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REesumo

As proteinas desempenham a maior parte das funcdes fisiolbgicas das células, constituindo também importantes
alvos farmacol6gicos e biomarcadores de doengas. A pesquisa qualitativa, quantitativa e a elucida¢io estrutural
destas moléculas sao fundamentais para a compreensio do funcionamento dos sistemas bioldgicos, bem
como na aplicacdo destas para o desenvolvimento de novos métodos diagnéstico. O estudo do proteoma
nos permite identificar as protefnas que estdo sendo expressas em um determinado momento, quantifica-las
e observar suas modifica¢gdes pos-transducionais. Dessa maneira, a analise protedmica fornece informagoes
mais abrangentes e que nao podem ser inferidas a partir das informagdes obtidas através da analise genomica.
Este tipo de estudo envolve etapas como: extracdo e tratamento da amostra, sepatacio das proteinas e¢/ou
peptideos, espectrometria de massas e analise dos dados usando ferramentas de bioinformatica. O presente
trabalho faz uma revisdo narrativa sobre as principais técnicas aplicadas desde o preparo de amostras até a
identificacdo das proteinas.

Palavras-chave: Protedmica, Espectrometria de Massas, Peptideos, Proteinas, Biomarcadores.

seis das cadeias betas de globina, promovendo uma
mudanc¢aimportante na estrutura terciaria da proteina
e da morfologia da célula)(WEATHERALL, 2013). A
importancia das proteinas pode ser ressaltada quando
observamos que parte significativa dos farmacos
disponiveis comercialmente, siao direcionados a
alvos proteicos, como os medicamentos da familia
das estatinasque inibem a a¢do da enzima HMG-
CoAredutase, envolvida na sintese do colesterol, e

1 INTRODUCAO

Proteoma desigha o conjunto de proteinas
que estdo sendo expressas por uma célula,tecido ou
organismo em um determinado momento. De forma
distinta, a andlise protedmica consiste no estudo
do proteoma utilizando técnicas de separacio e
identificagio,tais como eletroforese, cromatografia,
espectrometria de massas e bioinformatica(HEIN et

al.,, 2013).

As proteinas sao moléculas com as mais distintas
funcoes celulares, sendo capazes de orquestrar
expressao de genes, catalisarreagoes metabolicas, além
de compor a parte estrutural da célula. Modificagcdes
genéticas que promovam a auséncia de algumas
protefnas ou defeitos em sua estrutura (afetando sua
funcio), podem acarretar doengas ou ser marcadores
destas, como nos casos da fenilcetonuria (doenca
causada pela atividade reduzida ou inexistente da
fenilalanina hidroxilase)(ARN, 2014) ¢ a anemia
falciforme (causada pela
residuo de glutamato por uma valina na posi¢ao

substituicio de um

sao empregadas no tratamento de dislipidemias; os
inibidores da enzima conversora da angiotensina
(ECA), utilizados para tratamento da hipertensio e o
antibidtico trimetoprim que inibe a agdo da enzima
dihidrofolatoredutase  de  bactérias (IMMING;
SINNING; MEYER, 2006). Assim, a estudo do
proteoma, bem como a elucidagao da func¢do das
proteinas no contexto em que sao expressas sao de
grande relevancia para o prognoéstico e terapia de
doengas(BAKER et al.,, 2012; HEIN et al., 2013).

As informagdes provenientes do genoma
promoveram um grande progresso no campo das

ciéncias biolégicas. Por ser relativamente estavele
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ndo variar seu cédigo informacionalde acordo com
o tipo celular ou estimulo hormonal, o genoma nio
¢ capaz de revelarinformacdes relativas aos niveis de
expressdo proteicas em andamento eas modificagdes
pos-transducionais  (PTMs)(PAULO et al, 2012;
CATHERMAN; SKINNER; KELLEHER, 2014;
OVERALL, 2014). A anélise do transcriptomanos
permiteenxergar as partes do genoma que estdo
sendo expressas em um dado momento, porém ainda
nao hduma correlacdo entre os niveis de expressao de
proteinas e o nivel de mRNA, justificadapor eventos
como degradacio, splicing alternativo, secregao,
formagao de complexos e outros(GHAZALPOUR et
al.,, 2011).

A analise protedmica nos permite a identificacio,
a quantificac¢do e avaliagdo do tipo de PTM sofrida
pelas proteinas envolvidas em varios processos,
permitindo a descoberta de novos alvos terapéuticos e
moléculas bioativas. O carater dinamico do proteoma
oferece como vantagem a identificacio devariagdes
ocasionais neste conteudo sob acao de estimulos
hormonais, utilizacio de drogas e/ou exposicio a
patégenos(AVEZUM et al,, 2004; CARVALHO,
2000).

A andlise protedmica apresenta maior numero
de variaveis em relacdoa analise genémica e do
transcriptoma devido a grande diversidade quimica das
protefnas e interconectividade destas em complexos
e redes de sinalizacio, as quais podem variar muito
de acordo com o tempo e espaco (ALTELAAR;
MUNOZ; HECK, 2013). O estudo das proteinas
requer ferramentas analiticas com alta seletividade,
resolucado e  sensibilidade (POMASTOWSKI;
BUSZEWSKI, 2014). Em uma das abordagens, as
proteinas do extrato total sio pré-fracionadas por
cletroforese e entio digeridas. Alternativamente,
na estratégia shotgun do tipo “bottom-up” digere-
se o extrato total (Fluxograma 1) e analisa-se o
mesmo por cromatografia liquida diretamente
acoplada ao espectrometro de massas. Dependendo
do objetivo do estudo e dastécnicas disponiveis,
diferentes tipos de abordagens e modificagbes nas
etapas citadas sdo necessarias(LIU; LIN; YATES,
2002; MALLICK; KUSTER, 2010; YATES; RUSE;
NAKORCHEVSKY, 2009; ZHANG et al., 2013).

Digestéo em solugdo

- Lise celular -Reduggo
-Alquilaggo

-Digestéo
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7
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-Deplegdo
-Enriquecimento
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Extragdo
dos peptideos

Digestdo em gel
oo S
-Redugéio
-Alquilago
-Digestdo

Fluxogramal- Etapas comumente seguidas em uma analise
proteémica “bottom-up”: preparacio do extrato, digestio
e andlise por espectrometria de massa.
Fonte - Adaptado de: http:/ /www.piercenet.com/method/sample-
preparation-mass-spectrometry, 2014.

2 DESENVOLVIMENTO

Neste tépico iremos fazer uma revisio das
principais etapas envolvidas na andlise proteémica,
como a separagdo de proteinas, tratamento da amostra,
analise por espectrometria de massa e bioinformatica.

