProtkB) foi

possivel verificar qual o peptideo relacionado a cada proteina identificada (Figura 4.17).
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a) P69905 [2-142], Hemoglobina subunidade alfa, Homo sapiens (Humano)

10 z0 30 a0 50 80
MVLSPADKTN VEAAWGEVGA HAGEYGAEAL ERMFLSFPTT ETYFPHFDLS HGSAQVEGHG

70 50 90 100 110 120
FEVADALTHA VAHVDDMPNA L3ALSDLHAH KLRVDPVNFE LLSHCLLVTL AAHLPAEFTE

130 140
AVHASLDEFL ASWITVLTIE YR

P6887 [2-147], Hemoglobina subunidade beta, Homo sapiens (Humano)

10 20 30 an 50 g0
MVHLTPEEES AVTALWGEVN VDEVGGEALG RLLVVYPWTO RFFESFGDLY TPDAVMGNEE

70 50 a0 100 110 120
VEAHGKEVLG AFSDGLAHLD NLEGTFATLS ELHCDELHVD PENFELLGNY LVCVLAHHFG

130 140
EEFTPPVOAL TOEWVAGVAN ALLHKYH

Figura 4.17: Sequéncia da proteina Hemoglobina a) subunidade a e b) subunidade 3 e

as respectivas sequiéncias dos peptideos destacadas em amarelo.

No caso dos trés ions presentes (m/z 3.440, 3.369 e 3.484) em tecidos com
tumor, os ions referentes a proteinas com maior intensidade do sinal ndo fragmentaram
nos experimentos de MS/MS. Porém a massa exata obtidas nos experimentos de alta
resolucao (HRMS) utilizando FT-ICR MS indicou que os ions m/z 3.440, 3.369 e 3.484
referem-se as proteinas defensivas presentes em humanos, DEF1 (Defensina
neutrofilica 1), DEF2 (Defensina neutrofilica 2) e DEF3 (Defensina neutrofilica 3),
respectivamente, pois as massas experimentais e tedricas foram muito préximas.

A partir do SwissProt (UniProtKB) foi possivel verificar que a proteina Defensina
neutrofilica 1 (DEF1_HUMAN) apresenta os peptideos defensina neutrofilica 1 e 2 na
sua estrutura (Tabela 4.13), bem como a sequéncia destes peptideos (Figura 4.18), as
quais possuem as mesmas massas detectadas pelo espectrometro de massas (m/z
3.440 e 3.369).
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Tabela 4.13: Anotagcbes da sequéncia da proteina DEF1_HUMAN e os provaveis

peptideos correlacionados.

Anotacgao da seqiiéncia (caracteristicas)

Caracteristica Posigdo Descri¢do Vista grafica Identificador
chave

Processamento molecular

[] | Peptideo sinal 1-19 19

[] | Propeptideo 20-38 19 — ——  PRO_0000006771
0 | cadeira 39 -594 L HP 1-56 I PRO_DO0000GY Y2
O Peptideo G5 —94 30 Defensina Neutéfila 1 — PRO_000000677 3
O Ppeptideo BB — 94 29 Defensina Neutdfila 2 1 PRO_000000677 4

P59665 [65-94], Defensina neutrdfila 1, Homo sapiens (Humano)

10 20 30 a0 50 &0
MRTLATLAAI LLVALQAQAE PLOARADEVA AAPEQIAADI PEVVVSLAWD ESLAPKHPGS

70 g0 =l
FEMNMACYCRI PACTAGEREY GTCIYQGELW AFCC

P59665 [66-94], Defensina neutrdfila 1, Homo sapiens (Humano)

10 20 30 an 50 ]

METLATLA&AT LLWALQAQAE PLOARADEVL ALPEQTAADT PEVVVILAWD E3LAFPEHPGS

70 80 a0
RENMACYCRI PACTAGERRY GTCITOGRLY AFCC

Figura 4.18: Sequéncia da proteina DEF1_HUMAN e as sequUéncias dos peptideos a)

defensina neutrofilica 1 e b) defensina neutrofilica 2, destacadas em amarelo.

A mesma analise foi relacionada para a proteina Defensina neutrofilica 3
(DEF3_HUMAN), e os dados correspondentes estdo na Tabela 4.14 e Figura 4.19.
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Tabela 4.14: Anotagbes da sequéncia da proteina DEF3_HUMAN e os provaveis

peptideos correlacionados.

Anotagao da seqiiéncia (caracteristicas)

Caracteristica Posigdo Descrigdo Vista grafica Identificador
chave

Processamento molecular

[ Peptideo sinal 1-19 19

[0  Propeptideo 20-38 19 ————— | PRO_0000006777
O  cadeira 39 -94 56 HP1-56 — PRO_O0000067 78
0 peptideo 55 - 94 30 | Defensina Neutéfila 3 — PRO_00000067 75
I Ppeptideo B6 — 94 29 Defensina Neutdfila 2 —— PRO_O000006780

P59666 [65-94], Defensina neutrdfila 3, Homo sapiens (Humano)

10 20 30 an 50 &0
MRTLAILAAT LLVALQAQAE PLOARADEVA AAPEQIAADI PEVVVSLAWD ESLAPEHEGS

70 g0 50
FENMDCYCRI PACIAGERRY GTCIYQGELIW A4FCC

P59666 [66-94], Defensina neutrdfila 3, Homo sapiens (Humano)

10 20 30 an 50 &0
MRTLAILAAT LLVALQAQAE PLOARADEVA AAFEQTAADI FEVVVSLAWD ESLAPEHEGS

70 80 a0
RENMDCYCRI PACTAGERRY GTCITQGRLY AFCC

Figura 4.19: Sequéncia da proteina DEF1_HUMAN e as sequUéncias dos peptideos a)

defensina neutrofilica 1 e b) defensina neutrofilica 2, destacadas em amarelo.

