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Resumo

A espectrometria de massa representa uma ferramenta de grande importancia na elucidagcdo de varios
aspectos da bioquimica moderna. A presente proposta objetiva possibilitar a qualquer estudante de
graduagdo um contato com essa técnica, por meio de simulagbes em aulas praticas. O baixo custo
envolvido e a execugdo simples viabilizam e facilitam sua aplicagdo. O estudante pode compreender os
principios basicos da técnica de espectrometria de massa e se capacitar a interpretagdo de dados obtidos
por meio dessa metodologia. Possibilita-se ainda ao estudante o contato com ferramentas modernas de
busca em bancos de dados disponiveis na internet, tanto para investiga¢cdes de similaridade estrutural com
os dados obtidos na simulagdo, quanto na elucidagdo de possiveis estruturas secundarias nas
biomoléculas. Apds a aplicagdo dessa proposta espera-se que o estudante possa compreender melhor e
mais criticamente os dados oriundos dessas técnicas avangadas de caracterizagdo que sdo amplamente
utilizadas nas ciéncias bioquimicas e moleculares.

Palavras-chave: Espectrometria de massa; Simulagéo; Ensino de Bioquimica.

Abstract

Mass spectrometry is a very important tool to elucidate many aspects of modern biochemistry. This proposal
aims to enable that any graduate student get an initial contact with this technique through simulations in
practical classes. Low cost and simple implementation enable and facilitate its application. The student can
understand the basic principles of mass spectrometry and enable data interpretation obtained through this
methodology. This simulation can provide to students an initial contact with modern research tools on
Internet databases for structural similarity, as well as the elucidation of possible secondary structures in
biomolecules. After application of this proposal it is expected that students can understand better and more
critically the data from these advanced characterization techniques largely used in biochemical and
molecular sciences.
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Ficha da atividade desenvolvida

Titulo: Proposta de um modelo de simulagdo de analises de espectrometria de massa
para aulas praticas de Bioquimica no ensino superior.

Publico alvo: Docentes e discentes do ensino superior, envolvidos no ensino e estudo de
disciplinas relacionadas a Bioquimica e Biologia Molecular.

Disciplinas relacionadas: Bioquimica Basica, Bioquimica Clinica, Quimica de Proteinas,
Quimica Instrumental, Quimica Analitica, Quimica Organica, Biologia Molecular,
Toxicologia e Farmacologia.

Objetivos educacionais:

v' Compreender os componentes subatémicos que contribuem para a massa de um
atomo;

v Familiarizar com os principios da espectrometria de massa;

v' Compreender e interpretar dados adquiridos por meio da técnica espectrometria de
massa;

v' Conduzir o estudante ao contato inicial com as ferramentas de bioinformatica:
busca em bancos de dados de similaridade de sequéncias e de estruturagao
secundaria de biomoléculas;

v' Contextualizar o estudante com situagbes que envolvem procedimentos
bioquimicos comuns em analises de cunho clinico e de pesquisa, correlacionando
inclusive com casos e quadros clinicos;

v Trabalhar em equipes e dividir tarefas.

Justificativa de uso: A viabilidade dessa proposta relaciona-se ao seu baixo custo,
execucao simples, incentivo ao trabalho em equipe para aquisicao de dados, com facil
envolvimento dos discentes. O estudante pode ter um contato inicial e se familiarizar com
técnicas que estdo na fronteira do conhecimento cientifico, mesmo enquanto se gradua
em uma instituicdo que ainda n&o possui esse tipo de equipamento de alto custo em sua
estrutura. O estudante pode compreender os principios basicos da técnica de
espectrometria de massa e se capacitar a interpretacdo dos dados obtidos por meio
dessa técnica. Outro ponto € o contato do estudante com ferramentas modernas de busca
de bancos de dados na rede mundial de computadores, em busca da verificacdo da
similaridade com os dados obtidos na simulagcdo, assim como na elucidagcdo de
estruturacdo secundaria de biomoléculas. Apds a aplicacdo dessa proposta de simulagao
o estudante pode facilmente se tornar apto e capacitado a compreender o manuseio de
um espectrédmetro de massa e interpretar mais criticamente resultados (espectros).