2.1 Métodos de separagio de proteinas

A separacdo de amostras complexas ¢ um ponto
importante na analise protedomica (RABILLOUD;
LELONG, 2011).A eletroforese, especialmente
a eletroforese bidimensional (eletroforese 2D), ¢é
um método comumente utilizada para analisede
proteinas. Esta técnica consiste na aplicacio de um
campo elétrico para separagao destas macromoléculas,
primeiramente, de acordo com o ponto isoelétrico e,
posteriormente, por volume molecular.

A primeira dimensio da corrida ocorre em um gel
com gradiente de pH, em que as proteinas migram até
alcancar seu ponto isoelétrico, isto é, até que sua carga
liquida seja igual a zero. A segunda dimensio consiste
em um gel de poliacrilamida-SDS, no qual as proteinas
revestidas pelo detergente SDS migram através darede
entrelacada formada pela acrilamida, sendo separadas,
basicamente, por sua massa molecular (OJFARRELL,
1975). A analise do gel obtido pela eletroforese
bidimensional ja permite uma analise preliminar do
conteudo  proteicomajoritariamente
amostra.Com auxilio de softwares, pode-se observar
variagdes na expressiao de determinadas proteinas ao
comparat a posi¢ao e a intensidade de bandas que
foram identificadas em géis que correram amostras
preparadas pelo mesmo protocolo (RABILLOUD;
LELONG, 2011).A eletroforese se configura como
uma ctapa preliminar a espectrometria de massas,
servindo inclusive
amostra. As bandas identificadas no gel podem ser
excisadas e apds tratamento e extra¢ao, analisadas por

EXpresso  na

como pre-fracionamento da
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um espectrometro de massas pata identificacio e¢/ou
caracterizagdo das proteinas.

Apesar de muitos estudos utilizarem a estratégia
de separacaode proteinas por eletroforese 2D, onde
em seguida se faz a excisao de um “spot” para
identificar as proteina(s) nele contido, observa-se uma
tendéncia em utilizar a abordagem conhecida como
“shotgunproteomics”, a qual se baseia na digestio
de todo extrato proteico (sem um pré-fracionamento
por gel)e separacao dos peptideos por cromatografia

liquida multidimensional(MCDONALD;
YATES, 2003;YATES, 2004; YATES; RUSE;
NAKORCHEVSKY, 2009).

A separacio de proteinas e peptideos por
cromatografia liquida se baseia nos fenomenos
departicio e/ou adsorcdoa fase estaciondria; este
fenébmeno ¢ dependente do tamanho da cadeia
polipeptidica do analito. As colunas mais empregadas
na separa¢io de peptideos possuem fase estaciondria
apolar  (octadecilsilano-C18), permitindo  assim,
que compostos mais apolares fiquem retidos na
coluna por um tempo maior (CATHERMAN;
SKINNER; KELLEHER, 2014). Naprote6mica
“shotgun”, devido a alta complexidade da amostra,
comumente se faz uma separacio multidimensional
utilizando métodos ortogonais para promover uma
melhor separacio, como por exemplo, no método
conhecido como  MudPIT  (Multidimensional
Proteinldentification Technology) que intercala
cromatografia de troca catibnica fortecom a de fase
reversa(WOLTERS; WASHBURN; YATES, 2001;

LIU; LIN; YATES, 2002; DI PALMA et al., 2012).

2.2 Tratamento da amostra

A protebémicautiliza  principalmente  duas
abordagens de analise: “Bottom-Up” e “Top-Down”.
A mais utilizada,bottom-up, é composta de processo
onde as proteinassaohidrolisadaspor peptidases e
seguidamente analisadaspor cromatografia acoplada
a0 espectrometro de massas. A abordagem top-down,
port sua vez, ndo utiliza a digestdo prévia das proteinas
a serem analisadas. Apesar de parecer uma estratégia

menos complexa, esta técnicaapresentabarreiras
técnicas eum  maior  custo(CATHERMAN;
SKINNER; KELLEHER, 2014; KELLIE et al,
2010).

Ao utilizar a abordagem bottom-up,previamente
a digestao das proteinas algumas etapas devem ser
cumpridas. A primeira etapa consiste na redugaodas
pontes dissulfeto entre os residuos de cisteina,
sendoo reagente mais utilizado oditiotreitol (DTT).
Em seguida, para impedir uma nova estruturacio das
pontes dissulfeto, realiza-se a alquilacio dos enxofres,
geralmente utilizando iodoacetamida(ZHANG et al.,

2013). Apds a eliminacdo da estrutura terciaria das
proteinas, estas deverdo ser digeridas por um processo
quimico ou enzimatico. O método mais empregado é
a digetdo enzimatica por tripsiniza¢do, cujos pontos
de hidrélise sio os residuos de lisina e arginina
pelo lado C-terminal,caso o préximo residuo de
aminodacido nao for uma prolina. Quando a sequencia
da proteina investigada ¢ conhecida, ¢ possivel prever
os fragmentos gerados pela digestio, sendo o MS-
Digest — uma das inumerasferramentas oferecidas

peloProteinProspector(http://prospector.ucst.edu/
prospector/mshome.htm) - um dos softwares mais

utilizados para este objetivo.

2.3 Espectrometria de massas
(massspectrometry - MS)

A espectrometria de massas é uma técnica que
data do inicio do século passado (THOMPSON,
1913) e se baseia na formacio de fons na fase gasosa
(carregados positivamente ou negativamente) que
podem ser detectados baseado na sua razao massa/
carga (m/z) - formalmente, os espectrometros de
massas deveriam ser chamados de espectrOmetros
de massa/carga (EL-ANEED; COHEN; BANOUB,
2009).A habilidade da espectrometria de massas em
analisar proteinas e extratos biolégicos advém dos
grandes avangos obtidos com o desenvolvimento
das técnicas de ionizacio branda, como a técnica
de ionizacio eletrospray (ESI-MS) e a ioniza¢io/
dessorc¢io a laser assistida por matriz (MALDI), que
sdo técnicas capazes de transformar macromoléculas
em fons(TANAKA et al., 1988; FENN et al., 1989;
KARAS). O termo ioniza¢do branda significa que
uma minima quantidade de energia ¢ transmitida
para o analito durante o processo de ionizagio.
Independentemente da técnica de ionizagao utilizada,
a sensibilidadee acuricia do espectrometro de massas
esta diretamente relacionada com o tipo de analisador
de massa empregado na separacao dos fons obtidos.

2.3.1 Espectrometria de massas com

ionizagio por “eletrospray” - ESI-MS.