Estas proteinas foram descritas na literatura estando presentes em diversos

tipos de cancer e relacionadas a processos de inflamagao, portanto, faz sentido a

presenca destas proteinas nas amostras em que foram encontradas tumores. Com

estes dados, supde-se que estas sejam as proteinas referentes aos m/z 3.440, 3.369 e

3.484, porém outros experimentos sao necessarios para confirmacao desta hipotese.
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- Experimentos de MS/MS diretamente no tecido:

O préximo experimento para a identificagdo proteica foi a realizacado de MS/MS
dos ions considerados significativos a partir das analises estatisticas e dos
experimentos de imagem.

Para os experimentos de MS/MS, o tecido intacto, preparado da mesma maneira
dos experimentos de imagem, foi inserido dentro do espectrbmetro de massas
(UltrafleXtreme, da Bruker). Em seguida o espectro de massas gerado foi submetido a
base de dados MASCOT e por fim uma analise foi realizada utilizando SwissProt
(UniprotKB).

O primeiro ion identificado foi o de m/z 3.481, para confirmar que era uma
proteina diferente da DEF3. O tecido da amostra (normal) 1043-T foi inserido dentro do
espectrémetro de massas, o ion de interesse foi selecionado (Figura 4.20) e submetido
a colisdo. O espectro de massas resultante apresentou varios ions (Figura 4.21) e foi

analisado posteriormente via MASCOT.

3481.901

Intens. [a.u.]
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500 7
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0

Figura 4.20: Espectro de Massas MALDI(+)-TOF apos selegdo do ion m/z 3.481.

140



Intens. [a.u.]

3000 -

2000

1000 7

183.773

225,794

1751.357

1508.202

ol

Ao

TRy Y
g

2520.975

2328.850

3420.009

T
1000

T
1500

T T
2000 2500

T T
3000 l IWOO
m/z

Figura 4.21: Espectro de Massas MALDI(+)-TOF/TOF do ion m/z 3.481.

O MASCOT identificou o espectro de massas como referente a proteina
GLUC_HUMAN (HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNT), o que faz sentido uma

vez que a amostra analisada foi pancreas, o qual produz Glucagon. Apos a analise por

MASCOT, uma analise utilizando SwissProt (UniprotkKB) foi realizada para verificar a

sequéncia da proteina total e a sequéncia do fragmento detectado, o qual esta

destacado em amarelo (Figura 4.22).

P01275 [53-81], Glucagon, Homo sapiens (Humano)

10

70

130

140
AWLVEGRGER DFPEEVAIVE ELGERHADGS FSDEMNTILD NLAARDFINW LIQTEITDRE

a0

80

150

40

MESTITFVAGL FVHMLVQGSUQ R3LODTEEES RSFSASDADE L3DPDOMNED FRHSQGTFTS

100

DYSEYLDAFE AQDFVOWLIN TERENFNNIAEK FHDEFERHAE GTFTSDWVIST LEGQAAFKEFI

160

50 &0
110 120

170 150

Figura 4.22: Sequéncia da proteina GLUC_HUMAN e seqiéncia do peptideo

(glucagon) destacado em amarelo.
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Outro ion secionado para experimento de MS/MS foi o ion de m/z 2.235. A figura

4.23 representa o espectro de massas full scan obtido diretamente do tecido da

amostra (normal) 1043-T. O espectro de massas MS/MS (Figura 4.24) apresentou

varios ions provenientes apds a colisdo do precursor com o0 gas, o que tornou o

espectro rico em informacdes e com resultado mais preciso apés a analise pelo

MASCOT.
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Figura 4.23: Espectro de Massas MALDI(+)-TOF da amostra 1043-T.
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Figura 4.24: Espectro de Massas MALDI(+)-TOF/TOF do ion m/z 2.235.
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A analise através do MASCOT indicou a proteina PAHO_HUMAN referente ao
ion m/z 2.235. A analise através do SwissProt (Figura 4.25) mostrou que este ion,
chamado icosapeptideo pancreatico (HKEDTLAFSEWGSPHAAVPR), referiu-se a uma

sequéncia peptidica da proteina Prohorménio Pancreatico (PAHO_HUMAN).

P01298 [69-88], Prohorm&nio pancreatico, Homo sapiens (Humano)

10 20 30 an 50 50
MAAARLCLSL LLLSTCVALL LOPLLGAQGA PLEPVYPGDN ATPEQMAQTA ADLRRYINML

70 &0 ap
TRPEYGERHE EDTLAFSEUG SPHAAVPREL SPLDL

Figura 4.25: Sequéncia da proteina PAHO_HUMAN e sequéncia do peptideo

(icosapeptideo pancreatico) destacado em amarelo.

Como o proprio nome sugere, esta proteina também esta presente no pancreas,
0 que esta condizente com nossa amostra, que foi amostra de pancreas normal. Ao
analisar novamente a imagem referente a esta proteina, verifica-se que esta se
encontra apenas na parte superior direita da amostra 1043-T. Outro ion também
apresenta uma distribuicdo espacial similar na amostra, o ion com m/z 4.182 (Figura
4.26).

Figura 4.26: Imagens referentes aos ions com a) m/z2.235 e b) m/z 4.182.

Ao analisar a proteina PAHO_HUMAN pelo SwissProt (UniProtKB), verifica-se
que além do peptideo detectado como icosapeptideo pancreatico m/z 2.235, ha outro
peptideo com grande cobertura da proteina contendo 36 AA’s, denominado horménio

pancreatico (Tabela 4.15).
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Tabela 4.15: Anotac¢des da sequéncia da proteina PAHO_HUMAN e os provaveis

peptideos correlacionados.

