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Mass Spectrometry to Study Biological Systems.
The need for high-throughput techniques for

the analysis of biomolecules such as proteins
and nucleic acids in biological experiments is
currently critical to know its structure, function,
and interactions. Mass spectrometry can be used
to complement traditional techniques in the
study of biological systems and provide a more
complete understanding of the biological pro-
cesses under examination. Native mass spectro-
metry has shown to be a critical tool to analyse
proteins, protein complexes, and nucleic acids.
These methods are used to study alterations in
the structure of these biomolecules, identify the
presence of mutations/modifications, and identi-
fy binding site motifs to answer questions related
to human health and drug development. The

use of mass spectrometry coupled to ultraviolet
photodissociation for the analysis of proteins
and nucleic acids are emphasized in this article.

O estudo de biomoléculas, mais concreta-
mente da sua sequéncia, estrutura e tipo

de interac6es em que estdo envolvidas, é
importante para compreender a sua fun¢do
e a sua relacdo com diferentes doencas. A
espectrometria de massa tem provado ser
uma metodologia complementar as aborda-
gens tradicionais para o estudo dos sistemas
biolégicos e que ajuda a aprofundar a sua
compreensdo. Neste artigo, é apresentada
uma revisdo do uso de espectrometria de
massa acoplada a fotoionizagdo por raios
ultravioleta para a andlise de proteinas e
acidos nucleicos. Estes métodos sdo utiliza-
dos para estudar alteracdes na estrutura des-
tas biomoléculas, identificar a presenca de
modificacoes e identificar locais de interacdo
com outras moléculas de forma a responder
a questoes relacionadas com a satide huma-
na e o desenvolvimento de farmacos.

1. Introducio

O papel dos dcidos nucleicos é reter toda a informagao
genética, estando também envolvidos na sua tradugao
em proteinas que, por sua vez, contribuem para a fungao
e estrutura das células. Por conseguinte, as protefnas
tém sido alvo de vdrios estudos direcionados para o
desenvolvimento de farmacos [1,2]. Estas biomoléculas
constituem alvos ideais visto que interagem com diferen-
tes tipos de moléculas e estas interagdes tém impacto
na sua conformacao, atividade e, consequentemente,
na funcdo que desempenham podendo levar a perda
ou redugdo da sua atividade bioldgica. Por estas razdes,

é importante conhecer, para cada proteina, ndo sé a
sequéncia de aminodcidos na sua cadeia polipeptidica e a
sua estrutura tridimensional, mas também as moléculas
com que interage e com que tipo de interagdes [1-3].

A cristalografia de raios-X e a espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN) sdo as técnicas
mais utilizadas no estudo da estrutura tridimensional
de proteinas [4,5]. Contudo, as moléculas com elevada
massa molecular ndo cristalizam facilmente, o que
dificulta o estudo da sua estrutura por cristalografia.
A crio-microscopia eletrénica (Cryo-EM) ultrapassa
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esta limitagdo. No entanto, esta técnica possui uma
baixa resolucdo, isto é, uma menor capacidade para
determinar os detalhes estruturais. Por outro lado, a
RMN, além de apresentar a mesma limitagdo, requer
uma grande quantidade de amostra pura, na ordem dos
mg, para obter espectros de qualidade [4-8]. Assim, sdo
necessarios métodos alternativos para a caracterizacao
das biomoléculas. A espectrometria de massa é uma
excelente técnica que complementa as mencionadas
anteriormente na identificacdo e caracterizagdo de
proteinas, nomeadamente através da determinacao
da sequéncia primdria, localizagdo de modificagdes
pds-traducionais, identificando os residuos em que
se encontra a alteracdo, contribuindo também para
a determinacdo da sua estrutura tridimensional e a
sua quantificacdo [9-17].