Conteudos trabalhados:

v" Massa atbmica;
v Ligagdes quimicas;
v' Constituicdo elementar e estrutural das biomoléculas;
v' Espectrometria de massa e sequenciamento de proteinas;
v' Bioinformatica: busca em bancos de dados pela internet e uso de softwares
disponiveis on-line.
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1 Introducgao

A espectrometria de massa pode ser definida como uma técnica analitica de
determinacdo da massa molecular de uma grande diversidade de compostos. E
reconhecida por apresentar alta precisdo e sensibilidade. Atualmente, essa técnica tem
sido utilizada nas mais diversas areas da pesquisa cientifica, dentre elas: medicina
diagndstica, toxicologia, bioquimica clinica, protedmica (e demais “6micas”), toxinologia e
desenvolvimento de novos farmacos. Essa técnica se baseia na ionizagdo dos
compostos, que podem receber um ou mais prétons, seguindo com a analise desses ions.
Na analise dos ions, eles sdo submetidos a campos eletromagnéticos, que podem causar
a aceleragdo ou aprisionamento dos mesmos, dependendo do tipo de equipamento
utilizado [1-3].

A composicao basica de um espectrometro de massa inclui: uma parte responsavel
pela ionizagdo das moléculas; um sistema analisador desses ions e um detector sendo
que ao conjunto é acoplado a um sistema computacional responsavel por controlar os
ajustes do equipamento durante a analise, e armazenar os dados adquiridos para
posterior analise. Os tipos de ionizacdo mais utilizados em estudos bioquimicos sao:
ionizagao do tipo MALDI (do inglés: Matrix-assisted laser desorption/ionization), no qual a
ionizacao e dessor¢cao da amostra sdo mediadas pela energia fornecida por disparos de
um feixe de laser, incidindo sobre a amostra misturada a uma determinada matriz [4]. A
matriz € um composto com carater acido, cujo principal papel € fornecer um ou mais
prétons as moléculas constituintes da amostra. Uma das matrizes mais utilizadas na
ionizagcao a laser é o acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico, cuja estrutura esta apresentada

na Figura 1.
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Figura 1. Esquema molecular da estrutura do acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico.

Outra forma de ionizagdo branda, amplamente utilizada para a analise de
biomoléculas é aquela conhecida como “Electron spray” (ESI, do inglés Electron Spray
lonization), na qual a amostra em solucéo é finamente borrifada ao passar por um tubo

capilar, sendo entdo submetida a uma alta voltagem, para obtencdo de um aerossol. As
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microgotas sofrem um processo de implosdo coulombica e/ou evaporagao do solvente,
resultando normalmente em estados multicarregados [5].

A outra porgdo que constitui o espectrdmetro de massa refere-se ao sistema
analisador. O analisador por tempo de voo (TOF, do inglés “time of flight) submete as
particulas ionizadas a um campo eletromagnético de carga oposta, causando a sua
aceleracéo no interior de um tubo com pressao reduzida. A velocidade adquirida pelas
moléculas é relativa a sua massa molecular e ao numero de cargas adquiridas. Essa
razéo é identificada como m/z (m = refere-se a massa e z = refere-se a carga).

Existem diversos outros tipos de analisadores de massas, tais como, quadrupolos,
“jon-traps” (tridimensionais e lineares), “Fourier-transform ion cyclotron resonance” (FT-
ICR), “orbitrap”, entre outros, que ja sdo comercialmente disponiveis, sendo que cada um
apresenta aspectos positivos e negativos, que devem ser levados em consideragao de
acordo com as caracteristicas da amostra e objetivos da analise [1]. Sistemas hibridos,
apresentando analisadores do tipo TOF em combinagdes sequenciais com os demais
podem resultar na obtencio de resolucdes expressivamente elevadas [6, 7].

Considerando a importancia didatica dessa tematica, a proposta de simulagao de
experimentos de espectrometria de massa para aulas praticas apresenta como objetivos:

- Introduzir aos alunos a técnica de espectrometria de massa, seus principios
fisicos e quimicos e aspectos basicos;

- Propiciar aos alunos maior vivéncia com a constituicdo elementar das
biomoléculas;

- Evidenciar a contribuicdo dos protons e néutrons de cada atomo na massa total
da molécula;

- Promover um primeiro contato dos alunos com espectros de massa referentes
aos ions integros e alguns de seus fragmentos;

- Introduzir aos alunos os principais aspectos referentes a interpretacdo de
espectros de massa e a elucidacdo da estrutura primaria de moléculas por meio da
espectrometria de massa;