Anotacao da seqiiéncia (caracteristicas)

Caracteristica Posicao Descri¢do Vista grafica Identificador
chave
Processamento molecular

[C Peptideo sinal 1-20 20

C  Peptideo 30 -65 36 Horménio pancredtico - — | PRO_00000Z5365
C Peptideo B3 - 88 0 Icosapeptideo pancreatico ~ | PRO_DDODDZ5366
C B89 - 95 7 — ¢  PRO_0000025367

Propeptideo

Este  peptideo cuja sequéncia é  APLEPVYPGDNATPEQMAQYA
ADLRRYINMLTRPRY, possui m/z 4.182 (Figura 4.27), ou seja, 0 mesmo valor do ion
detectado com imagem similar ao m/z 2.235. Portanto, a partir do experimento de
MS/MS e do experimento de imagem pode-se atribuir mais dois peptideos relacionados

a uma proteina pancreatica.

P01298 [30-65], Prohormdnio pancreatico, Homo sapiens (Humano)

10 £0 30 40 50 =10}
MaAARLCL3L LLLSTCVALL LOPLLGAQGA PLEPVWYPGDN ATPEQMAQYA ADLREYINML

70 50 ag
TRPRYGERHE EDTLAFSEWG SPHALVPREL SPLDL

Figura 4.27: Sequéncia da proteina PAHO_HUMAN e sequéncia do peptideo

(hormdnio pancreatico) destacado em amarelo.

O proximo experimento de MS/MS realizado foi selecionando o ion m/z 5.808,
presente apenas na amostra (normal) 1043-T. Este ion deve ser referente a insulina
humana®, uma vez que o pancreas produz muito esta insulina. Portanto, o experimento
de MS/MS foi realizado a fim de comprovar tal hipétese.

O espectro de massas apoés a colisdo do ion com o gas apresentou um numero
pequeno de ions, ou seja, a molécula ndo fragmentou muito bem. Isto deve-se ao fato

da insulina conter 3 ligagdes dissulfeto, duas intermolecular e uma intramolecular,
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unindo as cadeias a e B (Figura 4.28). O espectro foi enviado a base de dados
MASCOT, porém nenhuma proteina foi correlacionada devido a pouca informacao

espectral.

5___—] NH, NH, NH,
Q] ]]eu.?a.l Gi.ll. 1l.l C .Cy.Thr,Ser. Ilew. Len,Tyr l!}lu :Lsp Py Cy.‘lap.
2 8 10 1 12 13 14 15 15 17 18 19 é 21

NH,NE, d

]
Phe. an.Asp i.Ja'l-lu.Hls éy ly Ser.His. Leu. Val.(llu, Ala. Len. Tyr.Leu. Val Oy. Gly. Glu_Arg.Gly. Phe.Phe.Tyr. Tht. Pro.Lys. Thr,
i =z 7 9 10 11 1213 14 15 16 17 1319 20 21 22 23 2¢ 256 26 27 28 29 30

Figura 4.28: Estrutura da Insulina Humana.

Entao, aplicou-se em uma placa de MALDI um padrédo de insulina humana e
matriz (SA) e realizou-se o experimento de MS/MS. O perfil espectral da insulina
detectada diretamente no tecido foi o mesmo da proteina padrao (Figura 4.29),
confirmando, portanto, que ion com m/z 5.808 refere-se a insulina humana (Cadeia f:
FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT, Cadeia a: GIVEQCCTSICSLYQLENYCN
e ligagoes de dissulfeto: 37-a7; f19-a20; a6-a11).
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Figura 4.29: Espectro de massas MALDI-TOF/TOF da a) insulina humana padrao e b)

da insulina presente na amostra analisada.

Até o momento foram identificadas as proteinas defensinas DEF1, DEF2 e DEF3
em tecidos com tumor e as proteinas hemoglobina subunidades a e 3, glucagon,
prohormdnio pancreatico (PAHO) e insulina em tecidos normais apds os experimentos
de MS, HRMS e MS/MS (Tabela 4.16).
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Tabela 4.16: Proteinas identificadas e suas respectivas sequéncias, o m/z

experimental, e o modo de identificacao utilizado.

Proteina Seqiiéncia mjz ID
TYB4_HUMAN
SDKPDMAEIEKFDKSKLKKTETQEKNPLPSKETIEQEKQAGES 4965 MS/MS
(Timosina beta-4)
GLUC_HUMAN HRMS
HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNT 3481.63471
(Glucagon) MS/MS
INS_HUMAN Insulin B chain: FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT HRMS
. Insulin A chain: GIVEQCCTSICSLYQLENYCN 5808.077
(Insulina) Disulfide bond: B7-A7; B19-A20; A6-A11 MS/MS
PAHO_HUMAN MS
. HKEDTLAFSEWGSPHAAVPR 2235.1
(Icosapeptideo pancreatico) MS/MS
PAHO_HUMAN
APLEPVYPGDNATPEQMAQYAADLRRYINMLTRPRY 4182.2 MS

(Horménio pancreatico)

VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMFLSFPTTKTYF

HBA_HUMAN
] ) PHFDLSHGSAQVKGHGKKVADALTNAVAHVDDMPNALSALSDL 15127
(Hemoglobina subunidade MS
HAHKLRVDPVNFKLLSHCLLVTLAAHLPAEFTPAVHASLDKFLAS 7565
alfa) VSTVLTSKYR
HBB_HUMAN VHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRLLVVYPWTQRFFE
. . SFGDLSTPDAVMGNPKVKAHGKKVLGAFSDGLAHLDNLKGTFA 15868
(Hemoglobina subunidade MS
TLSELHCDKLHVDPENFRLLGNVLVCVLAHHFGKEFTPPVQAAY 7935
beta) QKVVAGVANALAHKYH
DEF1_HUMAN
ACYCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAFCC 3440.49092 HRMS
(Defensina neutrdfila 1)
DEF2_HUMAN
CYCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAFCC 3369.44266 HRMS
(Defensina neutrdfila 2)
DEF3_HUMAN
DCYCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAFCC 3484.49359 HRMS

(Defensina neutrdfila 3)

- Experimentos tradicionais de identificacao proteica:

Algumas proteinas destacadas pelos programas estatisticos ndo foram possiveis
de serem identificadas através do método de MS/MS no proprio tecido, devido a
limitacdo desta técnica. A técnica de MALDI-TOF/TOF diretamente no tecido € utilizada
com sucesso para amostras com m/z relativamente baixos (até ~ 4,000). Outro
problema deste tipo de experimento € que moléculas com varias ligagdes de dissulfeto

sdo dificimente quebradas e, portanto, o espectro gerado de MS/MS n&o contém
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muitos fragmentos do ion precursor. Com isso, as técnicas tradicionais de identificacao
proteica com a homogenizacédo do tecido foram utilizadas nestes casos para alguns
ions.