2. Espectrometria de massa

J.J. Thompson, em 1912, demonstrou que era pos-
sfvel separar moléculas na fase gasosa através das
diferengas de massa e carga que estas apresentam, o
que corresponde ao principio de funcionamento dos
espectrémetros de massa [18]. A espectrometria de
massa (EM) permite a andlise qualitativa e quantitativa
de dtomos ou moléculas com base na relagdo entre a
massa e a carga de espécies ionizadas em fase gasosa
[19]. Os principais componentes de um espectrémetro
de massa estao representados na Figura 1. Estes
incluem uma fonte de ionizagdo para promover a
ionizacao dos analitos, um analisador de massa, que
separa os ides formados e um detetor [19]. As fontes
de ionizagao utilizadas mais frequentemente sdo
ionizacdo quimica (Chemical lonization, Cl), ionizagao
por spray eletrostatico (Electrospray lonization, ESI)
e ionizacdo por dessorgao laser assistida por matriz
(Matrix Assisted Laser Desorption/lonization, MALDI)
[19,20]. O desenvolvimento da técnica de ionizacdo
por spray eletrostatico por John Fenn foi um grande
marco na andlise de biomoléculas visto que permitiu
evaporar e ionizar macromoléculas, causando uma
fragmentagdo minima das ligacdes quimicas [21,22]. A
partir dessa altura, o uso de espectrometria de massa

passou a ser alargado ao estudo de macromoléculas
bioldgicas como péptidos, proteinas, polissacarideos
e 4cidos nucleicos. Na técnica de ESI, a amostra passa
por um capilar no qual se aplica um elevado potencial
elétrico (3-5 kV). Na saida do capilar, a solucdo
dispersa-se na forma de microgoticulas eletricamente
carregadas. O seu volume é rapidamente reduzido
por evaporagao do solvente criando, usualmente por
protonacdo, ides na fase gasosa [21,22]. No caso das
protefnas, os locais de protonagao mais frequentes
s3o o N-terminal e os residuos histidina, arginina e
lisina. Os ides individualizados sdo separados com
base na sua massa (m) e carga (z), mais exatamente
na razdo m/z. Os analisadores divergem no modo de
aceleracdo e separagao de ides e as suas principais
caracteristicas sdo o limite de massa, o modo de
transmissdo de ides e a resolucdo de massa. Os
diferentes tipos de analisadores s3o quadrupolos (Q),
armadilha de ides (ion-traps), tempo de voo (Time
of Flight, TOF), Orbitrap™e ressonancia ido-ciclotrao
com transformada de Fourier (FTICR) [23,24]. No
TOF, os iGes sao acelerados por um potencial entre
dois elétrodos e transferidos para um tubo em alto
vacuo em que as suas velocidades sdo inversamente
proporcionais as suas massas. A relago entre a massa
e a carga é determinada pelo tempo de voo entre a
ionizacao e a detecdo. O detetor converte o sinal dos
ides para um sinal analdgico que é apresentado como
um grafico de intensidade versus m/z, referido como
o espectro de massa. Os analisadores quadrupolo sdo
constituidos por quatro elétrodos que funcionam
como um filtro. O campo elétrico formado entre
esses elétrodos permite selecionar os ides incluidos
num intervalo m/z que sdo enviados para o detetor,
enquanto os outros sdo desviados. Os analisadores
de armadilha de ies filtram e capturam os iGes
de interesse, que sao libertados gradualmente por
ordem crescente de m/z. No analisador Orbitrap™,
os ides oscilam ao longo e ao redor de um elétrodo
em forma de espiral. A frequéncia dessa oscilagao é
proporcional a raiz quadrada da razdo m/z permitindo
a sua determinagdo com elevada exatidao.
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Figura 1- Esquema dos principais
componentes de um espectrémetro de massa.
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2.1. Espectrometria de massa tandem

A espectrometria de massa tandem (MS/MS) permite
a clivagem de ides em fragmentos com o objetivo
principal de definir a sequéncia de aminoacidos das
proteinas. Existem diferentes modos de ativagao
de ides, detalhados na Figura 2, incluindo colisao
com um gés inerte (collision induced dissociation,
CID, Fig. 2A), dissociacdo por transferéncia de ele-
troes (electron transfer dissociation, ETD, Fig. 2B),
fotodissociacdo por raios infravermelhos (infrared
multiple photon dissociation, IRMPD) ou ultravioleta
(ultraviolet photodissociation, UVPD, Fig. 2C), colisdo
com uma superficie (surface induced dissociation,
SID, Fig. 2D) e captura eletrénica (electron capture
dissocation, ECD, Fig. 2E) [25].

