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resumo
Esta revisão abrange as principais técnicas, limitações e utilidades da espectrometria de massa aplicada 
à análise de fluidos biológicos para buscar biomarcadores com potencialidade de diagnóstico médico. 
Atualmente esse método é capaz de discernir, em segundos, padrões moleculares diferencialmente 
expressos entre indivíduos controles e com câncer. Resultados da literatura apontam a espectrometria 
de massa como metodologia promissora no futuro do diagnóstico.
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abstract
This manuscript reviews mass spectrometry methods and limitations for analisys of biological fluids in the search 
for biomarkers that can aid medical diagnosis. Currently, mass spectrometry has the ability to discriminate 
differentially expressed molecular patterns among cancer patients and control subjects. Results in the literature 
point mass spectrometry as having a major role in the future of medical diagnosis.
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qualquer molécula ou característica biológica que possa 
ser detectada e medida revelando os processos biológi-
cos normais, patogênicos ou a resposta farmacológica 
após intervenção terapêutica. Assim, tal termo deve 
indicar alterações do estado fisiológico normal para 
o patológico ou de mudanças no ambiente corporal 
interno ou no meio ambiente. No campo molecular, 
as pesquisas focalizaram a atenção sobre nossos genes, 
RNAs, proteínas e moléculas ligadas ao metabolismo. 
Conseqüentemente, o conjunto dessas moléculas foi 
denominado, respectivamente, genoma (todo o mate-
rial genético contido na célula), transcriptoma (todos os 
transcritos de RNA), proteoma (conjunto de proteínas 

Biomarcadores
As primeiras referências sobre diagnóstico de en-

fermidades por marcadores datam de 560 anos a.C., 
quando Hipócrates propôs que modificações em líqui-
dos orgânicos, entre eles o sangue, estavam associadas 
a patologias. A partir dessa época, as doenças foram 
mais bem caracterizadas pela busca de alterações em 
nossos elementos constitutivos. Ao final do século XX e 
início do XXI, foram iniciadas pesquisas para definir a 
nossa identidade molecular normal e as suas modifica-
ções devidas a doenças, visando aumentar o poder do 
diagnóstico. Cunhou-se o termo biomarcador para 
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expressas) e metaboloma para relacionar os metabólitos 
presentes em determinadas situações. Essas definições 
podem ser usadas em relação a organismo, tecido, fluido 
corporal ou célula.

No ano de 2001 foi concluída e publicada a primeira ver-
são da seqüência do genoma humano(29). Ao mesmo tempo, 
inúmeros laboratórios iniciaram a busca para identificar as 
proteínas expressas em organismos, tecido, fluido corporal 
ou célula humana e atribuir a essas moléculas uma função. 
A pretensão de conhecer os genes, mRNAs, metabólitos e 
proteínas da célula em determinadas condições constitui 
um dos maiores desafios das ciências biológicas.

Sabe-se atualmente que a expressão gênica pode ser 
transcricional ou pós-transcricionalmente regulada. Durante 
as últimas décadas a análise quantitativa de transcritos gê-
nicos mostrou não haver proporcionalidade direta entre o 
nível destes e o da proteína presente na célula em resposta 
a um estímulo específico ou estado patológico(10). Isso se 
deve à existência de numerosos mecanismos de controle 
da expressão gênica que operam durante a tradução(8, 11, 

16, 22). Em outras palavras, os quadros transcricionais qua-
litativo e quantitativo da célula podem não corresponder 
ao encontrado para proteínas. Muitas espécies de mRNAs 
são sintetizadas em resposta a perturbações específicas e 
possuem vida média curta; outras populações podem estar 
presentes, porém não estar sendo traduzidas(26). Outros 
problemas de mesma natureza decorrem das modificações 
pós-transcricionais, experimentadas pelos RNAs (splicing), e 
pós-traducionais, sofridas por muitas proteínas. Na compa-
ração direta entre o genoma e o proteoma a situação é ainda 
mais complexa, considerando-se que os mecanismos de 
splicing alternativo (método pelo qual íntrons são removidos 
e éxons são unidos para formar o RNA) aumentam bastante 
a capacidade de codificação de um determinado gene(3). 
Conseqüentemente, as pesquisas foram direcionadas para 
conhecer o proteoma celular padrão ou situações em que 
as funções celulares foram perturbadas ou encontram-se 
em situações patológicas específicas.