Conforme descrito na parte experimental, duas amostras foram homogenizadas,
a 1086-T e 1149-T, as quais foram selecionadas por apresentarem uma maior
quantidade dos ions relatados pelos programas estatisticos como interessante.
Destaca-se o ion com m/z 6,243, o qual apareceu em grande intensidade em amostras
normais e nao foi detectado em amostras com tumor. As amostras selecionadas foram
as que apresentaram a maior intensidade deste ion ap6s os experimentos de MALDI-
TOF.

As amostras foram misturadas e homogenizadas, uma com T-PER (amostra TH)
e outra com T-PER com inibitor da protease (amostra PH). Portanto, todo o
procedimento foi feito para ambas as amostra TH e PH.

As concentragdes de proteinas nestas amostras foram determinadas através de
um meétodo colorimétrico para que as solugdes fossem concentradas ou diluidas para
separagao cromatografica por HPLC. Solugbes padrdes, brancos e as solugbes com
concentragcado desconhecida foram inseridas no espectrofotobmetro, conforme descrito
na parte experimental (Tabela 4.2), e o resultado foi reportado na tabela seguinte
(Tabela 4.17).

Tabela 4.17: Valores de absorbancia obtidos pelo método colorimétrico para as

solucdes padrdes e amostras TH com concentragées desconhecidas.

1 2 3 4 5 8 7 8 9 10 11 12
0.349/0.360 0.414 0502 0.622 0.801 0909 1.075 1.163| | |
0.350 | 0.357 0.425 0.520 0.635 0.733 0.914 1076 1.173| | |
0.346 0.360  0.449 0.497 0649 0822 0928 1056 1.433| | |

1.313|0.544 0.346 0.340 ~ |0.358|0.233 0340 0.337|
1338|0543 0.349 0350 |  |0.363(0.348 0.352 0.351 |
1.343|0.519 0.343 0.360 0.367 | 0.352 0.356 0.371

I @ mm OO0 o »
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A tabela mostrada a seguir (Tabela 4.18) relata os valores de absorbancia

obtidos para cada concentracao em triplicata e quais os desvios observados. Entao, a

partir desta calibracao, o programa gera outra tabela (Tabela 4.19) com os valores de

absorbancia dos extratos com concentragbes desconhecidas e estipula uma

concentragcado em pg/mL (valor relatado na coluna AdjConc.) para cada triplicata.

Tabela 4.18: Valores de absorbancia e os desvios das medidas para as solugdes

padroes.
Padroes (pg/mL)

Amostra Concentracéao Calc. Conc. Pogos oD Média OD Desvio CcVv

Sto1 0,000 11,232 | A1 0,349 0,348 0,002 0.5
12,795 | B1 0,350
7,684 | C1 0,346

St02 25,000 27,908 | A2 0,360 0,359 0,002 0,6
22,622 | B2 0,357
27,336 | C2 0,360

St03 125,000 106,020 | A3 0,414 0,429 0,018 4.1
121,907 | B3 0,425
158,410 | C3 0,449

Sto4 250,000 239,717 | A4 0,502 0,506 0,012 2,4
268,843 | B4 0,520
232,027 | C4 0,497

St05 500,000 438,225 | A5 0,622 0.635 0,013 2,1
460,538 | B5 0,635
484,711 | C5 0,649

St06 750,000 778,917 | A6 0,801 0,785 0,046 59
641,042 | B6 0,733
822.187 | C6 0,822

Sto7 1000,000 1022,961 | A7 0,909 0,917 0,010 1,1
1035,427 | B7 0,914
1072,252 | C7 0,928

St08 1500,000 1529,793 | A8 1,075 1,069 0,011 1,1
1534,168 | B8 1,076
1457,876 | C8 1,056

St09 2000,000 2029,341 | A9 1,163 1,157 0,021 1,8
2141,107 | B9 1,173
1808,485 | C9 1,133
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Tabela 4.19: Valores de

absorbancia e

concentragdes ajustadas para os extratos

proteicos.
Amostra Pogo oD Concentragéo Média Conc. Desvio Ccv Diluigéo Conc Ajust.
Uno01 E2 0,544 307,450 293,671 22,889 78 10,0 2936,714
F2 0,543 306,314
G2 0,519 267,250
uUn02 E3 0,346 7,400 7,828 4,201 53,7 100,0 782,797
F3 0,349 12,226
G3 0,343 3,858
uno3 E4 0,340 -0,810 13,677 14,361 105,0 1000,0 13676,660
F4 0,350 13,932
G4 0,360 27,908
Uno4 E8 0,233 -146,958 -40,502 92,239 227,7 10,0 -405,023
F8 0,348 9,812
G8 0,352 15,639
uno5 E9 0,340 -0,810 12,435 11,820 95,0 100,0 1243,539
F9 0,352 16,208
G9 0,356 21,908
Uno06 E10 0,337 -5,187 17,384 24,394 140,3 1000,0 17383,672
F10 0,351 14,074
G10 0,371 43,264
O grafico relacionando a concentracdo das solugcdes padroes com

as

absorbancias detectadas apos a analise colorimétrica apresentou um R?=0.999, o que

representa uma boa correlagcao e reprodutibilidade nos experimentos e a obtencao de

uma leitura de dados com boa confiabilidade.
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GRAFICO 4.5. Absorbancia x concentracéo das solugdes padrdes analisadas.
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A concentracdo determinada para a amostra TH foi 2.936,714 pg/mL. Como a
concentracao indicada para injetar no sistema de HPLC utilizado era de 1.000 pg/mL, a
solucao precisou ser diluida trés vezes (98:2 H,O:ACN, 0,1% TFA). Se a solugao
tivesse sido injetada sem a determinacao de sua concentragao, provavelmente haveria
uma saturacdo da coluna. Por isso esta etapa € muito importante. A concentracao
determinada para a amostra PH foi préxima a da TH, portanto, a mesma diluigao foi
realizada.