0 CID é a forma mais comum de ativacdo devido
asuasimplicidade e elevada eficiéncia de fragmen-
tacdo. Consequentemente, esta técnica tem sido
implementada na generalidade dos espectrémetros
de massa. Este processo de ativagdo tem origem em
colisbes promovidas entre ides dos analitos e dtomos
ou moléculas de um gds inerte que promovem a
conversdo da energia cinética em energia interna,
causando a fragmentagao de ligagoes quimicas
[26]. A fragmentacdo de ligagoes covalentes fracas,
como as ligagdes C-N dos péptidos, é proeminente
em métodos de ativagdo de baixa energia, tais como
CID e IRMPD, resultando na formacao de ides do
tipo b e y como apresentado na Figura 2A [26,27].
Consequentemente, sdo também comuns a perda
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em espectrometria de massa e respetivos
ides produzidos.

de NH, ou H,0 de ides b/y, bem como a perda de CO
de ides do tipo b para a producao de ides do tipo a.

A SID permite uma deposicdo rapida de alta
energia que introduz novas vias de fragmentagao
n3o acessiveis com processos mais lentos e menos
energéticos como o CID [28]. Este método 3 foi
implementado numa grande variedade de espec-
trometros de massa, abrangendo os que incluem
analisadores de massa Q-TOF, Orbitrap™ e FTICR
[29]. Este tipo de ativacdo é também conhecido
pela producao de ides do tipo b/y e, comparativa-
mente com o CID, permite ainda a caracterizagio
da estrutura quaterndria de complexos proteicos.

As técnicas de ativacao baseadas em transfe-
réncia de eletrbes, incluindo ECD e ETD, preservam
ligagoes nao covalentes e geram ides cuja abundancia
reflete a flexibilidade da proteina. Estas técnicas
promovem a fragmentacao das ligagoes N-Cot que
resultam na producdo de ides do tipo ¢/z [30].

Os métodos de ativagao que resultam numa
maior deposicao energética permitem o acesso a
uma maior variedade de processos de fragmentagao.
Por exemplo, a UVPD gera ides do tipo a/x através
da fragmentacgdo de ligagdes Ca—C, além de ides
b/y e c/z. Em geral, os ides a/x, b/y e c/z sdo os
mais Uteis para identificar a sequéncia primaria de
um péptido ou protefna [31-39].

Na Figura 3 é possivel ver um exemplo da
introducdo de um laser na zona posterior de um
espectrometro de massa para realizar a fotodis-
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sociagao por raios ultravioleta. A UVPD pode ser
implementada em quadrupolos, armadilha de
ides ou na célula de dissociacdo colisional de alta
energia (high energy collision dissociation, HCD). A
utilizacdo de fotodissociagdo requer uma fonte de
fotes adequada, um meio de introducdo destes
fotdes no espectrémetro de massa, tais como uma
janela e lentes e/ou espelhos que direcionam os
fotdes, e um método que permite desencadear
a dissociacdo ao mesmo tempo que os i6es sao
analisados, isto é, quando os ides sdo aprisionados,
estes sdo também ativados por UVPD. As fontes de
fotdes utilizadas com sucesso para a fotodissociacao
foram descritas previamente em artigos de revisao
[31-39] e incluem lasers de CO,, lasers excimer,
lasers de estado sélido Nd:YAG, entre outros.

Figura 3 - Instalagdo de UVPD num espectrémetro
de massa Thermo Fisher Scientific Orbitrap Lumos.
Adaptada com permissao da referéncia [32]. Copyright
2020 American Chemical Society.
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Alguns dos tipos de fragmentagao jd referidos
apresentam desvantagens, tais como a baixa pro-
ducao de fragmentos e a perda de modificagoes que
conduzem a uma baixa cobertura da sequéncia de
proteinas e dcidos nucleicos. Para contornar esta
limitagao, diferentes métodos de ativagao podem
ser combinados num Unico passo ou em passos
sequenciais de forma a combinar as vantagens das
diferentes técnicas para uma melhor caracterizagao
de protefnas e dcidos nucleicos [31,32]. Um exemplo
é a ativagao por UVPD seguida por ativagdo por CID
explicada em mais pormenor na secao 3.3.

