
Identificação de proteínas 
através de espectrometria 

de massa



Proteomica

• Durante o curso vimos que é possível realizar medidas de 
presença e abundancia de moléculas de mRNA e deste 
modo realizar inferências sobre a presença de proteínas  
que são os verdadeiros efetores da maioria dos processos 
celulares.

• Entretanto existem mecanismos pós-transcrionais que 
podem afetar o nível de proteínas e que não são levados 
em conta quando medimos o nível de mRNAs

• Os dados de mRNA dão indicação de presença de uma 
proteína, mas não dão nenhuma informação sobre a 
localização da proteína dentro da celula. 



Proteomica

• Existem metodologias utilizando espectrometria de massa 
que permitem a identificação de seqüências protéicas a 
partir da medida  de sua massa

• A conjunção desta metodologia com técnicas de separação 
de proteínas permitem o estudo do conteúdo protéico de 
um organismo, constituindo assim a chamada proteomica

• Técnicas de fracionamento celular permitem que diferentes 
porções da célula sejam separadas e que seu conteúdo seja 
determinado



Proteomica

A separação de proteínas pode ser 
realizada através  de métodos 
eletroforeticos ou cromatográficos

Tratamento com proteases permitem 
com que peptídeos de pequeno 
tamanho sejam formados

Analises com espectrometria de 
massa permitem com que estes 
peptídeos (e não a proteína inteira) 
sejam identificados



Eletroforese em duas 
dimensões

Proteínas podem ser separadas pelo seu ponto isoelétrico através de um 
procedimento inicial de isoeletrofocalização e depois separados em uma segunda 
dimensão pelo seu peso molecular através de SDS-PAGE



Eletroforese em duas 
dimensões

• Exemplo de separação em eletroforese em duas 
dimensões. Cada ponto representa uma diferente 
proteína que possui PI e peso molecular determinados 



Analise de géis 2D

• Programas de reconhecimento de imagem detectam os 
pontos presente no gel e realizam analises densitométricas, 
 permitindo a comparação entre diferentes amostras



Espectrometria de massa

• Moléculas dos 
peptídeos são 
ionizadas utilizando 
diferentes métodos

• Moléculas ionizadas 
são aceleradas e 
diferentes métodos 
espectrometricos 
podem ser utilizados 
para medida da sua 
massa



Espectrometria de massa

Cada peptídeo gerará diversos picos devido a presença de isótopos  na 
molécula.  De modo geral, considera-se a massa monoisotopica como medida 
da massa da molécula para analises posteriores 



Espectrometria de massa

No entanto para moléculas muito grandes é muito difícil detectar moléculas com a 
massa isotopica e por isso  a massa média passa a ser considerada



Analise de dados de MS 

• A partir dos dados experimentais das massas detectadas 
para os peptídeos é possível  realizar analises comparando 
o espectro obtido com os espectros teóricos  de proteínas 
depositadas em bancos de dados

• Apesar deste tipo de analise se útil na identificação de 
proteínas ainda podem existir casos muito ambiguos 
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Espectroscopia MS/MS

A espectrometria MS/MS permite a aquisição de maiores informações sobre o 
peptídeo pois inclui uma etapa adicional de colisão do fragmento que permite a 
detecção de novos fragmentos formados a partir deste primeiro



Espectroscopia MS/MS

• a fragmentação dos peptídeos tende a ocorrer na ligação 
peptídica fazendo que se formem íons das series b e y.



Espectroscopia MS/MS

Realiza seleção de 
fragmento de tamanho 
desejado

Câmara de colisão Detecção de fragmento 
formados



Espectroscopia MS/MS

• Espectro inicial de 
massa  passa a ter 
espectros 
associados ao 
resultado da 
fragmentação do 
íon detectado



Espectro de fragmentação permite seqüenciamento do peptídeo
Seqüência obtida é muito curta para atribuição de função- 
necessidade de comparação com bases de proteínas



Shotgun proteomics

• Abordagem que realiza uma tripsinização de todas as 
proteínas de um extrato protéico e realiza posterior 
separação dos peptídeos gerados através de técnicas 
cromatográficas

• Técnica muito mais simples que separação por eletroforese 
2D,  mas fornece menos informações sobre a proteína



Busca em banco de dados
• Uma analise em larga escala do proteoma de um organismo 

pode gerar entre centenas e milhares de espectros de massa.

• Deste modo são necessárias ferramentas que permitam a 
interpretação e integração destes dados 

• Programas do espectrômetro de massa já analisam o 
espectro e fornecem uma lista de valores que correspondem 
a massa apurada para cada íon

• Programas adicionais irão utilizar estas listas para procurar 
padrões semelhantes em bancos de espectros teóricos 
formados a partir de bancos de dados de proteínas



• Programa de busca em bases de dados a partir 
de um conjunto de espectros de massa(versão 
web somente em bases de dados predefinidas, 
versão local (Paga) tem possibilidade de utilizar 
bases próprias) 

• Fornece escores de modo que é possível realizar 
uma avaliação da significância do resultado

• Permite a integração de dados em casos de 
buscas em experimento de shotgun proteomics

MASCOT



MASCOT

Modificações existentes 
nos aminoácidos

Banco de dados a ser 
procurado

Taxa de tolerância de erro 



MASCOT

• Gráfico indica a probabilidade de que 
as proteínas identificadas não são um 
evento randomico



MASCOT

• Resultado apresenta todos os espectros que podem ser associados a um 
peptídeo da  sequencia descrita 



MASCOT

• Seqüências em preto são aquelas que tem um rank maior 
que 1. Isto é existe um peptídeo diferente no banco de 
dados  que possui um escore melhor em relação a esse 
espectro do que o mostrado aqui. Deste modo, é 
improvável que este predição esteja correta
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