ApOs as amostras estarem com a concentracao ideal para a inje¢cdo no HPLC, o
experimento de separacao cromatografica foi realizado. As amostras foram injetadas
em triplicatas (TH_S01, TH_S02, TH_S03; PH_S01, PH_S02, utilizando comprimento
de onda no detector de UV de 214 nm e 280 nm. Os cromatogramas obtidos para cada

amostra estdo ilustrados a seguir (Figura 4.30 e 4.31).
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b)

Figura 4.30: Cromatogramas das amostras a) TH_S01, b) TH_S02 e c) TH_S03

utilizando os comprimentos de onda 214nm e 280 nm no detector de UV.
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Figura 4.31: Cromatogramas das amostras a) PH_S01, b) PH_S02 e c) PH_S03

utilizando os comprimentos de onda 214nm e 280 nm no detector de UV.

Para cada amostra injetada no HPLC-UV, 96 fragdes foram coletadas em uma
microplaca. A cada 1 min de corrida o sistema automatico coletou uma fragdo em um
poco da microplaca, portanto, a posicao A1 corresponde a 1 min, B1 a2 min, C1 a 3
min e assim sucessivamente. A microplaca era 8 x 12, portanto, as posi¢des eram de
A1 aH12.

ApOs a coleta das fragbes, todo o solvente da fase moével da corrida foi
evaporado e a amostra foi redissolvida em um solvente apropriado para a analise por
MALDI. Cada amostra presente em um poco foi aplicada na placa de MALDI. Abaixo

segue uma tabela (Tabela 4.20) com cada fragao coletada na microplaca ap6s o HPLC
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(coluna rosa), o tempo da corrida em que cada amostra foi coletada (coluna branca) e a
posicdo aplicada na placa de MALDI (coluna azul). Por exemplo. A fracdo E3 da
amostra TH_S01 foi coletada apds 21 minutos de corrida e refere-se a posicéo 13 na
placa de MALDI.

Ambas as amostras TH_S01 e PH_S01 foram aplicadas intercaladamente na
mesma placa de MALDI, apesar de terem sido coletadas em diferentes corridas. Como
observado na Tabela 4.20, as fragcoes referentes a amostra TH foram aplicadas nas
posicdes A, C, E, G, I, K, M e O enquanto que as fracbes da amostra PH foram

aplicadas nas posi¢oes B, D, F, H, J,L, N e P.

Tabela 4.20: Posigdo da amostra coletada pelo HPLC (coluna vermelha), o respectivo
tempo de coleta (coluna branca) e a posicao referente a aplicacdo na placa de MALDI

(coluna azul) para as amostras a) TH_S01 e b) PH_S01.

a)

Al Al 1 |A2 A2 16 |A3 A3 17 [A4 A4 32 (A5 A5 33 (A6 A6 48 (A7 A7 49 (A8 A8 64 |A9 A9 65 |A10 A10 80 |A1l A1l 81 [A12 A12 96

Bl C1 2 (B2 C2 15|B3 C3 18 |B4 C4 31|B5 C5 34 |B6 C6 47 |B7 C7 50 (B8 C8 63 |B9 C9 66 |B10 C10 79 |B11 C11 82 |B12 C12 95

Cl E1 3 |C2 E2 14 |C3 E3 19|C4 E4 30|C5 E5 35|C6 E6 46 |C7 E7 51|C8 E8 62(C9 E9 67 (Cl0 E10 78 (C11 E11 83 (C12 E12 94

D1 G1 4 (D2 G2 13 |D3 G3 20|D4 G4 29 |D5 G5 36 |D6 G6 45 |D7 G7 52 (D8 G8 61 |D9 G9 68 |D10 G10 77 |D11 G11 84 |D12 G12 93

El 11 5 (E2 12 12|E3 13 21|E4 14 28|E5 IS 37|E6 16 44 |E7 17 53 |E8 I8 60|E9 19 69 |E10 110 76 |E11 111 85 |E12 112 92

F1 K1 6 [F2 K2 11 |F3 K3 22|F4 K4 27 |F5 K5 38 |F6 K6 43 |F7 K7 54 |F8 K8 59 |F9 K9 70 |F10 K10 75 |F11 K11 86 |F12 K12 91

Gl M1 7 |G2 M2 10 |G3 M3 23 |G4 M4 26 |G5 MS 39 |G6 M6 42 |G7 M7 55|G8 M8 58G9 M9 71 (G10 M10 74 (G11 M11 87 (G12 M12 90

b H1 O1 8 |H2 02 9 |H3 O3 24 |H4 04 25|H5 O5 40 [H6 06 41 [H7 O7 56 [H8 O8 57 |H9 09 72 |H10 010 73 |H11 O11 88 [H12 012 89
)