3. Espectrometria de massa aplicada a
sistemas bioldgicos

A anilise de proteinas por espectrometria de massa
pode ser realizada de duas formas: bottom-up ou
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top-down [40-45]. No primeiro método, as proteinas
s3o digeridas a péptidos por proteases especificas
como a tripsina. Antes da andlise por espectrometria
de massa, os péptidos sao separados por cromatografia
liquida de forma a evitar supressoes de sinal [40-43].
A andlise de péptidos é indiscutivelmente mais simples
comparativamente a andlise de proteinas intactas tanto
em termos de separacao por cromatografia ou ele-
troforese como na producao de espectros mais faceis
de interpretar. Por esta razdo, este método permite
a identificacao da proteina através da determinagao
da sua sequéncia, complementada com a razdo m/z
determinada para os péptidos tripticos. Além disso,
é possivel identificar a presenca de modificacoes
pos-traducionais (post-translational modifications,
PTMs) de aminoécidos resultantes de uma modificagdo
quimica. Contudo, uma das desvantagens reconheci-
das da andlise baseada em péptidos é a produgao de
péptidos excessivamente curtos que ndo permitem
a identificagdo da proteina nem a identificagdo dos
multiplos locais que contém modificagées que podem
ser criticas para a fungo das proteinas ou que estao
relacionadas com certas doencas. Por esta razdo, o
método de top-down tem vindo a ser mais explorado
de forma a obter maior cobertura da sequéncia da
proteina e localizar os multiplos grupos modificados.
Neste método, as proteinas sdo analisadas intactas
sem qualquer digestdo [44,45]. A fragmentacdo
de proteinas com certos métodos de ativagao tais
como UVPD permite a produg3o de fragmentos que
contém as modificacdes. Desta forma, a identificacdo
dos péptidos produzidos e a identificacdo da massa
correspondente a determinados grupos quimicos
permite identificar a sequéncia da proteina e mapear
a presenca de modificagées. Na identificacdo de
protefnas, o valor da massa dos diferentes fragmentos
obtidos é comparado com a massa dos péptidos
obtidos por digestao da proteina com uma protease
especifica, usualmente a tripsina, através do uso de
motores de busca de dados como o SEQUEST [46],
MASCOT [47], Andromeda™ [48], Byonic™ [49], MS
Amanda™ [50], entre outros.

Normalmente, a andlise de proteinas por top-down
utiliza solugdes que desnaturam por completo a
biomolécula para facilitar a sua fragmentagao, como
por exemplo uma mistura 50:50 dgua/acetonitrilo
com 0,1% de 3cido férmico. Contudo, foi também
demonstrado que as proteinas podem ser estudadas
no seu estado nativo com a adicdo de acetato de
aménio a solugdo onde estas sdo preparadas [51,52].
O estudo de protefnas no seu estado nativo é uma
representagao mais fiel do seu estado em sistemas
bioldgicos e permite um estudo mais correto da sua
estrutura e interagdo com outras moléculas, um ponto
critico no desenvolvimento de farmacos.



3.1. Estudo de complexos proteina-ligando
0O estudo de complexos proteina-ligando é um dos
grandes focos no desenvolvimento de novos farmacos
que interagem com proteinas e interferem na sua
funcdo. A identificacdo de alteracGes na estrutura
tridimensional e na fungao das proteinas que ocor-
rem apds interagao com outras moléculas permite
compreender o impacto destes ligandos na fungao
bioldgica das proteinas. Varios métodos foram desen-
volvidos para caracterizar as estruturas de complexos
de protefnas com ligandos, tais como, a reorganizagao
conformacional destas protefnas apds ligagao, os
locais de ligagao e as respetivas afinidades de ligagao
[53,54]. Recentemente, o desenvolvimento do nano
spray eletrostatico (similar ao spray eletrostatico,
mas com fluxos menores que formam goticulas
mais pequenas) e o uso de solucdes com elevada
forca idnica permitiram manter as interagdes nao
covalentes no estado gasoso e, consequentemente, 0
seu estudo através de espectrometria de massa [9-
15,55-58]. Além disso, combinando a espectrometria
de massa de protefnas nativas com espectrometria
de massa tandem (MS/MS) ¢ possivel caracterizar
a estrutura tridimensional da proteina e identificar
o local onde esta interatua com o ligando [53,54].
Esta estratégia experimental aplica-se a variados
tipos de ligandos, tais como moléculas pequenas,
péptidos, lipidos ou dcidos nucleicos.