Assim como o conhecimento do genoma deve-se 
praticamente ao advento da engenharia genética e às 
metodologias de seqüenciamento de DNA, o do proteoma 
foi alavancado principalmente graças ao aparecimento da 
eletroforese bidimensional (2D) de alta resolução e às téc-
nicas de espectrometria de massa (EM), capazes de ionizar 
uma biomolécula sem degradá-la(7). A eletroforese 2D(21) 
combina uma focalização isoelétrica na primeira dimensão 
com a eletroforese em gel de poliacrilamida, contendo 
dodecil sulfato de sódio (SDS) na segunda. A partir daí, a 

técnica foi aperfeiçoada em vários aspectos, como no poder 
resolutivo, tornando-se operacionalmente simples devido a 
gradientes de pH, comercialmente disponíveis, imobilizados 
em suportes. Dependendo das condições de fracionamento 
e da espécie biológica investigada, essa técnica permite 
observar centenas de proteínas simultaneamente(31). No 
campo do estudo de proteomas, essa metodologia permi-
tiu identificar a presença e a localização de proteínas nas 
células, caracterizando marcadores de doença e alvos de 
medicamentos.

A identificação de marcadores pela técnica do gel 2D 
consiste em contrastar diferenças no gel de indivíduos 
portadores da patologia em estudo em relação ao de 
indivíduos saudáveis. Após coloração por prata ou azul 
de coomasie, os spots no gel com intensidades diferentes 
podem representar os biomarcadores, nesse caso, proteínas 
diferencialmente expressas, isoladas de acordo com o seu 
ponto isoelétrico e sua massa molecular. A limitação inicial 
na identificação da maioria dos sinais protéicos revelados 
pela segunda dimensão foi modificada devido ao auxílio 
dos espectrômetros de massa e dos computadores. Para 
que uma molécula seja analisada por espectrometria de 
massa, ela primeiramente deve ser ionizada. Com a cria-
ção de metodologias capazes de ionizar biomoléculas sem 
degradá-las, a caracterização delas pelo respectivo perfil de 
massas resultante de uma digestão enzimática tornou-se 
possível. À medida que essas máquinas evoluíram, foi pos-
sível utilizar programas mais sofisticados para tal finalidade 
(exs.: MS-FIT, em http://prospector.ucsf.edu, e MASCOT, 
em www.matrixscience.com).

Em recente trabalho, mostramos a aplicabilidade de tal 
método em pacientes com câncer de pulmão do Hospital 
Universitário Clementino Fraga Filho da Universidade Fede-
ral do Rio de Janeiro (HUCFF/UFRJ), onde cinco proteínas 
diferencialmente expressas com potencialidade de uso para 
diagnóstico foram caracterizadas(20). Contudo, tal meto-
dologia possui limitações. A de análise 2D é um processo 
demorado, de alto custo, laborioso, restrito geralmente à 
observação de proteínas desnaturadas em uma faixa de 
pH entre 3,5 e 11,5 e com peso molecular variando de 7 
~ 150kDa. Essa tecnologia também se torna inviável para 
estudos de proteomas em larga escala, uma vez que seria 
necessária a realização de diversos géis bidimensionais para 
estudar uma população. A utilização de pools de fluidos 
biológicos torna-se uma alternativa eficiente para avaliar 
diversos materiais biológicos de uma só vez. Contudo, 
ao estudar pools, não é possível obter a freqüência das 
proteínas diferencialmente expressas, perdendo-se a indi-
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vidualidade molecular dos pacientes(1). A necessidade do 
conhecimento dessas freqüências torna-se imprescindível na 
criação de modelos probabilísticos para viabilizar painéis de 
marcadores a serem utilizados no diagnóstico e prognóstico 
personalizados. Por essas razões, a abordagem para o estudo 
de proteomas complexos busca novas técnicas de análise 
para complementar a técnica da eletroforese.