Al Bl 1 |A2 B2 16 |A3 B3 17 (A4 B4 32 (A5 B5 33|A6 B6 48 (A7 B7 49 |A8 B8 64|A9 B9 65|A10B10 80 |All B11 81 |A12 B12 96

Bl D1 2 |B2 D2 15(B3 D3 18 (B4 D4 31|B5 D5 34|B6 D6 47|B7 D7 50|B8 D8 63|B9 D9 66 (B10 D10 79 |B11 D11 82 |B12 D12 95

Cl F1 3 |C2 F2 14|C3 F3 19|C4 F4 30|C5 F5 35|C6 F6 46|C7 F7 51(C8 F8 62|C9 F9 67|Cl0 F10 78 C11 F11 83 (Cl2 F12 94

D1 H1 4 |D2 H2 13 |D3 H3 20|D4 H4 29 |D5 HS 36|D6 H6 45|D7 H7 52|D8 H8 61(D9 H9 68 (D10 H10 77 |D11 H11 84 |D12 H12 93

El J1 5 |E2 J2 12(E3 J3 21|(E4 J4 28|E5 J5 37|E6 J6 44 |E7 J7 S3|E8 J8 60(E9 J9 69 (E10 JI0 76 |[E11 J11 85|E12 112 92

F1 L1 6 |F2 L2 11(F3 L3 22(F4 L4 27|F5 L5 38|F6 L6 43 |F7 L7 54|F8 L8 59(F9 L9 70(F10 L10 75 |F11 L11 86|F12 L12 91

Gl N1 7 |G2 N2 10|G3 N3 23 (/G4 N4 26(G5 N5 39|G6 N6 42 (G7 N7 55|G8 N8 58|G9 N9 71|G10 N10 74 |G11l N11 87 |G12 N12 90

H1 P1 8 |H2 P2 9 |H3 P3 24|H4 P4 25]|H5 PS5 40[H6 P6 41|H7 P7 56|H8 P8 57[H9 P9 72 |HI10 P10 73 [H11 P11 88 [H12 P12 89

Todas as fragbes coletadas e aplicadas na placa de MALDI foram entao

analisadas via MALDI-TOF. Inicialmente analisou-se as fragdes da amostra TH_S01 e
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depois a PH_S01. Apdés a analise, o equipamento indica quais as posi¢coes
apresentaram um espectro de massas com sinais (circulo verde) e as que nao

apresentaram sinais significativos, apenas ruidos (circulo laranja) (Figura 4.32).

a) b)
G 38 78 1113 15 17 1321 23 . o0b0000000 0050508080000
B B
c [
D D
E E
F F
G O G
H H
[ [
J J
K K
L L
b |
N N
o ]
F P

Figura 4.32: Posigcbes na placa de MALDI que foram analisadas e que geraram (verde)

ou nao (laranja) espectros de massas com sinais, nos experimentos com as amostras
a) TH_SO01 e b) PH_SO01.

Todos os espectros foram abertos simultaneamente no programa FlexAnalysis e
as regides dos ions de interesse foram ampliadas. A partir disso, foi possivel identificar
qual a posicdo na placa de MALDI referente a fracdo com o ion de interesse e
consequentemente qual a posicao da fragdo na microplaca de 96 pogos e o tempo de
coleta da mesma. Alguns ions de interesse foram detectados e o mais interessante foi
que os ions estavam presentes em apenas um pogo e o0 espectro de massas continha
majoritariamente o ion desejado com poucos interferentes, ou seja, a separacao
cromatografica foi realizada com boas condi¢des para as amostras.

A tabela 4.21 representa os ions relatados como significativos a partir dos dois
tratamentos estatisticos, ProTS Data e ClinProTools. Os ions circulados sé&o os ions
identificados previamente pelos métodos descritos anteriormente, como HRMS e
MS/MS. Os ions com uma linha horizontal azul referem-se aos ions que foram

indicados pelos tratamentos estatisticos como relevantes, mas que quando analisou-se
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0s espectros de massas, tratavam-se apenas de ruidos e outliers. As indicagoes em

vermelho indicam a fragao correspondente de cada ion detectado na placa de MALDI.
No entanto, 4 ions (m/z 12.547, 12.504, 16.077 e 16.037) apesar de corresponderem a

ions de interesse nao foram detectados nesta amostra e estdo denotados como ND

(em preto). Observe que neste caso, como as amostras selecionadas para a etapa de

identificacao proteica por métodos classicos foram amostras de pacientes com tecidos

normais, apenas os ions referentes as colunas “Normal” e “Pancreatite” foram

investigados.

Tabela 4.21. ions detectados como significativos nas anélises de ProTS Data e

ClinProTools, € ions presentes em fragdes apds a analise por MALDI .

Epitélio
ProTS ClinProTools
Maiorintensidadeem Maiorintensidade em
Tumor Normal Tumor Normal
11.654 6.243  G3,H3 11.653 G3,H3 6.242
11.044 6448 10.838 ~ 143836 |
8.417 —315:27— 8.453 12.547
8.453 QD w 13.156 v {12500
12.692 —16.801 - 5.066 16.077
11.074 - 6.224 9.748 ND {16.037
13.157 6.013 14,14 5.044
10.838 14,14 .18
9.748 45 869
9.779 —4.199]
9.764
5.054
5.067
8.403
5.045
7.765
9.91
Estroma
ProTS ClinProTools
Maiorintensidade em Maiorintensidade em
Tumor Pancreatite Tumor Pancreatite
5.067 5.067
6.242 G3,H3 13.157 G3,H3 6.242
6.014 14,14 10.838
~5.825 3.434
6.631 P3

Estroma
ProTS ClinProTools
Maiorintensidade em Maiorintensidadeem
Tumor Normal Tumor Normal
9.748 6.243  G3,H3 9.749 G3,H3  6.243
4.747 16.082 16 16 16.079
4.675 3.462
12.692 % 13.157 %
10.838
13.157 P4 14.837
5.417 3.407 16,85 8.041
3.394
9.187
GBD
Estroma
ProTS ClinProTools
Maiorintensidade em Maiorintensidadeem
Pancreatite Normal Pancreatite Normal
G3,H3 5044 D6 G 6 16.078
9.748
@ G3,H3 5.052 D5 T 16.494
| _ am ST