Vdrios métodos de ativacdo tém sido utilizados no
estudo de complexos entre proteinas e os seus ligan-
dos [36,37]. A técnica CID causa maioritariamente a
dissociagao destes complexos com a perda do ligando
e adesnaturacao da proteina e, por isso, esta técnica
ndo permite o estudo da estrutura destes complexos
[36,37]. Por outro lado, a ativacdo por fotoionizacdo
que utiliza fotdes de alta energia (193 nm) mostrou
ser uma ferramenta valiosa para estudos estruturais
[59-68]. Esta técnica ndo s6 fornece uma extensa
fragmentacao da proteina, como gera fragmentos que
mantém a interagao com os ligandos visto que este
processo ocorre de forma mais rdpida e com maior
deposicdo de energia comparativamente a ativagdo
por CID. Desse modo, sao formados fragmentos que
contém o ligando ligado ndo covalentemente (ides
holo) tal como fragmentos apenas de proteina (ides
apo). Estes ides formam um padrdo complementar
que indica o local de interagdo entre a protefna e o
ligando como demonstrado para a mioglobina na
Figura 4 [59]. Além disso, as diferencas nos padroes
de fragmentagao podem ser usadas para rastrear
alteragdes estruturais devido a ligagao destes ligandos
[60,61,63-66,68]. Num estudo, foi utilizada a UVPD
(193 nm) para examinar alteracdes estruturais da
mioglobina e das subunidades da hemoglobina apds
ligagdo do grupo hemo [60]. De facto, em vérias

publicacdes [60,61,63-66,68] foi reportado que
as zonas em que a protefna interage com outras
moléculas sofrem uma diminuicdo na quantidade
de fragmentos gerados comparativamente com os
observados na proteina isolada, sugerindo possiveis
mudangas conformacionais apés ligagdo com os
ligandos. Este efeito é demonstrado na Figura 5 em
que diferencas na fragmentagao por UVPD ocorrem
devido a alteragdes conformacionais da proteina
anidrase carbénica apds interagao com um inibidor
[69]. Zonas onde se encontram os residuos que inte-
ragem com o ligando produziram menor quantidade
de fragmentos. A maior quantidade de fragmentos
produzidos nos restantes locais foi atribuida a uma
maior flexibilidade nestas zonas visto nio estarem
envolvidas na interagdo com o ligando.

3.2. Estudo de macrocomplexos de proteinas
Outro objetivo importante deste tipo de estudos é
a contribuicdo para a determinacdo da estrutura
tridimensional de complexos de proteinas, que
permitem a correlagdo com a sua fungao bioldgica.
Cada protefna tem uma estrutura tridimensional
Unica e pequenas mudangas estruturais podem levar
a alteragdes da sua atividade biolégica, em particular
a sua perda. Recentemente, o desenvolvimento de
novos espectrémetros de massa tem permitido a
analise de macrocomplexos de proteinas, como
sistemas CRISPR (do inglés Clustered Regularly In-
terspaced Short Palindromic Repeats), ribossomas
e virus com massas até 20 MDa [70-74]. A andlise
da massa/carga pode fornecer informagodes sobre a
estequiometria visto que 0 aumento da massa permite
identificar o nimero de ligandos presentes e topologia
dos complexos de proteinas multiméricas, enquanto
a distribuicao do nimero de cargas indica a forma
geral (cargas elevadas indicam estado desnaturado
e cargas baixas indicam estado nativo) [70]. Dessa
forma, a dissociagao destes complexos permite uma
melhor compreensao da sua composigdo e arquite-
tura [14,75-79]. Até ao momento, varias técnicas de
ativacdo foram utilizadas para a caracterizagao de
complexos macromoleculares com massa superior
a100 kDa, incluindo CID, ETD, ECD, SID e UVPD [14].

A ativagao CID de proteinas no estado nativo
provoca a ejecdo de um mondmero de cada vez
em estado desnaturado, independentemente do
tamanho e composicdo da protefna [78,80,81].
Esta dissociacdo assimétrica fornece informacoes
estruturais limitadas, uma vez que o monémero
desnaturado nao retém informagdes topoldgicas.
No entanto, podem ser obtidas informagdes sobre
a estequiometria do complexo, como demonstrado
em indmeros estudos em que a ativagdo induzida
por colisdo foi utilizada para caracterizar ribossomas
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com permissio da referéncia [59]. Copyright 2014 American Chemical Society.
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fragmentacio foi suprimida est3o representadas na estrutura da proteina (C) a azul
e as zonas onde a fragmentagdo aumentou estao representadas a vermelho. No
grafico em baixo estao representadas as o-hélice e folha-B ao longo da sequéncia
da proteina. Adaptada com permissio da referéncia [69]. Copyright 2021 American
Chemical Society.