A técnica de ionizagdo por eletrospray foi
desenvolvida para o uso em sistemas biologicos
por Fenn (FENN et al, 1989). As amostras sio
dissolvidas em um tampdo ou solvente que sio
bombeadas a um fluxo de microlitros por minuto
através de uma agulha hipodérmica que estd em
uma alta voltagem para dispersar eletrostaticamente,
ou eletrospray, gotas de tamanho micrométricos,
que s3o rapidamente evaporadas e transmitem
a sua carga para o analito. Duas teorias tentam
explicar este fendémeno: “Charged-residuemodel”
e “lonevaporationmodel”(GASKELL, 1997). Este
processo de ionizagio ocorre em condi¢Ges ambientes
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e portanto é muito suave, ou seja, nao ocorre a
fragmentacio dos fons do analito na fase gasosa
(MANN; HENDRICKSON; PANDEY, 2001).

Uma ampla gama de compostos pode ser
analisada por ESI-MS; o tnico requisito é que esta
molécula possa ser solubilizada em um solvente polar
para permitir a incorporac¢do da carga. A intensidade
do sinal em um espectro obtido pelo eletrospray é
proporcional a concentragdo do analito até a saturaciao
do sinal. Tons grandes sio tipicamente e possuem
mais de uma carga(proteinas e¢ peptideos através da
adicdo de prétons no modo positivo e da abstragdo
de prétons no modo negativo), o que leva a formagao
dos tipicos envelopes isotopicos multicarregados,
uma vez que o espectrometro de massas responde a

medida da massa/carga (HO et al., 2003).

2.3.2 Ionizagio/dessorgio a laser
assistida por matriz - MALDI

A técnica de ionizacio/dessorcio a laser assistida
por matriz foi desenvolvida por KaraseHellenkamp
no final da década de 80, mas o grande avang¢o para a
ionizacao de biomoléculas foi introduzido por Tanaka
e colaboradores no mesmo periodo ao publicarem um
trabalho mostrando a ioniza¢do de proteinas com até
35KDa(KARAS; HILLENKAMP, 1988; TANAKA
et al.,, 1988).

A formacio dos fons em fase gasosa ¢ obtida
através da co-cristalizacio de um excesso de matriz
com o analito em uma placa de metal. A matriz,
em geral pequenas moléculas organicas, é capaz
de absorver o comprimento de onda emitido pelo
laser. O laser atinge os cristais de matriz e analito
formados na placa, levando a absorcido dessa energia
pela matriz e a subsequente dessor¢do e ionizacao
dos analitos presentes na amostra. Durante este
processo de ionizagdo fons, em sua grande maioria
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sendomonocarregados, sio comumente formados,
todavia o processo de formacao destes {fons ainda ndo
esta completamente compreendido, as teorias que
tentam explicar tal fendomeno sao: “Charge transfer”
¢ “Lucky survivor” (EDMOND DE HOFFMANN,
2001; GLISH; VACHET, 2003). As matrizes diferem
na quantidade de energia que elas conseguem
transmitir para as biomoléculas durante o processo
de dessor¢ao e ioniza¢do e, consequentemente
o grau de fragmentacio que elas podem causar
(COHEN; CHAIT 1996).

A intensidade do sinal nos espectros de massas da
técnica MALDI dependem de alguns fatores como: (1)
incorporacio dos analitos no cristal, (II) probabilidade
de capturar e/ou reter prétons durante o processo de
dessorcio, incluindo efeitos de supressao daionizagao,
o qual pode ser provocado pela presenca de SDS. Por
essas razOes ¢ dificil correlacionar a intensidade do
pico no cromatograma com a quantidade de analito
presente na amostra(KNOCHENMUSS; ZENOBI,
2003).

2.3.3 Comparacio entre as técnicas
MALDI e ESI-MS

Ambas as técnicas, MALDI e ESI-MS, siao
eficientes para proteOmicae podem ser aplicadas a
analitos em concentracOes mais baixas que picomols.
Uma das maiores diferencas entre as técnicas ¢
o estado em que os analitos sdo introduzidos no
ionizador. Apesar da técnica de eletrosprayser capaz de
reproduzir melhor os dados que a técnica de MALDI,
deve-se atentar para o fato de que a abundincia
relativa dos fons gerados no ESI e MALDI nio ¢
uma representagdo real da concentracio da amostra.
Consequentemente, um padrdo interno deve ser
utilizado, preferencialmente um andlogo isotopico
do seu analito, para propésitos de quantificacdo. A
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Tlustracao 1- Comparacio do espectro de massas do citocromo c utilizando a técnica de eletrospray e MALDI: podemos observar a producao de fons
multicarregados utilizando a técnica ESI e monocarregado utilizando MALDI

Fonte- Adaptado de GLISH; VACHET, 2003.
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heterogencidade do cristal formado na técnica de
MALDI impossibilita a utilizacgdo da mesma para
propositos de quantifica¢do. Na verdade, a qualidade
do espectro de massas ¢ influenciada pela posicao do
laser e o operador deve identificar um “sweet spot”
—um ponto ideal — na amostra cristalizada que possa
gerar o espectro com maior numero de informagoes
(EL-ANEED; COHEN; BANOUB, 2009).

A técnica de ESI-MS tende a produzir espécies
multicarregadas para protefnas e peptideos, ja a
de MALDI produz fons monocarregados como
exemplificados na Ilustragio 1(GLISH; VACHET,
2003; HAN; ASLANIAN; YATES, 2008).

2.4 Analisadores de massa

O analisador de massas ¢ a parte do instrumento
que realiza a separacdo dos fons gerados através da
sua razdo massa/carga. Assim como 0s processos
de ionizacdo, tem-se um enorme leque de opcdes
que podem realizar esta separacio (EL-ANEED;
COHEN; BANOUB, 2009). Trés diferentes
principios podem ser aplicados para alcangar a
separacdo das massas: separacdo baseada no tempo
de voo (TOF MS), separacdo através de campos
elétricos gerados por hastes metalicas (quadrupolo
MS), ou a separagao pela ejecio seletiva de fons de
um campo de aprisionamento de fons tridimensional
(aprisionamento de fons ou transformada de Fourier
ciclotron fon MS). Para analises estruturais, como
o sequenciamento de peptideos, duas etapas de MS
podem ser realizadas em sequéncia (espectrometria
de massas em sequéncia ou MS/MS), empregando
o mesmo principio de separa¢io duas vezes ou
através da combinacio de dois principios de

separacado(MCLAFFERTY,1981).
2.4.2 Tempo de voo, TOF.