* fons em azul referem-se aos ions também encontrados na anélise

feita pelo ProTS Data, além da analise pelo Clin ProTools

*ND =

ions que apesar de serem interessantes ndo foram

encontrados em nenhuma fragdo desta amostra

Os ions de interesse detectados e a posicdo do mesmo na placa de MALDI

foram denominados como a posigcdo na microplaca de 96 pogos prosseguido da

amostra em que esta presente. O ion com m/z 6.243, por exemplo, foi detectado na

mesma posi¢ao (D3) tanto na amostra TH_S01 (placa de MALDI G3) quanto na
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amostra PH_S01 (placa de MALDI H3), portanto, D3_TH_S01 e D3_PH_S01. A
deteccdo do ion na mesma posicao faz sentido, pois as condi¢cdes experimentais
utilizadas foram as mesmas.

Com os dados pode-se observar que mais ions foram detectados na amostra
que utilizou-se o reagente T-PER com inibidor de protease na etapa de
homogenizacdo, ou seja, quando nao colocou inibidor, provavelmente, houve
degradacao da amostra. Além disso, os dois ions detectados sem a utilizagdo do
inibidor foram também detectados utilizando o inibidor (Tabela 4.22). Portanto, a

utilizagao do inibidor realmente é necessaria e muito util.

Tabela 4.22: ions de interesse selecionados apds a deteccdo por MALDI-TOF, e

respectivas as posi¢cdes na microplaca de 96 pogos e na placa de MALDI.

fonm/z Microplaca de Placade MALDI
96 pogos

6,243 D3_PH_S01 H3
3,440 D3_PH_S01 H3
3,440 D3_PH_S01 H3
3,484 D3_PH_S01 H3
6,243 D3_TH_SO1 G3
3,440 D3_TH_SO1 G3
3,484 D3_TH_SO1 G3
3,484 D3_TH_SO1 G3
4,181 F4_PH_SO1 L4
6,013 E4 _TH_SO1 14
5,808 E4 _PH_SO1 J4
4,562 B5_PH_SO1 D5
5,052 B5_PH_SO01 D5
14,831 H4_PH_SO1 P4
3,271 H4_PH_SO1 P4
16,079 E6_PH_SO01 J6
8,041 E6_PH_SO01 J6
8,041 A5_PH_SO1 B5
5,044 B6_PH_SO01 D6
6,631 H3 PH 01 P3
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A partir deste momento, o nome de cada amostra analisada referente ao ion de
interesse sera o apresentado na coluna da microplaca de 96 pocgos (Tabela 4.22) para
facilitar a identificacdo e localizagédo, pois € o lugar onde as amostras se encontram e
em qual microplaca, a da amostra TH_S01 ou PH_SO01.

As amostras foram entdo purificadas através da eletroforese em gel 1D.
Conforme foi descrito anteriormente, o sistema utilizado pode correr dois géis
simultaneamente. A partir do nosso esquema de aplicagdo de amostra intercalada e
aplicagdo do padrao, analisou-se 4 amostras em cada gel, um total de 8 amostras por
corrida. Dos ions interessantes apresentados na tabela 4.22, foram selecionadas as
amostras que apresentavam mais de um ion de interesse, as quais apresentaram um
sinal do ion com alta intensidade nos espectros de massas (ions pouco intensos nao
foram selecionados) e no caso de ions que estava em mais de uma amostra, apenas
uma delas foi selecionada, pois este era um experimento teste e se ndo funcionasse
perderia a amostra. Vale ressaltar também que os experimentos de analise de MALDI-
TOF e eletroforese por gel 1D foi realizado apenas para a primeira injecdo das
amostras TH e PH, as microplacas de 96 pogos das outras injegdes (S02 e S03) das
amostras foram armazenadas no freezer a - 80°C caso estes experimentos n&o
apresentassem bons resultados e fosse necessario modificar algumas condigdes.

As amostras selecionadas e a respectiva posigao aplicada no gel estao

ilustradas na tabela a seguir (Tabela 4.23).

Tabela 4.23: Posicdo de cada amostra aplicada no gel 1 e 2.

Gel 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Padréo D3_TH_SO01 F4_PH_S01 E4_PH_S01 B5_PH_S01| Padrao
Gel 2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Padrao H4_TH_SO01 E6_PH_S01 B6_PH_S01 H3_PH_S01| Padrédo
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Logo apds todo o procedimento de eletroforese capilar, os géis foram
analisados. Como foram utilizados os padrdes de massas, em cada extremidade do gel
esta indicada a massa referente ao composto detectado. A partir disto, as regides
referentes a massa do ion analisado foram marcadas e recortadas com uma margem
de erro acima e abaixo da massa esperada, para evitar perda da substancia. Cada
mancha foi marcada em ordem numérica comegando sempre pela mancha com massa
mais alta. Algumas amostras continham mais de um ion de interesse, como, por
exemplo, a D3_TH_S01 que apresentou o ion m/z 6.243 e os ions m/z 3.440, 3.369 e
3.884, por isso, mais de uma regiao foram cortadas do gel (Figura 4.33). Abaixo do gel
e de cada amostra esta indicado os ions de interesses detectados por MALDI-TOF,

para facilitar ao cortar a regido correta do gel.
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miz 6,243 miz 4,181 miz 6,013 miz 4,562
miz 3,440 miz 5,052
miz 3,369
miz 3,484

miz 14,831 miz 16,079 mlz 5,044 miz 6,631
mjz 3,271 m/z 8,041

Figura 4.33: a) Gel 1 e b) Gel 2 apos eletroforese em gel 1D.