intactos, determinando as massas do complexo e
as das suas subunidades (50S e 30S para organis-
mos procaridticos ou 60S e 40S para organismos
eucariticos), e identificando as proteinas que as
constituem [82-88]. A ativacdo por transferéncia de
eletres (ETD e ECD) é também incapaz de provocar
a ejecdo de mondmeros [89-92]. Por essa razdo,
estas técnicas nao fornecem informacées sobre
a estrutura quaterndria. Contudo, a ETD e a ECD
levam a fragmentagao das regides proteicas mais
expostas, o que permite um melhor conhecimento
da flexibilidade da protefna.

A SID, tal como a UVPD, sendo técnicas de
dissociagao rdpida e de alta energia, provocam a
dissociacao simétrica dos complexos proteicos com
a ejecao de subunidades compactas e a formacao de
subcomplexos que mantém um grau significativo de
estrutura tercidria [93-97]. Dessa forma, pode ser
obtida informagao sobre a estrutura quaterndria dos
complexos, como demonstrado para o proteassoma
20S onde a SID foi utilizada para ativar o complexo e
caracterizar os subcomplexos gerados [97]. Apesar
de ser possivel estudar a estrutura de complexos
com SID, esta técnica produz um baixo nimero de
fragmentos, o que torna dificil identificar e caracte-
rizar os monémeros e subcomplexos produzidos. A
UVPD, por outro lado, ndo sé causa uma dissociagao
mais simétrica através da ejecdo de mondmeros em
estado nativo como produz um maior nimero de
fragmentos, permitindo caracterizar os monémeros
e subcomplexos produzidos [67,98-100]. Recente-

mente, a UVPD foi usada para caracterizar complexos
macromoleculares como o complexo a6B6Y de 265
kDa, o sistema CRISPR-Cas Csy de 347 kDa e uma
particula semelhante a virus designada AaLS [100].
Embora tenham sido observadas proteinas individuais
intactas e os respetivos subcomplexos, bem como
os ides fragmento, nem todas as subunidades do
complexo foram detetadas. Para além disso, foi
obtida uma baixa cobertura da sequéncia da proteina
Cas7 ejetada do sistema CRISPR, o que permite a
identificagao da protefna, mas ndo permite localizar
a presenca de modificacdes.

A captura de ides na frente do espectrémetro de
massa (in-source trapping, IST) através do uso de
diferentes voltagens foi introduzida recentemente
e pode ser usada para uma melhor caracterizagao
dos complexos macromoleculares em instrumentos
que contém apenas um método de ativagao e para
melhorar a cobertura da sequéncia de mondmeros,
permitindo uma melhor identificacdo das protei-
nas e localizagao de modificacées. A IST permite a
fragmentagao dos complexos proteicos na frente
do espectrémetro de massa a jusante da fonte de
ativagdo (MS/MS), o que permite fragmentar os
mondmeros libertados com CID ou UVPD (MS3)
[68,72,101]. Recentemente a IST foi utilizada para
caracterizar sistemas CRISPR [102]. A dissociacio
do complexo com IST permitiu validar a informacao
obtida por Cryo-EM e identificar os monémeros
que compdem o complexo e a sua massa, como
demonstrado na Figura 6.
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[I Figura 6 - Operacdo do tipo I-C e crRNA de
Desulfovibrio vulgaris (A). Espectro de massa do complexo
CRISPR que confirma a presenga de uma subunidade

nao candnica (B). O uso da IST permitiu determinar

a composi¢do do complexo e a estequiometria dos
monomeros. Os subcomplexos e monémeros identificados
estao apresentados por baixo do espectro. Nos insets

est3o representados os espectros obtidos apds IST

com voltagens de -120 e -300 V. Estrutura Cryo-EM

do complexo com resolugao de 3,1A (C). As cores na
estrutura representam: Cas7, a azul e cinzento; Cas8c,
a roxo; Cas5, a laranja; Caslic, a amarelo e vermelho;
crRNA ligado as cinco proteinas, a verde. Adaptada com
permiss3o da referéncia [102].
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3.3. Estudo de acidos nucleicos

