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Fissdo Coulémbica

A) lonizagio por Electrospray B ~
> A evaporagdo do solvente faz com que a repulsdo

eletrostatica entre as espécies carregadas se torne
altissima. Nesse mecanismo, sucessivas explosdes
couldmbicas ocorrem, de modo que goticulas contendo
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apenas um Unico ion sdo formadas. Dessa maneira, uma (contraeletrodo)
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Evaporacéo do ion

S A evaporagdo do solvente faz com que a repulsdo
eletrostatica entre as espécies carregadas se torne altissima.
Assim, a tensdo superficial da gota é incapaz de sustentar
tantas cargas (limite de Rayleigh), induzindo a transferéncia
(expulsdo) dos ions para a fase gasosa.
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B) lonizagdo por Maldi

< As proteinas/peptideos a serem analisados sdo misturados a um grande excesso de matriz, que normalmente €& um &acido
organico que absorve fortemente energia na regido do UV, de modo que ocorre a co-cristalizagdo da amostra com a matriz.
Um feixe de laser com comprimento de onda adequado para a matriz em uso ¢ incidido no cristal,a fim de promover a sublimagdo
e transferéncia da matriz e, conseqiientemente,da espécie nao volatil, para a fase gasosa. Apos inimeras colisdes ion-molécula
que ocorrem durante esse processo, ha a formagéo quase que exclusiva de moléculas monocarregadas, as quais séo aceleradas
em direcdo ao analisador de massas.

°°°° —> MS

() )
o ) matriz

Tipicamente 20 kV © analito

Fonte de
alta tensdo

Figura 18. Esquema detalhado dos modos de ionizagdo largamente empregados em MS aplicada a andlise protedmica. A) Electrospray; B) MALDI
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i) Preparo da amostra ii) Digestao Enzimatica

Extracdo e pré-fracionamento da amostra

Enzima Clivagem*
5 o 9 4 el e
’ = 7 > SDS-PAGE tripsina K R
£ ——— ] s s
a - -> eletroforese quimiotripsina F, Y, W

= bidimensional

peptideos *C terminal
iv) PMF
_ ) . - troca ibnica
- | i MS Separagdo - LC { - fase reversa
EN 2 i)
3 %’ % L § - ; Ionizagéo{ =Esl
;;:;:a ag" %L I __}f_ ; o 5.-. ! _ | Analisador de ions - MALDI
v) MS/MS
e s e it e e [T vi) Busca em banco de dados
T - : - (NCBI: Swiss-Prot; MSDB: ...)
Cmy| SR T el 8 P L] Ferramentas:
) : - h h v Mascot v Sequest

Figura 2S. Esquema ilustrado das seis etapas que comumente integram um estudo protedmico que emprega espectrometria de massas
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Figura 3S. A) Estrutura quimica geral de um peptideo apresentando a nomenclatura proposta por Roepstorff-Fohlmann—Biemann dos fragmentos formados
devido a transferéncia de energia para o peptideo; B) os ions formados sao enumerados a partir do aminodcido N-terminal; C) a fragmentagdo das por¢oes
amino e carboxi terminal de um mesmo aminodcido produz os ions iménio
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Figura 4S. Interpretagdo do espectro de massas referente ao peptideo em estudo, obtido pelo instrumento TOF-TOF. A) Espectro original; B) zoom na regido
de baixa massa do espectro; C e D) seqiienciamento do peptideo (séries -y e -b)
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Figura 5S. Segiiéncia de aminodcidos determinada para o peptideo em estudo bem como os ions -b e -y encontrados no espectro. As cadeias laterais dos
residuos estdo representadas por meio dos codigos de uma letra dos respectivos aminodcidos. X representa I ou L
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Figura 6S. Interpretagdo do espectro de massas referente ao peptideo em estudo, obtido pelo instrumento ion trap. A) Espectro original; B) zoom na regido de

baixa massa do espectro; C) seqiienciamento do peptideo (séries -y e -b). * corresponde ao ion precursor (duplamente carregado)
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Figura 78. Seqiiéncia de aminodcidos determinada para o peptideo em estudo bem como os ions b e 'y encontrados no espectro. As cadeias laterais dos residuos

estdo representadas por meio dos codigos de uma letra dos respectivos aminodcidos. X representa I ou L