Apds a mancha ser recortada, realizou-se a digestéo triptica para remogao da
proteina. Com isso, uma solugao peptidica foi obtida para cada pedago de gel extraido
e esta foi injetada no sistema de nanoLC-MS/MS. Inicialmente, foram analisadas as
amostras com maior interesse: D3_01_TH a D3_06_TH; E4_02_PH; E6_03_PH;
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F4_02_PH e B5_02_PH. No dia seguinte foram analisadas as amostras: H4_02_PH;
H4_05_PH; E6_05_PH; B6_02_PH; H3_02_PH; E6_02_PH; B5_01_PH; H4_01_PH;
E4_01_PH; F4_03_PH e H4_04_PH.

Apods aquisicao dos espectros de massas, os arquivos foram submetidos a base
de dados MASCOT, com tolerancia 1.2 para peptideo e 0.6 para MS/MS, com as
modificacdes possiveis de Carbamidometil (C) e Oxidagdo (M) e procura na base de
dados de Homo-Sapiens.

Como resultado, as proteinas defensinas DEF_1 e DEF_3 foram detectadas na
amostra D3_04_TH_S01, o que confirma entdo a suposicdo inicial destas proteinas
serem referentes aos m/z 3,440, 3,369 e 3,484 que foram apresentados em maior
intensidade em amostras com tumor. A proteina referente ao m/z 6.243 também foi

identificada, porém encontra-se em sigilo até a confirmacgao exata da mesma.
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5. CONCLUSAO:
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A idéia inicial do projeto foi determinar reagbes especificas para os diferentes
AA’s a temperatura ambiente, principalmente, reagdes que diferenciassem os
isdbmeros, lisina e glutamina. Uma reacdo descrita com sucesso na literatura é a
conversao do ion pirilio ao piridinio, a partir da reagcdo com uma amina. Realizou-se
esta reacdo inicialmente em fase aquosa, para entao realizar a reacgao in situ, utilizando
as técnicas de FD-ESI e EASI. Outras reagdes foram testadas também, mas sem
sucesso, uma vez que o produto reacional ndo era o esperado e a intensidade dos
sinais era muito baixa. A técnica de EASI foi a que apresentou uma melhor
sensibilidade na deteccéo do produto formado da reagcao do ion pirilio e lisina. A serina
também reagiu, porém com uma menor intensidade, e os demais AA nao apresentaram
sinais referentes aos produtos de reagao. Ou seja, a partir de uma reagao in situ de um
reagente e AA, utilizando a fonte de EASI, foi possivel verificar uma reagao especifica
para a lisina, com o pirilio, o0 que é muito interessante, uma vez que a reag¢ao nao
ocorre com o isdmero glutamina. Este dado €& promissor e sua aplicabilidade sera
objeto de estudos em nosso grupo de trabalho.

Os estudos estrutura/reatividade dos ions fragmentos a, b e y de peptideos
padrdes foram realizados utilizando-se reagbes em fase gasosa e mobilidade ibnica. O
estudo reacional indicou que a reatividade do ion, independente da sua estrutura
quimica, diminui drasticamente a medida que sua cadeia molecular cresce. Os
resultados obtidos apos o estudo reacional indicaram que quanto maior a estrutura do
ion fragmento, menor a reatividade e isto provavelmente se deve ao fato de que
gquando maior o ion, sua conformagao comeca a se enovelar, e conseqlentemente, o
sitio reacional fica mais protegido, dificultando ou impedindo a reag¢ao. Outro fator que
pode diminuir a reatividade dos ions com o aumento da sua cadeia € que ha uma
chance, cada vez maior, do reagente colidir com a cadeia inerte da molécula ao invés
do sitio reacional.

Com os experimentos de mobilidade idnica, foi possivel determinar a mobilidade
de cada ion fragmento dos peptideos analisados e verificar que quanto maior o ion,
mais tempo este leva para atravessar a cela de fri-wave do equipamento. No entanto,
quando se investigou a correlagédo entre a razdo m/z do ion e o tempo que o ion levou

para atravessar a cela (drift time), uma razao linear ou logaritmica foi detectada, ambas
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com R? ~1. Ou seja, ndo foi possivel concluir se o tamanho do ion esta relacionado
diretamente com o tempo de retengcdo e com isso a estrutura seria linear, ou se o ion
atravessa mais rapido do que o esperado conforme aumenta o seu tamanho, o que
indicaria uma estrutura enovelada. Calculos teoricos para determinar a estrutura mais
estavel de cada ion a, b e y da Angiotensina Il na forma enovelada e linear foram
realizados bem como calculos para a determinacao da mobilidade teérica de cada ion,
porém os valores obtidos foram muito proximos para os ions testados e nenhum dado
conclusivo foi obtido. O ideal seria realizar o experimento para ions fragmentos de
peptideos maiores, pois ao extrapolar as retas de correlagcdo entre m/z e drift time
observou-se que para ions maiores, o tempo que o ion leva a atravessar a cela é muito
diferente e claramente distinguivel.

A utilizacdo da espectrometria de massas por imageamento quimico seletivo na
busca de biomarcadores proteicos foi realizada em tecidos com cancer pancreatico. Foi
possivel comparar amostras removidas de pacientes com pancreas normal, com tumor
e com pancreatite a nivel celular, como por exemplo, estroma e epitélio. Proteinas
candidatas a biomarcadores foram detectadas e algumas foram inclusive identificadas
a partir de experimentos MS/MS e HRMS no tecido intacto, como a Insulina,
Hemoglobina, PAHO e Glucagon, com a vantagem de manter a posi¢ao espacial das
proteinas no tecido analisado. Estudos de identificagdo proteica apds a homogenizagao
do tecido e preparacado de um extrato também foram realizados. Utilizou-se métodos
tradicionais para separacao da proteina por HPLC e gel 1D e identificou-se os
peptideos extraidos por experimentos de MS/MS. A partir destes experimentos foi
possivel detectar outras proteinas que apresentaram potenciais a ser um biomarcador,
como as defensinas DEF 1, DEF 2 e DEF3.
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