O analisador de tempo de voo separa os fons
baseando-se na velocidade dentro do tubo de voo.
Teoricamente, os {ons sio formados no mesmo lugar
a0 mesmo tempo na fonte de {ons e entdo acelerados
aum potencial fixo para dentro do “TOF drift tube” —
tubo de desvio TOF (Esquema 1). Uma vez que todos
os fons formados com a mesmacarga apresentam a
mesma energia potencial elétrica quando expostos
ao campo, pode-se inferir a razao massa carga dos
mesmos, pois esta energia sera convertida em energia
cinética que é uma funcio, entre outras coisas, da
massa da molécula; consequentemente, fons com
menort valor de m/z alcancario uma maior velocidade
que os fons de maior m/z.

Ap6s os fons serem acelerados, eles viajam por uma
distancia fixa, livres de campo elétrico, geralmente
de 0,5 a 2,0 metros, antes de chegarem ao detector.

Portanto, através da medida do tempo gasto pelos
fons para chegar no detector apds a sua formacao
na fonte de fons, pode-se determinar a razaom/z do
mesmo(GLISH; VACHET, 2003).

TOF cirift fiibe

W

0.5-20m

Esquema 1 - Analisador de massas do tipo TOF (tempo de voo)
Fonte- Adaptado de GLISH; VACHET, 2003.

2.4.2 Quadrupolo

A separacdo dos fons em um instrumento do tipo
quadrupolo ¢é o resultado da mobilidade do {fon em
um campo elétrico dindmico (radio frequéncia), e
esta diretamente relacionada com a m/z dos fons em
questdo. Desta maneira, pode-se pensar o detector
do tipo quadrupolo como um filtro de massa, que
consiste de quatro hastes em que um campo elétrico
oscilante é aplicado e apenas certos valores de m/z
conseguem alcancgar o detector.

Os fons formados na camara de ionizacdo sio
“guiados”para o quadrupolo através de um campo
elétricoo. Um ion carregado positivamente, por
exemplo, movera-se para a dire¢ao da haste carregada
negativamente. Entretanto, quando a polaridade ¢é
trocada, o fon mudard sua trajetéria antes de colidir com
a haste. Deste modo, os {ons passarao por oscilacGes
complexas (trajetorias) e com valores apropriados de
potencial (V), frequéncia (w), apenas uma estreita faixa
de fons chegara ao detector (Esquema 2). Os fons que
possuirem trajetorias instaveis colidirdo com as hastes
e nao serdao detectados. Através da variagao do campo
elétrico e da deteccio dos fons formados, tem-se o
espectro de massas.

2.4.3 Instrumentos de aprisionamento
de ions (Ion - Trapping).
massas

O analisador de quadrupolo com

aprisionamento de fons esta muito relacionado com o

Quadrupole o
i o v
source o -~ .
- OD O — Detecior
LA %%, 0 0 =,
[+]

SN o
Esquema 2- Analisador de massas do tipo quadrupolo.
Fonte- Adaptado de GLISH; VACHET, 2003.
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analisador do tipo quadrupolo. Enquanto o quadrupolo
apresenta campos elétricos em duas dimensoes (eixos
x e y) e os fons movem-se perpendiculares ao campo,
isto é no eixo z, o analisador do tipo aprisionamento
de fons possui campos elétricos em todas as trés
dimensoes, o que possibilita o aprisionamento dos
fons no campo (Esquema 3) (GLISH; VACHET,
2003). Estas armadilhas de fons capturam o feixe
continuo de fons até atingiremo numero maximo de
ions que podem ser introduzidos no instrumento sem
que haja a distor¢ao do campo aplicado. Estes ions
sao entdo subejetadosradiofrequencias, que ejetam
um fons com m/zproximos pot vez ¢ estes sA0 entio
detectados, gerando assim o espectro de massas. Para
um experimento de massas em tandem (i.e., MS/
MS), todos os outros {fons,menos o de interesse, sio
ejetados. Entdo o fon de interesse é fragmentado e os
seus fons produto sao analisados. Varios experimentos
de massas em sequéncia podem ser realizados, em
principio, permitindo assim um detalhado estudo de
fragmentacido. Diferentemente dos equipamentos de
quadrupolo, os analisadores de aprisionamento de
fons nio apresentam uma diminui¢ao da sensibilidade
para valores elevados de m/z(GLISH; VACHET,
2003).

Uma segunda versao do aprisionamento de fons
estd baseada no principio da transformada de Fourier
ciclotron fon MS. Nesta técnica, os {ons sao capturados
através de uma combinacdo de campos elétricos e um
forte campo magnético (GLISH; VACHET, 2003).

O analisador de massas Orbitrap é considerado
um dos mais novos analisadores em espectrometria
de massas (MAKAROYV, 2000), entretanto suas raizes
datam de 1923, quando Kingdonpropos o principio
do “orbital trapping” (KINGDON, 1923). Ele ¢
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composto por um eletrodo central fusiforme e um
eletrodo externo em forma de barril. Os fons sdo
injetados no volume entre os dois eletrodos. Com
uma voltagem aplicada entre o eletrodo central e o
eletrodo mais externo, um campo elétrico radial
distorce a trajetéria dos fons em dire¢do ao eletrodo
central, enquanto a velocidade tangencial cria uma
forca centripeta (Hu et al, 2005; PERRY et al,
2008). Ajustando os parametros do equipamento, os
fons ficardo em um espiral quase circular dentro da
armadilha. O campo elétrico axial causado pela forma
conica dos eletrodos forcam os fons para a parte
mais larga da armadilha iniciando assim as oscilagdes
harmonicas axiais. Eletrodos externos sio entdo
utilizados para detectar a corrente destas oscilagdes
axiais. A corrente obtida no dominio do tempo, ¢
transformadoa, através da transformada de Fourier,
para o dominio da frequéncia e entdo convertida no
espectro de massas (ZUBAREV;MAKAROV, 2013).

2.5 Espectrometria de massas
sequencial - tandem MS/MS.

Como o préptio nome sugere, as técnicas de MS/
MS envolvem dois estagios de MS. De forma que,
no primeiro estagio, os fons de interesse sao isolados
dos outros fons gerados na fonte de {ons. Este ion
isolado — nomeado fon precursor — pode sofrer entao
subsequentes dissocia¢oes gerando assim fragmentos
— denominados fons produto (Esquema 4).