Embora as proteinas sejam o principal foco da maioria
dos estudos na descoberta de novos farmacos, recente-
mente, uma melhor compreensao da fungao dos 4cidos
desoxirribonucleico (ADN), ribonucleico (ARN) e das
interactes destes com protefnas em muitos processos
e patologias suscitou um novo interesse no uso destas
moléculas como alvos para o desenvolvimento de
farmacos [103-112]. Desta forma, é necessdrio ter um
conhecimento detalhado da sequéncia, presenca de
modificacées, caracteristicas estruturais e natureza
molecular das interagdes que modulam as suas fungoes
e interagdes com outras biomoléculas.

A espectrometria de massa tem sido extensi-
vamente explorada na caracterizacdo de proteinas,
quer utilizando métodos de bottom-up ou top-down
[113-116]. No entanto, existe ainda uma lacuna no
uso da espectrometria de massa para o estudo de
dcidos nucleicos, nomeadamente, porque as técnicas
tradicionais j4 permitem sequenciar e quantificar
uma grande quantidade de 4cidos nucleicos [117].
No entanto, estas técnicas baseiam-se na cépia com
base na polimerizacdo do ARN ou do ADN utilizando
o emparelhamento da base Watson-Crick, que dege-
nera toda a informac3o contida nos dcidos nucleicos.
Consequentemente, a maioria da informagao sobre
modificagdes poés-transcricionais originais ¢ perdida
assim que os dcidos nucleicos sdo copiados, e é aqui
que a espectrometria de massa se torna uma técnica
analitica complementar [113-116]. A maioria das me-
todologias para caracterizar dcidos nucleicos focou-se
em abordagens de bottom-up que, tal como para as
proteinas, utilizam enzimas para digerir dcidos nucleicos
em oligonucledtidos mais pequenos e de facil andlise.
0 método de bottom-up é mais simples, mas pode
causar a perda de modificagdes pds-transcricionais que
estdo relacionadas com a funcao destas moléculas e
com certos tipos de doengas. O método de top-down €,
portanto, essencial para caracterizar dcidos nucleicos,

localizar modificacdes e identificar locais de interacdo
com outras moléculas. A identificacdo e caracterizacao
de modificagées em dcidos nucleicos, tal como o
estudo de complexos entre dcidos nucleicos e ligandos
fornecem informacdes sobre a sua funcdo a nivel mo-
lecular e aceleraram a descoberta de novos farmacos.
Contudo, até a data, esta andlise tem sido limitada a
dcidos nucleicos com cerca de 10-20 nucledtidos.
A anilise de 4cidos nucleicos com massa superior a
~20 kDa é limitada pela presenca de adutos. A adicao
de aditivos tais como sais de amdnio voldteis [118],
4cidos carboxilicos [119] e bases organicas [120,121] é
utilizada para reduzir a presenca de adutos e simplificar
a populacdo de ides produzidos durante o ESI [122].
A espectrometria de massa tandem (MS/MS)
permite determinar a sequéncia dos dcidos nucleicos,
identificar a presenca de modificacbes e mapear o local
de interacdo com outras moléculas. Os tipos de ides
produzidos apés a fragmentagao de dcidos nucleicos
estdo representados na Figura 7. A colisdo de &cidos
nucleicos com um gds neutro causa fragmentagao
e producao de ides a-B e w para o ADN e ides ce y
para 0 ARN. Para o ADN, sabe-se que a fragmentagao
é iniciada pela protonagao de uma base, gerando
um intermedidrio zwiteriénico, que subsequente-
mente se dissocia por perda da base e clivagem da
ligacdo 3'-C-0 [116]. Em geral, a CID é uma técnica
robusta para sequenciar dcidos nucleicos, tal como
demonstrado para o tRNA de 25 kDa [123]. Todavia, a
perda predominante de bases resulta em fragmentos
altamente abundantes que nao sdo informativos para
a sequenciacio de 4cidos nucleicos [116]. Para além
disso, a fragmentagao por CID de dcidos nucleicos modi-
ficados é significativamente menos eficiente e a menor
cobertura da sequéncia dificulta a localizagdo destas
modificacdes [124,125]. Recentemente, as técnicas de
ativacdo baseadas em eletrdes mostraram resultados
promissores na identificacdo da sequéncia dos 4cidos
nucleicos e na retencdo de modificacoes [126-129].