Introdução à espectrometria de massa
O espectrômetro de massa é um instrumento analítico 

capaz de converter moléculas neutras em íons na forma 
gasosa e separá-las de acordo com a sua razão massa/carga 
(m/z), utilizando para isso campos eletromagnéticos. Esse 
equipamento atua como uma balança de íons de altíssima 
precisão e, em sua grande maioria, é composto por uma 
fonte ionizante, analisador(es), e detector(es), conforme 
esquematizado na Figura 1. Como resultado é emitido 
um gráfico onde o eixo y representa a intensidade do sinal 
dos íons e o eixo x, a razão m/z destes.

Apesar de a EM ser uma tecnologia usada há bastante 
tempo no campo das engenharias e da física, era pouco 
utilizada nas ciências da saúde por degradar biomoléculas 
ao ionizá-las. Recentemente foram desenvolvidas duas técni-
cas capazes de ionizar biomoléculas de alto peso molecular, 
como oligopeptídeos e proteínas(30). Estas técnicas também 
são capazes de alterar o analito de sua fase sólida ou líquida 
para gasosa, estado necessário para realização da análise da 
EM sem degradá-lo. Tais técnicas foram denominadas matrix 
assisted laser desorption ionization (MALDI)(15) e electron spray 
ionization (ESI) aperfeiçoada para estudos de macromolé-
culas biológicas por John Fenn et al. em 1989(7).

Reconhecimento de padrões 
moleculares por EM para auxílio no 
diagnóstico médico

Em 2002, o grupo de Lance Liotta, do National Institutes 
of Health (NIH), publicou metodologia inovadora para o 

diagnóstico do câncer de ovário(23). Os autores têm como 
premissa que proteínas secretadas por tumores podem 
ser observadas, em concentrações femtomolares, por 
metodologias estado-da-arte em EM, analisando padrões 
complexos diretamente no soro, sem isolamento prévio 
das proteínas. Neste trabalho, foi usada uma variante da 
técnica de ionização MALDI, chamada surface enhanced 
laser desoption ionization – time of flight (SELDI-TOF MS), 
que dá preferência ao estudo de peptídeos hidrofóbicos de 
baixo peso molecular (<~10kDa). Na ocasião foi analisado 
o perfil proteômico do soro de 50 portadoras de câncer 
de ovário e de 50 mulheres não afetadas. Os resultados 
permitiram discriminar picos no espectro de massa corres-
pondente a peptídeos específicos para cada grupo. Para 
validar o método, um grupo adicional de 116 amostras foi 
analisado. Baseando-se apenas nos picos diferencialmente 
intensificados oriundos de seu modelo prévio, foi possível 
diagnosticar os casos de câncer de ovário em 100% e de 
mulheres não afetadas pela doença em 95%. Posterior-
mente foi mostrado que o padrão proteômico encontrado 
era específico de câncer de ovário e diferente dos obtidos 
em soro de pacientes com neoplasia benigna ou maligna 
de próstata. Por essas razões foi concluído que a técnica 
era capaz também de fornecer diagnóstico diferencial(24). 
Este trabalho impulsionou inúmeros outros similares em 
que diferentes grupos aplicaram a metodologia em outros 
tipos de tumores e tecidos(17, 33).

Diversas críticas aos trabalhos iniciais do estudo de pro-
teoma por EM diferencial foram realizadas pela comunidade 
científica, tendo como principais argumentos a dificuldade 
de reprodutibilidade dos dados e as limitações na resolução 
do SELDI-TOF utilizado na época(5, 25). Atualmente empre-
gam-se espectrômetros de massa de maior resolução, como 
o Micromass Ultima Q-TOF, dotado de fonte ionizante do 
tipo electrospray. A remoção de albumina do soro e o uso 
de cromatografia acoplada a EM são práticas utilizadas para 
reduzir o efeito de supressão de ionização e saturação do 
detector. Outra razão para a remoção de proteínas abun-
dantes é dada pela supressão do sinal detectado no EM de 