O modo de alcancar este objetivo ¢ através do
uso de analisadores de massas conectados em séries
(tandem); de modo que o isolamento do fon precursor
possa ser realizado no primeiro analisador de massas,
seguido entdo da sua fragmentagdo, gerando os fons
produtos que sio entdo separados com base na
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Esquema 3 - Analisadores de massas do tipo aprisionamento de fons. A- Quadrupolo com aprisionamento de fons. B- Transformada de Fourier

ciclotron fon MS.
Fonte- Adaptado de GLISH; VACHET, 2003.
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sua massa/carga(GLISH; VACHET, 2003; HAN;
ASLANIAN; YATES, 2008).

Esquema 4- Comparacio entre um experimento de massas convencional
(em cima) com o experimento em massas sequencial
(abaixo).

Fonte- Adaptado de EL-ANEED; COHEN; BANOUB (2009)

Os tipos de instrumento ilustrado acima sao
considerados sequenciais no espaco, pois as andlises
sao realizadas em diferentes analisadores em diferentes
“espacos”. Espectrometria de massas sequenciais em
tempo no entanto sio realizadas com instrumentos
do tipo aprisionamento de fons, onde todos os ions
sao ejetados exceto o de interesse que sofre entdo
a fragmentacio “no mesmo espago”. Estes tipos
de equipamentos sdao capazes de realizar mualtiplos
experimentos de massas, (MS)n, sendo assim uma
poderosa ferramenta para analise estrutural(GLISH;
VACHET, 2003; HAN; ASLANIAN; YATES, 2008).

2.6 Bioinformaticaaplicada a
protedmica

A partit do espectro gerado pela fragmentagio
de um precursor, ¢ possivel reconstruir o peptideo
fragmentado (sequenciamento de novo), entretanto
na pratica, ¢ inviavel analisar um espectro de cada vez,
sendo esta tarefaabreviada pelaaplicacio de algoritmos
(HEIN et al, 2013). Grande parte dos softwares
existentes realizam comparagdes entre o conjunto de
dados gerados por peptidemass“fingerprint” (PMF)
e MS/MScom os espectros obtidos da fragmentagio
teorica de proteinas presentes nos bancos de dados
(ZHANG et al,, 2013). Apds esta comparacdo, o
software retorna as provaveis proteinas contidas
na amostra com um grau de confianga que varia
de acordo com a coberturaalcancada (o0 numero
de peptideos identificados na sequéncia), dentre
outros parametros. Entre os softwares utilizados
para identificacio baseando-se em bancos de
dados, podemos citattMASCOT  (http://www.
matrixscience.com/), Prol.uCID/SEQUEST
(http://fields.scripps.edu/prolucid/), Xltandem
(http:/ /www.thegpm.org/tandem/), Comet
(ENG; JAHAN; HOOPMANN, 2013;http://

cometms.sourceforge.net/),MSFIT (http://

prospector.ucsf.edu/prospector/cgibin/msform.
ceiform=msfitstandard).Atualmente existem

pipelines para a analise dos dados protedmicos, entre
estes podemos citar o Patternlab for proteomics que
contém uma variedade de ferramentas que permitem,
por exemplo, assinalar proteinas ou peptideos
que sao diferentemente expressos e interpretar
os dados de acordo com o “Gene Ontonlogy”.
Outros exemplos sdo o Transproteomic pipeline e o
OpenMS(KOHLBACHER etal., 2007; CARVALHO;
YATES III; BARBOSA, 2010; DEUTSCH et al,
2010).

No caso de organismos que nio tenham o
genoma sequenciado e, portanto,poucas proteinas
constam nos bancos de dados, a abordagem de
sequenciamento de novo ¢ essencial. Exemplos de
algoritmos que realizam sequenciamento de novosao
UniNovo, PepNovo, pNovo+ePEAKS(MA et
al., 2003; FRANK; PEVZNER, 2005; CHI et al.,
2013; JEONG; KIM; PEVZNER, 2013). Neste
caso, também existem softwares que auxiliam na
interpretacio dos resultados dos algoritmos de
sequenciamento de novo realizando alinhamentos
contra bancos de dados contendo sequencias de
organismos homologos, como o PepExplorer ¢ o
MSBlast(SHEVCHENKO et al., 2001; LEPREVOST
etal., 2014)

3 DISCUSSAO

A espectrometria de massas permite o trabalho
de identificagao qualitativa e quantitativa de proteinas
e fragmentos protéicos (peptideos). Podendo ser
uma técnica aplicada a identificagdio de outras
macromoléculas tais como glicoconjugados, lipideos,
DNA e RNA. A massa molecular obtida através desta
técnica possui grande acuraciadade, especificidade
e reprodutibilidade. Tais caracteristicas permitem a
aplicacdo de softwares capazes de comparar os dados
dos espectros em estudo com aqueles presentes nos
bancos de dados. Esta ferramenta pode ser empregada
em amostras diversas com distintas finalidades, sendo
as mais utilizadas: identificagdo e quantificacio de
protefnas e peptideos, analise de modificagcdes pos—
traducionais, mapeamento de epitopos antigénicos,
analise de biomarcadores.

A analise protedmica tem se tornado uma
ferramenta valiosa na busca de novas moléculas de
aplicagdo clinica. Tais biomarcadores podem ter
diversas aplicacbes no prognostico, diagnostico,
monitoramento e direcionamento de tratamentos.
Em muitas doengas, como no cancer, o diagnostico
precoce e exato da doenga éessencial para a escolha
de um tratamento efetivo. Entretanto na maioria
das vezes, isto ndo é possivel devido aauséncia de
biomarcadores ja descritos (OVERALL, 2014) ¢ a
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baixa sensibilidade dos métodos utilizados (CHO,
2014).

A avaliagdio dos perfis proteicos busca entdo
identificar comparativamente ou quantitativamente em
amostras clinicas, biomarcadores que tenham niveis
alterados de expressio, modifica¢oes pos-traducionais
ou formas variantes das proteinas. A identificagdao de
um conjunto de marcadores tem um maior potencial de
alcancar maior especificidade e sensibilidade(LOPEZ
et al., 2012). O “SelecteReactionMonitoring” (SRM)
¢ uma abordagem que permite a analise de varias
protefnas simultaneamente com alta especificidade
e esta crescendo como uma forma de interligar a
descoberta de biomarcadores e sua validacio para
utilizacio na rotina clinica (HUTTENHAIN et al.,
2012; CERCIELLO et al., 2013; CHO, 2014).

Uma abordagem rapida e simples da espectrometria
de massas namicrobiologia clinica consiste naaplicagdo
de colonias isoladas em placas de MALDI, seguida
pela matriz. Os espectros gerados sio comparados
com as bases de dados contendo microrganismos de
relevancia clinica. Além da identidade, a anélise dos
picos gerados pelo MALDI-TOF/MS pode fornecer
informacoes como susceptibilidade a drogas (PATEL,
2013).