31

Figura 7 - Tipos de ides formados apds ativacao
de 4cidos nucleicos em espectrometria de massa [116].
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Devido a carga negativa destas moléculas, os
dcidos nucleicos sdo mais facilmente detetados em
modo negativo. Contudo, a UVYPD em modo negativo
causa maioritariamente a reducao destes ides com
baixa producao de fragmentos. De forma a ultrapassar
esta limitacdo, tem sido utilizada a UVPD acoplada
com técnicas de ativacdo baseadas em eletrées (elec-
tron transfer, ET) (ET-UVPD) e técnicas de ativagdo
por colisdo (CID), denominado activated electron
photodetachment (a-EPD) [130-132]. A ET-UVPD de
dcidos nucleicos modificados resultou na produgao
variada de ides w, a-B, a, b, ¢, d, x, y e z com baixa
fragmentagao da base em comparagdo coma CID. Além
disso, a ET-UVPD permitiu a detecdo de iGes de baixa
massa (w1, z1, al) que facilitaram a caracterizacao
das modificacdes no término dos 4cidos nucleicos
[130]. Recentemente, a a-EPD foi utilizada no estudo
de dcidos nucleicos complexadas com nanoparticulas
de prata [131]. Tal como para as protefnas, o uso da
UVPD ndo s6 produz uma extensa fragmentagao dos
acidos nucleicos, como gera fragmentos que mantém a
interagdo com os ligandos, uma vez que este processo

wo® wg® owr® we*

ARl

-C* a;-C* asc“ag(:*

de fragmentacao de ADN:Ag utilizando a-EPD
(B). Abundancia de fragmentos produzidos apds
ativagao de ADN com a sequéncia AATCCCCCCA
utilizando a-EPD (C). Cobertura obtida para o
fragmento contendo a nanoparticula onde é
indicada a localizagdo da interagdo (D).

ocorre de forma mais rapida e com maior deposicao de
energia comparativamente a ativagao por CID. Desse
modo, sao formados fragmentos que contém o ligando
ligado ndo covalentemente (ides holo) e fragmentos
apenas de 4cidos nucleicos (ides apo). A perda de
cobertura da sequéncia e a auséncia de ides holo
indica olocal de interacdo entre os dcidos nucleicos e
o ligando como demonstrado para os dcidos nucleicos
complexados com nanoparticulas de prata na Figura
8. Nesta figura é também possivel ver que a partir
do espectro de massa se pode determinar o nimero
de dtomos de prata que constituem a nanoparticula.
Esta estratégia para elucidar os locais de ligagao nos
complexos de ADN+AgNP foi demonstrada para dois
acidos nucleicos, um com estrutura linear e outro com
estrutura hairpin[131]. A a-EPD resultou na producao
de vérios tipos de fragmentos (a-B, w, b/y e ¢/x),
incluindo muitos que mantiveram a nanoparticula,
permitindo assim identificar os locais de ligagao com
base nos padrbes de fragmentos apo e holo. Esta
técnica foi também utilizada para localizar os locais de
ligagdo de ides e ligando a quadruplexos de ADN [132].
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4. Conclusoes

Aespectrometria de massa tem provado seruma técnica  de métodos de ativagao hibridos, ambos destinados a
importante para o estudo de sistemas bioldgicos, tendo  aumentar o contetido da informagao obtida a partir de
crescido rapidamente. O desenvolvimento de diferentes  espectros MS/MS. Um dos desafios atuais encontra-se
métodos de ativagdo tem permitido caracterizar pro-  naimplementagao de algoritmos de aquisi¢ao de dados
teinas, complexos ndo covalentes de proteinas com  mais inteligentes e de ferramentas de andlise de dados
ligando, complexos macromoleculares proteicos, dcidos ~ mais avancadas que permitam extrair mais informagao
nucleicos, lipidos, entre outras, e decifrar estruturas tri- ~ dos espectros de massa com o intuito de melhorar a
dimensionais, identificar a sequéncia, locais de interagdo  capacidade de estudar estruturas complexas de bio-
e a presenca de modificagdes. Uma das estratégiaséa  moléculas e a identificagao de diferentes modificagoes
utilizagao de mdltiplos modos de ativaco e exploragdo  presentes em varios residuos.
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