- Conduzir o estudante ao contato inicial com as ferramentas de bioinformatica:
bancos de dados de similaridade e de estruturagdo secundaria de biomoléculas;

- Contextualizar o estudante com situacbes que envolvem procedimentos
bioquimicos comuns em analises de cunho clinico e de pesquisa, correlacionando

inclusive com casos e quadros clinicos.
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2 Procedimentos e Recursos

2.1 Descricao dos materiais

v Bolas de isopor de tamanho unico (35 mm)
v Alfinetes de tamanho unico

v' Palitos roligos de madeira (6,5 cm)

v' Balanca analitica

2.1.1 Descrigcao dos procedimentos

O tempo estimado para a realizacdo completa de cada aula compreende entre 3 e
4 horas/aula, a depender do numero total de estudantes. Em uma turma composta por 40
alunos, sugere-se, por exemplo, dividir a turma em duas partes de 20 alunos para a
execucao da simulagdo. Em cada turma de 20 alunos, sugere-se a divisdo em 4 grupos
de 5 estudantes, tanto para um melhor aproveitamento da aula, quanto para otimizar a
dindmica de aquisicdo de dados frente a um numero limitado de balangas analiticas, por
exemplo.

Em um primeiro momento, sera realizada uma investigacdo preliminar (um
possivel "teste de qualidade" dos materiais utilizados) sobre a homogeneidade de massa
dos materiais propostos para a simulagao (bolas de isopor, alfinetes e palitos de madeira).
O Quadro 1, apresentado adiante (Desenvolvimento da atividade), representa o roteiro
pratico da Aula Pratica numero 00: Pré-preparo dos materiais e validacdo da sua
aplicagcado no modelo simulagao proposto.

Em um segundo momento, para a montagem de modelos referentes as moléculas
de aminoacidos (Aula pratica 01, Quadro 2), seréo utilizadas bolas de isopor para simular
a delimitacdo da regido do espaco atdbmico no qual estdo contidas as particulas
subatdmicas que contém massa (prétons e néutrons). A massa de cada proton e de cada
néutron sera representada por um alfinete fincado na bola de isopor. As ligagdes quimicas
serao representadas por palitos de madeira. A aquisicdo dos dados que irdo compor o
espectro de massa (que representam os resultados da aula pratica) serdo obtidos por
meio da pesagem dos modelos prontos, utilizando a balanga analitica.

Antes de se montar e pesar os modelos, deve se colocar na balanca zerada todas
as bolas de isopor e todos os palitos que serao necessarios para montar o modelo em
questdo, e zerar ou tarar a balanga. Nesse momento, o docente deve exaltar aos
estudantes que: /) toda a massa da molécula é referente a soma da massa dos protons e
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néutrons presentes nos atomos (representado pelos alfinetes); i) a contribuicdo das
massas das ligagdes quimicas (constituida por interagdes eletrénicas) é desprezivel para
a massa total dos atomos e moléculas. As massas das bolas de isopor, dos palitos e dos
alfinetes serdo medidas em balanga analitica.

Em um terceiro momento (Aula 02, Quadro 3), por se tratar da montagem de
modelos referentes a estrutura de sequéncias polipeptidicas, as quais sdo moléculas
maiores, os alfinetes, representando prétons e néutrons, serdo separados em sacos ou
envelopes pequenos.

Uma vez montado os modelos moleculares propostos, segue-se com a
mensuracdo da massa, em balanga analitica, dos modelos que representam os
compostos ionizados integros (parentais) e dos ions resultantes de possiveis
fragmentacgdes ou quebras das ligagées quimicas. O aluno deve tomar nota de cada valor,
e utiliza-los na construgao do grafico referente ao espectro de massa daquela molécula
em questao, assinalando um pico no eixo m/z para cada valor de massa obtido. O modelo
do grafico de intensidade versus m/z € apresentado na Figura 2. Atente-se em relagao ao
parametro Intensidade Relativa referente a cada pico. Esse parametro relaciona-se e
ilustra a propensado de cada molécula de romper suas ligagdes em pontos especificos,
formando alguns fragmentos de maneira mais abundante, sendo posteriormente

detectados de maneira mais intensa.
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Figura 2. Modelo de grafico de intensidade versus m/z (raz&o massa/carga) para construgdo do espectro de
massa.
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Apods a elaboragao do grafico referente ao espectro de massa do composto, o
aluno devera interpretar as relacbes entre os picos assinalados, com o obijetivo final de
elucidagao da estrutura proposta para a aula. O espectro de massa obtido e a sua
interpretacédo comporao o Relatério de Aula Pratica, cujo modelo segue apresentado na

forma de anexo, no Anexo A.