Atualmente, um dos grandes desafios encontra-se
em correlacionar descobertas cientificas que sejam
aplicaveis em diagnoésticos clinicos. Um entrave para
este desenvolvimento ¢ a necessidade de se fazer os

testes com uma populacio amostral maior e validagio
destes dados (SANCHEZ, 2013).

4 CONCLUSAO

A tecnologia para sequenciamento genético
alcancou alto nivel de maturidade, permitindo a
obten¢do de genomas inteiros em pouco tempo
(PAREEK; SMOCZYNSKI; TRETYN, 2011).
Entretanto, apenas as informacdes do genoma siao
insuficientes para entender a relacdo entre fendtipo
e genético, visto que aproximadamente 100 000
proteinas sdo expressas por cerca de 20235 genes
em humanos, mostrando a complexidade do estudo
do proteoma(BENSIMON; HECK; AEBERSOLD,
2012; ZHANG et al., 2013).

A identificagdo e analise de proteinas utilizando
métodos baseados em espectrometria de massas tem
se tornado uma abordagem interessante no campo
da biologia, sendo um complemento as técnicas
tradicionalmente utilizadas em pesquisas bioquimicas
e de biologia molecular (BENSIMON; HECK;
AEBERSOLD, 2012; ZHANG et al., 2013).

Além disso, protedmica também vem sendo
utilizada para a busca de novos biomarcadores de
doengas, entretanto sua utilizagdo no diagnodstico
clinico ainda é limitada, visto a dificuldade de se
validar estes métodos em uma populacio amostral
significativa (FUZERY et al., 2013; ZHANG et al,,
2013).

INTRODUCTION TO METHODS AND APPLICATIONS IN PROTEOMICS

ABSTRACT

Proteins play most of cell physiological functions, being important pharmacological targets and disease
related biomarkers. The investigation (quantitative, qualitative and structural) of those moleculesis essential
to understand how the biological systems work and has potential application in clinical diagnosis. The
proteomics study allow us to identify proteins being expressed at a certain time, measure them and detect
post translational modification in their structure. Hence, the proteomeprovides information that might not
be inferred fromgenome. Proteomics comprises the following steps: sample extraction and treatment, protein
and/or peptide separation, mass spectrometry and analysis using bioinformatics tools. This review aims to
describe the main techniques applied in proteomics from the sample preparation to protein identification.

Key-words:Proteomics, Mass Spectrometry, Peptides, Proteins, Biomarkers.

REFERENCIAS

ALTELAAR, A. F; MUNOZ, J.; HECK, A. J. Next-generation
proteomics: towards an integrative view of proteome dynamics.
Nature Reviews Genetics,London, v. 14, no. 1, p. 35-48, Jan
2013.

ARN, P. H. Phenylketonuria (PKU). In: Aminoff, M. J. e Daroff,
R. B. Encyclopedia of the Neurological Sciences (Second
Edition). Oxford: Academic Press, 2014, p.887-889.

AVEZUM, A.et al. III Diretriz sobre tratamento do infarto
agudo do miocardio. Arquivos Brasileiros de Cardiologia, Rio de
Janeiro, v. 83, n.4, p. 1-86, Set 2004.

HU Revista, Juiz de Fora, v. 41, n. 3 e 4, p. 101-111, jul /ago. 2015



BAKER, E. S.et al. Mass spectrometry for translational
proteomics: progress and clinical implications. Genome
Medicine,L.ondon, v. 4, no. 8, p. 63, Sep 2012.

BENSIMON, A.; HECK, A. J.; AEBERSOLD, R. Mass
spectrometry-based proteomics and network biology. Annual
Review of Biochemistry, Palo Alto,v. 81, no. 1, p. 379-405,
Jul2012.

CARVALHO, P. C,FISHER, J. S. G., WIM M. DEGRAVE, W.
M.,CARVALHO, M. G. C.. Marcadores séricos e espectrometria
de massa no diagndstico do cancer. Jornal Brasileiro de Patologia
e Medicina Laboratorial, Rio de Janiero, v. 42, n. 6, p. 6, Dez
2006.

CARVALHO, P. C;; YATES 111, . R.; BARBOSA, V. C.
Analyzing Shotgun Proteomic Data with Patternlab for
Proteomics. In: (Ed.). Current Protocols in Bioinformatics: John
Wiley & Sons, Inc., 2010.

CATHERMAN, A. D; SKINNER, O. S;; KELLEHER, N. L.
Top Down proteomics: Facts and perspectives. Biochemical and
Biophysical Research Communications, New York, v. 445, no. 4,
p- 683-693, Mar 2014.

CERCIELLO, E; CHOI, M.; NICASTRI, A.; BAUSCH-
FLUCK, D,; ZIEGLER, A.; VITEK, O,; FELLEY-BOSCO,
E.; STAHEL, R.; AEBERSOLD, R.; WOLLSCHEID, B.
Identification of a seven glycopeptide signature for malignant
pleural mesothelioma in human serum by selected reaction
monitoring. Clinical Proteomics, London, v. 10, no. 1, p. 1-12,
Nov 2013.

CHEVALIER, F. Highlights on the capacities of “Gel-based”

proteomics. Proteome Science, London, v. 8, no. 23, Apr 2010.

COHEN, S. L., CHAIT, B. T., Influence of matrix solution
conditions on the MALDI-MS analysis of peptides and
proteins. Analytical Chemistry, Washington,v. 68, no. 1, p. 31-37,
Jan 1996.

CHI, H.; CHEN, H.; HE, K.; WU, L.; YANG, B,; SUN, R. X;
LIU, J.; ZENG, W. E; SONG, C. Q; HE, S. M;; DONG, M. Q.
pNovo+: de novo peptide sequencing using complementary
HCD and ETD tandem mass spectra. Journal of proteome
research, Washington, v. 12, no. 2, p. 615-625, Dec 2013.

CHO, W. C. Proteomics in translational cancer research:
biomarker discovery for clinical applications. Expert Review of
Proteomics, London, v. 11, no. 2, p. 131-133, Apr 2014.

DEUTSCH, E. W,; MENDOZA, L.; SHTEYNBERG, D;
FARRAH, T.; LAM, H.; TASMAN, N.; SUN, Z.; NILSSON,
E.; PRATT, B;; PRAZEN, B.; ENG, J. K;; MARTIN, D. B;
NESVIZHSKII, A. I.; AEBERSOLD, R. A guided tour of the
Trans-Proteomic Pipeline. Proteomics, London, v. 10, no. 6, p.
1150-1159, Mar 2010.