Amostra Ionização Analisador Detector Análise de dados

Recipiente com baixa pressãoPressão: 1atm

Figura 1 – Esquema simplificado de um espectrômetro de massa
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Figura 2 – Espectro de massa dos pools de pacientes com a doença de Hodgkin (superior) 
e indivíduos controles (inferior). O eixo y representa intensidade do sinal e o eixo x, a razão 
massa/carga (m/z) dos peptídeos ionizados. A janela indica os picos com intensidade 
diferenciada de razão m/z de 1.056 indicando a presença de um possível marcador

proteínas expressas em baixa quantidade que também pos-
sam vir a ser os biomarcadores(6, 35). A utilização de padrões 
internos com quantidade e massa previamente conhecidos 
também é técnica que permite um melhor controle perante 
a reprodutibilidade dos espectros. É importante ressaltar 
que, mesmo em experimentos nos quais a amostra é ana-
lisada por infusão direta no espectrômetro, apenas uma 
parte das biomoléculas é ionizada. A caracterização das 
biomoléculas, em alguns casos, pode ser realizada pelo 
uso de EM em tandem. Essa técnica permite evidenciar a 
seqüência de aminoácidos, no caso, de peptídeos, para 
posterior identificação, contudo está limitada a peptídeos 
de baixo peso molecular (<~ 5kDa).

A metodologia de EM diferencial, em conjunto com 
técnicas de reconhecimento de padrões (redes neurais, 
árvores de decisão, etc.), tem sido utilizada extensamente 
para o estudo de diversas neoplasias (4, 9, 18). Recentemente 
demonstramos a efetividade da técnica de EM diferencial 
em pacientes com a doença de Hodgkin (DH)(2) do HUCFF/
UFRJ. A DH é uma neoplasia que ocorre em um linfonodo, 
eventualmente evoluindo para linfonodos mais próximos. 
Isso caracteriza a diferença entre seus estágios inicial e 
avançado(12). Foram obtidos espectros de massa (Micromass 
Ultima ESI Q-TOF) do soro de 30 pacientes com DH antes 
do tratamento e de 30 indivíduos controles. Um algoritmo 
foi elaborado com base no princípio de minimização de 
risco estrutural(28) apontando oito picos com intensidades 
diferenciadas entre os controles e os pacientes com DH. A 
Figura 2 mostra uma região dos espectros de massa con-
tendo picos considerados representativos de um possível 
marcador. Com base no método de validação cruzada 
leave-one-out(14) e nos oito picos selecionados, foi possível 
classificar corretamente todos os espectros de massa como 
pertencendo a doente ou controle. Para verificar quanto à 
reprodutibilidade do experimento, um segundo set de es-
pectros oriundos dos mesmos indivíduos foi utilizado e clas-
sificado corretamente. De acordo com o modelo estatístico, 
estimou-se um erro de 8% de generalização para futuras 
amostras. A vantagem desse método sobre os atuais foi ser 
ele o primeiro a embasar-se no princípio de minimização 
de risco estrutural para análise de dados de EM. Esse prin-
cípio visa uma solução que generaliza eficientemente para 
futuras amostras, superando inclusive a técnica de redes 
neurais(13, 19, 34). Outra vantagem do algoritmo apresentado 
foi o fato de aproveitar-se de dados intrínsecos do espectro 
como informações da distribuição isotópica do marcador 
para minimizar o risco de conter picos não provenientes 
de peptídeos na solução final.

Considerações finais
A existência de padrões específicos no proteoma e, mais 

recentemente, no perfil de lipídios (lipidoma)(27, 32) reforça a 
hipótese de que biomoléculas podem originar-se de micro-
ambientes do tumor hospedeiro. Recentemente também foi 
mostrado que diversas alterações moleculares indiretamente 
ligadas à patologia podem ser detectadas por EM para au-
mentar a certeza do diagnóstico(25). O fato estabelece um 
novo paradigma, no qual a tecnologia dos omas, aliada à 
bioinformática, poderá trazer impacto direto na clínica médi-
ca. A técnica introduzida por Liotta é inovadora por capacitar 
estudos em grandes populações amostrais e apontar um 
caminho no qual diagnósticos poderão basear-se no nível 
da expressão de diversas biomoléculas simultaneamente, 
aumentando suas especificidade e sensibilidade. Devido à 
nossa individualidade molecular, são necessários arranjos de 
marcadores para compor a base de modelos probabilísticos de 
diagnósticos diferenciados e personalizados(1). A caracterização 
dos biomarcadores selecionados é condição necessária para a 
utilização dos padrões moleculares no auxílio de diagnósticos, 
prognósticos e também para fornecer maiores conhecimentos, 
ao nível molecular, sobre a patologia em questão.
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