3 Desenvolvimento da Atividade

Serao apresentados os desenvolvimentos de trés aulas praticas de simulacao de
espectrometria de massa nessa presente proposta. A primeira aula a ser desenvolvida
refere-se a uma investigagao preliminar (um possivel "teste de qualidade" dos materiais
utilizados) sobre a homogeneidade de massa dos materiais propostos para a simulagéo.
O Quadro 1, apresentado a seguir, representa o roteiro pratico da Aula Pratica numero 00:

Pré-preparo dos materiais e validagao da sua aplicagao no modelo simulagao proposto.

Quadro 1. Roteiro proposto de aula pratica ndmero 00, intitulada “Pré-preparo dos materiais e validagéo da
sua aplicagdo no modelo simulagéo proposto”.

Aula pratica n. 00) Pré-preparo dos materiais e validagido da sua aplicagdo no modelo simulagao
proposto

Objetivo: Verificar se o material proposto para a modelagem e simulagdo apresenta variabilidade de
massa compativel com o objetivo da simulagéo proposta.

Tutorial de preparo da aula pratica: Pesar, em balanga analitica, 50 exemplares de cada material que
sera utilizado na constru¢cdo dos modelos (bolas de isopor, alfinetes e palitos). Anotar o valor de cada item
e ao final calcular a massa média e o desvio-padrao de cada componente.

As planilhas para coleta e notacdo dos dados referentes a aula pratica estido
disponiveis no Anexo B. Sugere-se que cada grupo subdivida as medidas de aquisi¢ao de
dados igualitariamente entre seus membros. Esta primeira parte da simulagdo tem como
objetivos principais: i) propiciar ao estudante uma nogéo de coleta metddica/metodoldgica
de dados em laboratério; ii) treinar o estudante na aquisicdo correta das medidas de
massas em balanga analitica; jii) introduzir aos estudantes nogdes de ferramentas e
tratamentos estatisticos basicos; iv) fornecer nogdes de amostragens. Recomenda-se o
uso das balangas analiticas (que apresentam a resolugdo de quatro casas decimais)
nessa proposta de simulagdo para que o aluno possa perceber a sensibilidade alcancada
por meio desse equipamento de pesquisa cientifica.

Balangas semi-analiticas (que apresentam a resolugao de duas casas decimais) ou

balancas ndo analiticas ndo sio indicadas para a execugado dessa proposta porque sua
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resolugcao € menor do que o desvio da massa média dos alfinetes. Caso a faculdade ou
universidade ndo possua balanca analitica em seus laboratorios, sugere-se a utilizagao
materiais de maior massa que o alfinete, como pregos de ferro, por exemplo, os quais os
valores médios de massa unitaria sdo maiores que os erros de medida referentes a
resolugao do equipamento menos sensivel.

A seguir representamos o Quadro 2, o qual representa o roteiro pratico da Aula

Pratica numero 01: Analise da estrutura de aminoacidos.

Quadro 2. Roteiro proposto da aula pratica numero 01, intitulada “Analise da estrutura de aminoacidos”.

Aula pratica niumero 01: Anadlise da estrutura de aminoacidos

Proposta: A presente aula tem como proposta de simulagdo a analise do espectro de massa de uma
amostra resultante da digestdo acida completa de um peptideo com massa 260 Da. A digestao foi
realizada com o uso de uma solugdo concentrada de HCI P.A., em uma atmosfera inerte de Nednio.

Objetivos: Elucidar quais sdo os aminoacidos que constituem a cadeia polipeptidica. Sabe-se que na
proteina nativa a sequéncia de residuos na cadeia polipeptidica esta organizada em ordem crescente de
massa. A trinca de aminoacidos é uma unidade que se repete n vezes na proteina nativa. E possivel
predizer se a cadeia com 20 repeticbes dessa trinca tem a propensdao em se organizar em nivel de
estrutura secundaria em forma de alfa hélice ou folha beta? E possivel determinar a qual proteina
pertence a sequéncia encontrada? Caso sim, descreva quais as principais caracteristicas dessa proteina
e cite um caso clinico envolvendo deficiéncia na produgéo de tal macromolécula.