HU Revista, Juiz de Fora, v. 41, n. 3 e 4, p. 101-111, jul /dez. 2015

DI PALMA, S et al. Recent advances in peptide separation by
multidimensional liquid chromatography for proteome analysis.
Journal of Proteomics, London, v. 75, no. 13, p. 3791-3813, Jul
2012.

EDMOND DE HOFFMANN, V. S. Mass Spectrometry:
Principles and Applications: Wiley, 2001

EL-ANEED, A.; COHEN, A.; BANOUB, J. Mass Spectrometry,
Review of the Basics: Electrospray, MALDI, and Commonly
Used Mass Analyzers. Applied Spectroscopy Reviews, v. 44,
no. 3, p. 210-230, Oct 2009.

ENG, J. K; JAHAN, T. A.;; HOOPMANN, M. R. Comet: an
open-source MS/MS sequence database search tool. Proteomics,
Weinheim, v. 13, no. 1, p. 22-24, Jan 2013.

FRANK, A.; PEVZNER, P. PepNovo: de novo peptide
sequencing via probabilistic network modeling. Analytical
Chemistry, Washington, v. 77, no. 4, p. 964-973, Jan 2005.

FENN, J. B, MANN, M.; MENG, C. K,; WONG, S. F;
WHITEHOUSE, C. M. Electrospray ionization for mass
spectrometry of large biomolecules. Science, New York, v. 246,
no. 4926, p. 64-71, Oct 1989.

FUZERY, A. K;; LEVIN, J.; CHAN, M. M.; CHAN, D. W.
Translation of proteomic biomarkers into FDA approved cancer
diagnostics: issues and challenges. Clinical Proteomics, London,
v. 10, no. 1, p. 13, Oct 2013.

GASKELL, S. J. Electrospray: Principles and Practice. Journal of
Mass Spectrometry,Chichester, v. 32, no. 7, p. 677-688, Jul 1997.

GHAZALPOUR, A. et al. Comparative analysis of proteome
and transcriptome variation in mouse. PLoS Genetics, San

Francisco,v. 7, no. 6, Jun 2011.

GLISH, G. L.; VACHET, R. W. The basics of mass
spectrometry in the twenty-first century. Nature Reviews Drug
Discovery, London, v. 2, no. 2, p. 140-150, Feb 2003.

HAN, X.; ASLANIAN, A.; YATES, J. R., 3RD. Mass
spectrometry for proteomics. Current Opinion in Chemical
Biology, London, v. 12, no. 5, p. 483-490, Aug 2008.

HEIN, M. Y. et al. Chapter 1 - Proteomic Analysis of Cellular
Systems. In: Walhout, A. J. M., Vidal, M., et al. Handbook of
Systems Biology. San Diego: Academic Press, 2013, p.3-25.

HO, C. S. et al. Electrospray Ionisation Mass Spectrometry:
Principles and Clinical Applications. The Clinical Biochemist
Reviews,Chippendale, v. 24, no. 1, p. 3-12, Feb 2003.

HU, Q. etal. The Orbitrap: a new mass spectrometer. Journal of

mass spectrometry,Chichester, v. 40, no. 4, p. 430-43, Apr 2005.

109



110

HUGHES, C.; MA, B; LAJOIE, G. A. De novo sequencing
methods in proteomics. Methods in molecular biology, Totowa, v.
604, no., p. 105-121, 2010.

HUTTENHAIN, R.; SOSTE, M.; SELEVSEK, N.; ROST, H.;
SETHI, A.; CARAPITO, C; FARRAH, T.; DEUTSCH, E. W;
KUSEBAUCH, U; MORITZ, R. L.; NIMEUS-MALMSTROM,
E.; RINNER, O.; AEBERSOLD, R. Reproducible quantification
of cancer-associated proteins in body fluids using targeted
proteomics. Science translational medicine, Washington, v. 4, no.
142, p. 142ra194, Sep 2012.

IMMING, P; SINNING, C.; MEYER, A. Drugs, their targets
and the nature and number of drug targets. Nature Reviews
Drug Discovery, London, v. 5, no. 10, p. 821-834, Oct 2006.

JEONG, K,; KIM, S.; PEVZNER, P. A. UniNovo: a universal
tool for de novo peptide sequencing. Bioinformatics, Oxford, v.
29, n. 16, p. 1953-1962, Aug 2013.

KARAS, M.; HILLENKAMP, E Laser desorption ionization
of proteins with molecular masses exceeding 10,000 daltons.
Analytical Chemistry, Washington,v. 60, no. 20, p. 2299-2301,
Oct 1988.

KELLIE, J. E; TRAN, J. C; LEE, J. E;; AHLE, D. R.;
THOMAS, H. M.; NTAL 1.; CATHERMAN, A. D.; DURBIN,
K. R.; ZAMDBORG, L.; VELLAICHAMY, A.; THOMAS,

P. M.; KELLEHER, N. L. The emerging process of Top
Down mass spectrometry for protein analysis: Biomarkers,
protein-therapeutics, and achieving high throughput. Molecular
BioSystems, Cambridge, v. 6, no. 9, p. 1532-1539, Sep 2010.

KINGDON, K. H. A Method for the Neutralization of
Electron Space Charge by Positive Ionization at Very Low Gas
Pressures. Physical Review, Schenectady v. 21, nO. 4, p. 408-418,
Jan 1923.

KNOCHENMUSS, R.; ZENOBI, R. MALDI ionization: the
role of in-plume processes. Chemical Reviews, Washington,v.
103, no. 2, p. 441-452, Feb 2003.

KOHLBACHER, O,; REINERT, K.; GROPL, C;; LANGE, E,;
PFEIFER, N.; SCHULZ-TRIEGLAFF, O.; STURM, M. TOPP-
-the OpenMS proteomics pipeline. Bioinformatics, Oxford, v.
23, no. 2, p. €191-197, Jan 2007.

LIU, H,; LIN, D; YATES, J. R., 3RD. Multidimensional
separations for protein/peptide analysis in the post-genomic era.
Biotechniques, London, v. 32, no. 4, p. 898-902, Apr 2002.

LEPREVOST, E. V; VALENTE, R. H.; LIMA, D. B;
PERALES, J.; MELANI, R.; YATES, J. R., 3RD; BARBOSA,
V. C; JUNQUEIRA, M.; CARVALHO, P. C. PepExplorer: a
similarity-driven tool for analyzing de novo sequencing results.
Molecular & cellular proteomics : MCP, Bethesda v. 13, no. 9, p.
2480-2489, Sep 2014.

