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PROGRAMA DE DISCIPLINA

CODIGO:

DISCIPLINA: ANALISES PROTEOMICAS POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS

PRE-REQUISITOS:

CARGA HORARIA TEORICA: 60 PRATICA: 0 TOTAL: 60
CREDITO: TEORICA: 4 PRATICA: 0 TOTAL: 4
PROFESSOR (A): MONALIZA MACEDO; NAYARA ALMEIDA; KEILANE SILVA FARIAS.
EMENTA: Conceitos basicos teoricos de protedmica, cromatografia liquida e espectrometria de massa

(tipos de ionizagdo, analisadores, detectores e equipamentos), preparo de amostras
proteicas e pratica em analise de dados (identificacdo de peptideos / proteinas a partir de
espectros de massas), bem como interpretacio dos resultados protedmicos e das
plataformas utilizadas. Também serdo apresentadas as aplicagdes no tangente a protedmica
e os alunos terdo a oportunidade de conhecer o espectrdmetro de massas instalado na Centro
de Biotecnologia e Genética da Universidade Estadual de Santa Cruz.

OBJETIVO GERAL:

Capacitar os alunos a planejar, executar e interpretar experimentos protedmicos baseados
em espectrometria de massas, desde o preparo da amostra até a analise bioinformatica dos
dados gerados.

OBJETIVOS:

1. Compreender os principios fisicos da espectrometria de massas e as principais estratégias
protedmicas;

2. Planejar e executar protocolos de preparo de amostras e avaliar a qualidade da separagéo
cromatografica;

3. Operar o LC-Q-TOF 6545 Agilent aplicando critérios de confiabilidade na aquisi¢ao e
quantificacdo de dados;

4. Utilizar softwares protedmicos para identificacdo e anotagdo funcional de proteinas em
bancos de dados especializados;

5. Interpretar estatisticamente dados protedmicos e correlaciona-los com outras plataformas
Omicas;

6. Integrar resultados protedmicos com técnicas analiticas complementares para
interpretagdo bioldgica e produgdo cientifica.

METODOLOGIA:

A disciplina serda desenvolvida de forma integrada entre teoria e pratica aplicada,
estruturada nas seguintes estratégias: aulas expositivas e dialogadas com uso de recursos
audiovisuais; analise dos dados protedmicos; atividades, discussdo e analise critica de
artigos cientificos atuais da area de protedmica; estudos de casos reais envolvendo
protedmica de plantas, fungos e microrganismos de interesse agricola; seminarios
apresentados e relatorios.

AVALIACAO:

A verificagdo da aprendizagem (avaliacdo) sera realizada desdobrando-se os objetivos em
questdes que abranjam o conteido ministrado e que permitam ao aluno colocar em pratica
o que aprendeu. Os instrumentos de avaliagdo constardo de: provas escritas individuais;
seminarios; exercicios tedricos e praticos; relatorios; e participagdo nas discussdes e
autoavaliacdo.

CONTEI’JDQ
PROGRAMATICO:

Os conteudos serdo organizados em trés unidades tematicas, a partir dos objetivos da
disciplima:

Unidade I: Fundamentos em Proteémica
1. Fundamentos de Proteémica
e Definigdo e contexto da protedmica no cenario dmico;
e Proteoma vs transcriptoma vs genoma: complementaridade e limitagdes;
e Tipos de protedmica: expressao, estrutural, funcional e interatdmica;
e Aplicagdes em plantas, fungos e microrganismos de interesse agricola.

2. Fundamentos em Espectrometria de Massas
e Principios fisicos da espectrometria de massas;
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e Componentes do espectrometro: fonte de ionizagdo, analisador de massa e
detector;

e Analisadores de massa: Quadrupolo, Q-TOF, Orbitrap e ion trap;

e Espectros de MS e MS/MS: interpretagdo e qualidade espectral;

e Introdu¢do ao LC-Q-TOF 6545 Agilent;

Unidade II: Preparo de Amostras e Analises Protedmicas
3. Preparo de Amostras Bioldgicas para MS e LC/MS
e Extracdo e quantificagdo de proteinas totais;
e Digestao triptica e preparo de amostras para injecdo no LC-MS;
o Estratégias de fracionamento proteico;
e Dessalinizagdo e concentragdo das amostras;

4. Cromatografia Acoplada a Espectrometria de Massas
e  Principios de Cromatografia;
Relagdes m/z, massa monoisotdpica, massa nominal;
Tipos de Cromatografia: Gasosa (GC) e Liquida (LC)
Fases estacionarias ¢ moveis para a separagdo de peptideos;
Fontes de ionizagdo: MALDI, EI, ESI, APCI, modo de ionizagédo e
Deconvolugao;
Otimizacdo de gradientes cromatograficos;
o Estimativa 2D: cobertura espectral e alinhamento entre corridas;
o Estratégias de aquisi¢@o dos dados: Top-N, DDA e DIA.

Unidade ITI: Quantificaciao e Analises
5. Estratégias de Quantificacio Protedmica

Fragmentacdo de peptideos: series a, b ¢ y, interpretacdo por

sequenciamento de novo,

Quantificacdo baseada em gel (2D-DIGE);

Quantificacdo label-free (LFQ): principios e limitagdes;

Métodos com marcagdo isotdpica e isobarica: SILAC, ICAT, iTRAQ);

Critérios de confiabilidade: FDR, nimero minimo de peptideos e coeficiente de
variacao;

Analise comparativa de dados quantitativos entre amostras;

e Aplicagdo dos critérios de confiabilidade em datasets reais;

6. Bioinformatica Aplicada a Protedmica
e Analise de dados protedmicos: Spectrum Mill;
Bancos de dados proteicos: UniProt, NCBI e bancos customizados;
Utilizacdo de plataformas computacionais remotas: MASCOT e Peaks;
Softwares de busca: Spectrum Mill, MaxQuant e PEAKS;
Parametros de busca: tolerancia de massa e modificagdes;
Anotacdo funcional e construgdo de redes: Gene Ontology (GO), KEGG e
STRING;

Unidade IV: Aplicacio dos estudos protedmicos e das técnicas
7. Protedmica Aplicada e Estudos de Casos

e Protedmica de interagdo planta-patégeno;

e Analise de secretoma fingico e proteinas efetoras;

e Protedmica aplicada a enxertia e desenvolvimento vegetal;

e Estudos de caso: protedmica do cacaueiro e de fitopatdgenos de interesse regional;
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