Tutorial de preparo da aula pratica:

OBS: cada ligagado quimica simples sera representada por um palito de madeira, as duplas por dois e as
triplas por trés.

71 Inicialmente separe 43 bolas de isopor. Adicione 1 alfinete em 20 bolas. Em seguida, separe 10 bolas,
e adicione em cada uma 12 alfinetes. Separe 7 bolas e coloque 16 alfinetes em cada uma. Por fim,
separe 3 bolas e adicione 14 alfinetes em cada uma.

Montagem (OBS: siga rigorosamente cada etapa):

Pico 1 (Intensidade relativa de 3 x 10° U.A.):

Materiais necessarios:

1) Nimero de atomos (bolas de isopor): 11

2) Numero de ligagbes quimicas (palitos de madeira): 11

3) Numero de prétons e néutrons (alfinetes): 76

71 Pese em balanga analitica a massa de cada grupo de materiais que seréo utilizados em cada pico e
anote, para serem descontados posteriormente.

Sequéncia de ligagdes com o palito de madeira: 1) Grupo funcional 1: ligue trés atomos contendo um
alfinete a um atomo contendo 16 alfinetes, por ligagbes simples.

2) Grupo funcional 2: Ligue um atomo contendo 12 alfinetes a um atomo contendo 16 alfinetes por ligagéo
dupla; e por ligagédo simples a um atomo contendo 16 alfinetes ligado a um atomo contendo um alfinete
por ligagao simples.

3) Cadeia lateral (R): um atomo contendo um alfinete.

4) Ligagbes ao carbono alfa: Ligue um atomo contendo um alfinete, e os grupos resultantes das etapas 1,
2 e 3, por meio de ligagbes simples.

Pese a estrutura resultante em balanga analitica, anote o resultado e posteriormente represente o pico
com a intensidade sugerida no grafico-modelo para elaboragao do espectro de massa.

Pico 2 (Intensidade relativa de 5 x 10° U.A.):

Materiais necessarios:

1) Nimero de 4tomos (bolas de isopor): 14

2) Numero de ligagbes quimicas (palitos de madeira): 14

3) Numero de protons e néutrons (alfinetes): 90

[ Pese em balanga analitica a massa de todos os materiais que serdo utilizados no pico e anote.
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Sequéncia de ligagdes com o palito de madeira:

1) Grupo funcional 1: ligue trés atomos contendo um alfinete a um atomo contendo 16 alfinetes, por
ligacdes simples.

2) Grupo funcional 2: Ligue um atomo contendo 12 alfinetes a um atomo contendo 16 alfinetes por ligagéao
dupla; e por ligacdo simples a um atomo contendo 16 alfinetes ligado a um atomo contendo um alfinete
por ligagao simples.

3) Cadeia lateral (R): trés atomos contendo um alfinete ligados a um atomo contendo 12 alfinetes.

4) Ligacgbes ao carbono alfa: Ligue um atomo contendo um alfinete, e os grupos resultantes das etapas 1,
2 e 3, por meio de ligagdes simples.

Pese a estrutura resultante em balanga analitica, anote o resultado e posteriormente represente o pico
com a intensidade sugerida no grafico-modelo para elaboragao do espectro de massa.

Pico 3 (Intensidade relativa de 9 x 10° U.A.):

Materiais necessarios:

1) Namero de atomos (bolas de isopor): 18

2) Numero de ligagbes quimicas (palitos de madeira): 18

3) Numero de prétons e néutrons (alfinetes): 131

[ Pese em balanga analitica a massa de todos os materiais que serao utilizados no pico e anote.

Sequéncia de ligagdes com o palito de madeira:

1) Grupo funcional 1: ligue 2 atomos contendo um alfinete a um atomo contendo 16 alfinetes, por ligagdes
simples.

2) Grupo funcional 2: Ligue um atomo contendo 12 alfinetes a um atomo contendo 16 alfinetes por ligagéo
dupla; e por ligagdo simples a um atomo contendo 16 alfinetes ligado a um atomo contendo um alfinete
por ligagao simples.

3) Cadeia lateral (R): uma cadeia de trés atomos contendo 12 alfinetes unidos por ligagbes simples entre
si. Ligue ao atomo do meio, por ligagao simples: a) um grupamento contendo um atomo com 16 alfinetes
ligado por ligagdo simples a um atomo contendo um alfinete; b) um atomo contendo um alfinete. Ao final
da cadeia adicione dois atomos contendo um alfinete aos dtomos das extremidades.