LOPEZ, E.; MADERO, L.; LOPEZ-PASCUAL, J.;
LATTERICH, M. Clinical proteomics and OMICS clues useful
in translational medicine research. Proteome Scince, LLondon, v.
10, no. 1, p. 35, May 2012.

MA, B,; ZHANG, K; HENDRIE, C,; LIANG, C,; LI, M,;
DOHERTY-KIRBY, A.; LAJOIE, G. PEAKS: powerful
software for peptide de novo sequencing by tandem mass
spectrometry. Rapid communications in mass spectrometry :
RCM, Chichester,v. 17, no. 20, p. 2337-2342, Oct 2003.

MCDONALD, W. H.; YATES, J. R., 3RD. Shotgun proteomics:
integrating technologies to answer biological questions. Current
opinion in molecular therapeutics, London, v. 5, no. 3, p.
302-309, Jun 2003.

MCLAFFERTY, E “Tandem mass spectrometry.”.Science, New
York,v. 214, no. 4518, p. 280-287, 1981.

MAKAROV, A. Electrostatic Axially Harmonic Orbital
Trapping: A High-Performance Technique of Mass Analysis.
Analytical Chemistry, Manchester v. 72, no. 6, p. 1156-1162, Mar
2000.

MALLICK, P; KUSTER, B. Proteomics: a pragmatic
perspective. Nature Biotechnology,New York, v. 28, no. 7, p.
695-709, Jul 2010.

MANN, M.; HENDRICKSON, R. C.; PANDEY, A. Analysis of
proteins and proteomes by mass spectrometry. Annual Review
of Biochemistry,Palo Alto, v. 70, no. 1, p. 437-473, Jul 2001.

O’FARRELL, P. H. High Resolution Two-Dimensional
Electrophoresis of Proteins. The Journal of biological chemistry,
Baltimore, v. 250, no. 10, p. 4007-4021, May 1975.

OVERALL, C. M. Can proteomics fill the gap between
genomics and phenotypes? Journal of Proteomics, Amsterdam,v.
100, p. 1-2,Apr 2014.

PAREEK, C. S;; SMOCZYNSKI, R.; TRETYN, A. Sequencing
technologies and genome sequencing, Journal of Applied
Genetics,Poznan, v. 52, no. 4, p. 413-435, Nov 2011.

PATEL, R. MALDI-TOF mass spectrometry: transformative
proteomics for clinical microbiology. Clinical Chemistry,
Washington, v. 59, no. 2, p. 340-342, Feb2013.

CARVALHO, P. C,FISHER, J. S. G., WIM M. DEGRAVE, W.
M.,CARVALHO, M. G. C.. Marcadores séricos e espectromettia
de massa no diagndstico do cancer. Jornal Brasileiro de Patologia
e Medicina Laboratorial, Rio de Janiero, v. 42, n. 6, p. 6, Dez
2006.

PAULO, J. A;; KADIYALA, V;; BANKS, P. A;; STEEN, H.;
CONWELL, D. L. Mass spectrometry-based proteomics for
translational research: a technical overview. Yale Journal of
Biology and Medicine, New Haven, v. 85, no. 1, p. 59-73, Mar
2012.

HU Revista, Juiz de Fora, v. 41, n. 3 e 4, p. 101-111, jul /ago. 2015



PERRY, R. H.; COOKS, R. G.; NOLL, R. J. Orbitrap mass
spectrometry: instrumentation, ion motion and applications.
Mass spectrometry reviews, New York v. 27, no. 6, p. 661-99,
Nov-Dec 2008.

POMASTOWSKI, P; BUSZEWSKI, B. Two-dimensional gel
electrophoresis in the light of new developments. Trends in
Analytical Chemistry, Amsterdam, v. 53, p. 167-177, Jan 2014.

RABILLOUD, T.; LELONG, C. Two-dimensional gel
electrophoresis in proteomics: A tutorial. Journal of Proteomics,
Amsterdam, v. 74, no. 10, p. 1829-1841, Jun 2011.

SANCHEZ, J.-C. The art of proteomics translation.

Translational Proteomics, Amsterdam,v. 1, no. 1, p. 1-2, 2013.

SHEVCHENKO, A.; SUNYAEY, S;; LOBODA, A,;
SHEVCHENKO, A.; BORK, P; ENS, W,; STANDING, K.
G. Charting the proteomes of organisms with unsequenced
genomes by MALDI-quadrupole time-of-flight mass
spectrometry and BLAST homology searching. Analytical
chemistry, Washington, v. 73, no. 9, p. 1917-1926, May 2001.

TANAKA, K.; WAKI, H.; IDO, Y;; AKITA, S.; YOSHIDA,
Y.; YOSHIDA, T.; MATSUO, T. Protein and polymer analyses
up to m/z 100 000 by laser ionization time-of-flight mass
spectrometry. Rapid Communications in Mass Spectrometry,
London, v. 2, no. 8, p. 151-153, Aug 1988.

THOMPSON, ].J.; Rays of Positive Electricity and their
Application to Chemical Analysis. London: Longmans, Green
and Co. Ltd., 1913.

WEATHERALL, D. J. Sickle Cell Anemia. In: Hughes, S. M.
Brenner’s Encyclopedia of Genetics (Second Edition). San
Diego: Academic Press, 2013, p.429-431.

WOLTERS, D. A;; WASHBURN, M. P; YATES, J. R., 3RD. An
automatedmultidimensional protein identification technology for
shotgun proteomics. Analytical chemistry,Washington, v. 73, no.
23, p. 5683-5690, Dec 2001.

YATES, J. R.; RUSE, C. I; NAKORCHEVSKY, A. Proteomics
by Mass Spectrometry: Approaches, Advances, and Applications.
Annual Review of Biomedical Engineering,Palo Alto, v. 11, no.
1, p. 49-79, Apr 2009.

YATES, J. R., 3RD. Mass spectral analysis in proteomics. Annual
review of biophysics and biomolecular structure,Palo Alto, v. 33,
no., p. 297-316, Jun 2004.

ZHANG, Y.; FONSLOW, B. R.; SHAN, B,; BAEK, M. C;
YATES, J. R., 3RD. Protein analysis by shotgun/bottom-up
proteomics. Chemical Reviews, Washington,v. 113, no. 4, p.
2343-2394, Apr 2013.

ZUBAREV, R. A.; MAKAROV, A. Orbitrap Mass Spectrometry.
Analytical Chemistry,Washington v. 85, no. 11, p. 5288-5296, Apr
2013.

Enviado em 26/01/2015
Aprovado em 23/04/2015

HU Revista, Juiz de Fora, v. 41, n. 3 e 4, p. 101-111, jul /dez. 2015

111