4) Ligagbes ao carbono alfa: Ligue um atomo contendo um alfinete, e os grupos resultantes das etapas 2
e 3, por meio de ligagbes simples. Por fim, ligue o atomo da extremidade da cadeia lateral ao atomo
contendo 14 alfinetes, fechando um anel de cinco membros.

Pese cada estrutura resultante em balanga analitica, anote o resultado e posteriormente represente o
pico com a intensidade sugerida no grafico-modelo para elaboracéo do espectro de massa.

OBS: Nao esqueca de converter o valor da massa obtida (em gramas) para Daltons, usando a relagéo:
massa meédia dos alfinetes = 1 Da

Nessa aula pratica o estudante, ao manipular os materiais e realizar a montagem
dos modelos, é induzido a um contato direto com as subparticulas atbmicas responsaveis
pela massa de cada elemento; revisa sobre os tipos de ligagbes quimicas presentes nas
biomoléculas e € instigado a deduzir os principais grupos funcionais presentes nessas
moléculas. Apds a pesagem do material e obtengdo do espectro de massa, o estudante
deve ser orientado a analisar as massas obtidas e identificar quais foram os aminoacidos
encontrados. Em seguida, recomenda-se que os alunos realizem uma busca por padrdes
de estruturacao secundaria de proteinas em bases de dados disponiveis da internet.

Os resultados obtidos podem ser apresentados na forma de Relatério de Aula
Pratica. Para auxiliar o professor na aplicacdo dessa aula e nortear as corre¢des dos
relatorios e das respostas esperadas, algumas consideragbes conceituais estao
disponibilizadas no Anexo C.
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Em seguida, representamos o Quadro 3, contendo o roteiro pratico da Aula Pratica

namero 02: Simulagado de espectrometria de massa - sequenciamento de peptideos.

Quadro 3. Roteiro proposto da aula pratica numero 02, intitulada “Simulacdo de espectrometria de massa -
sequenciamento de peptideos”.

Aula pratica nimero 02: Simulagao de espectrometria de massa - sequenciamento de peptideos

Proposta: A presente aula tem como proposta de simular a analise do espectro de massa de um
fragmento proteico de uma amostra resultante da digestdo triptica (com o uso da enzima tripsina, que
cliva ligagbes peptidicas apds os residuos de aminoacidos carregados positivamente, principalmente
lisina e arginina). A amostra apresenta elevado grau de pureza, e a proteina integra presente possui
massa de 66.463 Da. A hidrdlise foi realizada em um meio reacional contendo tampao bicarbonato de
amodnio 50 mmol x L. O tempo de reacéo foi de 24 h a temperatura de 37°C.

Objetivos: Elucidar a sequéncia dos aminoacidos que constituem a cadeia polipeptidica do fragmento
proteico.

- Sabe-se que o fragmento analisado representa os residuos de aminoacidos que ocupam as posi¢cdes
entre 490 e 495 na estrutura primaria da proteina nativa. A massa neutra do peptideo em questao é de
659,34 Da, enquanto sua massa monocarrecaga € de 600,35 Da. O pl do fragmento analisado é previsto
em 5,66. A formula molecular do fragmento é de CzsH47N7O1o.

- Em relagdo a mesma proteina, na analise de outro fragmento com massa 728,37 Da (quando
monocarregada), revelou-se a sequéncia de aminoacidos CVLHEK, sabendo-se que sdo referentes as
posicdes entre 483 — 489 na estrutura primaria dessa proteina nativa.

A partir dos dados obtidos na aula e das informagdes apresentadas, elucide a qual proteina o fragmento
analisado pertence. Supondo que essa amostra é oriunda da urina de um paciente, quais correlagbes
clinicas seriam possiveis de serem sugeridas?

Tutorial de preparo da aula pratica:

Tutorial de montagem do material e aquisicdo de dados: Pesar cada “pacotinho”, anotar a massa,
converter a massa para Daltons (relagdo massa média dos alfinetes = 1 Da). Considerando a intensidade
relativa sugerida abaixo, monte o espectro de massa e elucide a sequéncia dos aminoacidos nesse
fragmento peptidico.

Montagem da aula pratica:
- separar pacotinhos de papel ou de plastico contendo as quantidades de alfinetes relativos a cada pico:

Pico 1
Pico 2
Pico 3
Pico 4
Pico 5
Pico 6

102 alfinetes
199 alfinetes
298 alfinetes
385 alfinetes
514 alfinetes
660 alfinetes

— — — — ~— ~—

Pico 1) Intensidade relativa (em U.A.): 6 x 10°
Pico 2) Intensidade relativa (em U.A.): 4 x 10°
Pico 3) Intensidade relativa (em U.A.): 8 X 10°
Pico 4) Intensidade relativa (em U.A.): 3 X 10°
Pico 5) Intensidade relativa (em U.A.): 2,5 X 10°
Pico 6) Intensidade relativa (em U.A.): 2 X 10°

Dica: Apds elucidar manualmente a sequéncia de aminoacidos, utilize os bancos de dados presentes na
internet para identificar por similaridade a qual proteina essa sequéncia pertence.
Sugestéao de site: http://www.uniprot.org/blast/

OBS: o0s pacotinhos contém os numeros de massa respectivos aos ions da série b formados na
fragmentagéo do peptideo em questao.
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Nessa aula pratica, sdao abordados e trabalhados os seguintes temas: hidrdlise
enzimatica de proteinas pela enzima tripsina, em conjunto com suas caracteristicas e
condi¢cdes de hidrdlise; propriedade bioquimica do ponto isoelétrico; sequenciamento de
novo de sequéncias polipeptidicas; busca por similaridade em bancos de dados (Protein
Data Bank - PDB) disponiveis na internet. Por fim, contextualiza-se o conteudo ao

estudante por meio da correlagédo com um caso clinico classico.

4 Impacto no ensino-aprendizado

A aplicagdo dessa técnica de simulagdo de andlise de espectrometria de massa
possibilita ao estudante uma reducdo do abismo que pode existir entre os aspectos
tedricos e praticos referentes ao estudo de Bioquimica, Biologia Molecular e disciplinas
correlatas.

Por meio da execucgao dessa proposta, o aluno pode vivenciar situagdes em que
confronta aspectos mais abstratos com procedimentos praticos simples, como na
montagem de estruturas ou modelos moleculares e na mensuragao da massa de prétons
e neutros, o que pode auxiliar na sedimentagéo de tais conceitos e melhor aprendizado de
assuntos correlatos.

Por outro lado, ao compreender os principios basicos da técnica de espectrometria
de massa, o0 estudante se capacita a interpretagdo dos dados obtidos por meio dessa
técnica, utilizando ferramentas modernas de busca de bancos de dados na rede mundial
de computadores, por exemplo. Nesse ponto, ao submeter o aluno ao contato com as
principais vias modernas de obtenc¢ao de novos conhecimentos cientificos, também pode-
se possibilitar uma reducdo da distancia do conhecimento ensinado com aspectos
vivenciados pelos discentes, resultando em melhoras multilaterais no processo ensino-

aprendizado.

5 Conclusoes

A presente proposta viabiliza um contato inicial do estudante aos principios basicos
da técnica de espectrometria de massa. Além de familiarizar o discente a aquisicao,
tratamento e interpretacdo de dados cientificos, possibilita o contato dos estudantes com
ferramentas modernas de busca em bancos de dados na internet, tanto pela busca da

verificagdo da similaridade com as sequéncias obtidas na simulagdo, quanto na
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elucidagdo de estruturagcdo secundaria das biomoléculas. Tais procedimentos
representam as principais vias modernas de obtencdo de novos conhecimentos cientificos
na Bioquimica e demais areas bioldgicas, e sua compreensao se tornou essencial para

uma formacgao sdlida, atualizada e critica dos estudantes de graduacgao.
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Apéndices
Apéndice A. Modelo de Relatério da Aula Pratica

Relatério de Aula Pratica
Titulo da Aula:

Alunos:

Introducgao:

Objetivo Geral:

Objetivos especificos:

Descrigao da técnica simulada:
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Resultados e Discussao:
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Apéndice B. Modelo de planilhas para coleta e notagéo dos dados para aula 00.

Aula pratica n. 00) Pré-preparo dos materiais e validagao da sua aplicagao no modelo simu-

lagao proposto

Objetivo: Verificar se 0 material proposto para a modelagem e simulagao apresenta variabilidade

de massa compativel com o objetivo da simulagao proposta.

Tutorial de preparo da aula pratica: Pesar, em balanca analitica, 50 exemplares de cada materi-
al que sera utilizado na construcdo dos modelos (bolas de isopor, alfinetes e palitos). Anotar o va-

lor de cada item e ao final calcular a massa média e o desvio-padréo de cada componente.

Bola massa (g) 15. massa (g) 30. massa (g) 45, massa (g)
de

isopor

1. 16. 31. 46.

2. 17. 32. 47.

3. 18. 33. 48.

4. 19. 34. 49.

5. 20. 35. 50.

6. 21. 36. Média:

7 22. 37

8. 23. 38. Erro padrao:
9 24, 39

10. 25. 40. Desvio padrao:
11. 25. 41.

12. 27. 42.

13. 28. 43.

14. 29. 44.
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Alfinete massa (g) 15. massa (g) 30. massa (g) 45, massa (g)
1. 16. 31. 46.

2. 17. 32. 47.

3. 18. 33. 48.

4. 19. 34. 49.

5. 20. 35. 50.

6. 21. 36. Média:

7. 22. 37.

8. 23. 38. Erro padrao:
9. 24, 39.

10. 25. 40. Desvio padrao:
1. 25. 41.

12. 27. 42.

13. 28. 43.

14. 29. 44.

Palito massa (g) 15. massa (g) 30. massa (g) 45, massa (g)
1. 16. 31. 46.

2. 17. 32. 47.

3. 18. 33. 48.

4. 19. 34. 49.

5. 20. 35. 50.

6. 21. 36. Média:

7. 22. 37.

8. 23. 38. Erro padrao:
9. 24. 39.

10. 25. 40. Desvio padrao:
11. 25. 41.

12. 27. 42.

13. 28. 43.

14. 29. 44.
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Apéndice C. Gabarito das aulas.

GABARITO DA AULA 01)

Os trés aminoacidos que compdem a cadeia polipeptidica sdo: glicina, alanina e hidroxi-prolina (G A
Hyp), ja organizada em ordem crescente de massa molecular. A repeticdo de 20 vezes da sequéncia (G A
Hyp), analisadas em sites disponiveis na internet (ex: http://imtech.res.in/raghava/apssp/; http://cho-
fas.sourceforge.net/; http://embnet.vital-it.ch/software/COILS form.html, entre outros sites disponiveis no
portal ExPASy), revela uma propensdo de estruturagdo secundaria em alfa-hélice. Essa sequéncia
polipeptidica é oriunda da digestao da proteina colageno (de acordo com Lehninger 2011, capitulo 4) [8]. O
colageno é uma proteina fibrosa, relacionada com a garantia de resisténcia. E encontrado em tecidos
conjuntivos como tenddes, cartilagens, matriz organica dos ossos e na cornea dos olhos. Suas fibras sao
resultados de uma torgcao super-helicoidal em sentido horario. Um possivel caso clinico envolvido relaciona-
se a patologia denominada de escorbuto, na qual € uma doenga que tem como primeiros sintomas
hemorragias nas gengivas, tumefagao purulenta das gengivas (inchago com pus), dores nas articulagdes,
feridas que nao cicatrizam, além de desestabilizagdo dos dentes. E provocada pela caréncia grave de
vitamina C na dieta. A vitamina C é importantissima para o corpo porque ela € um cofator da enzima prolil-
hidrolixase, que faz a hidroxilagdo do aminoacido prolina nas cadeias alfa de colageno. Essa hidroxilagédo é
tdo importante porque aumenta o numero de ligagbes de hidrogénio na molécula e da maior rigidez ao
colageno, que é a principal proteina estrutural do corpo.

GABARITO DA AULA 02)

Sequéncia polipeptidica: TPVSEK (treonina, prolina, valina, serina, glutamato e lisina)

Juntando a sequéncia CVLHEK a TPVSEK obtemos CVLHEKTPVSEK. Essa sequéncia, quando analisada
em bancos de dados presentes na internet (como por exemplo: http://www.uniprot.org/blast/) revela que é
pertencente a proteina soro albumina humana. A presenca dessa proteina na urina do paciente (preteinuria)
indica possiveis quadros de infec¢ao ou inflamagéo dos néfrons, e/ou insuficiéncia renal causada por lesédo
renal aguda, requerendo outros exames laboratoriais para elucidagéo precisa do caso.
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