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MODELO DE FUNCIONAMENTO

Margo de 2016

1. Estrutura da Unidade de Massa ITQB/iBET (UniMS)
Missao
A missdo da UniMS é assegurar o desenvolvimento do know-how e das infraestruturas de

Espectrometria de Massa do ITQB e iBET, de modo a proporcionar uma plataforma tecnolégica
capaz de providenciar servigcos a comunidade cientifica e a industria.

Estrutura Organizativa

A coordenacdo da atividade da UniMS esta a cargo de uma Direc¢do de Utilizadores (DU), que é
subordinada a uma Comissdo Paritadria (CP) envolvendo a Direcdo do ITQB e do iBET, sendo
formada por Margarida Oliveira e Paula Alves.

A DU é atualmente composta por Ana Luisa Simplicio, Isabel Abreu e Patricia Alves e tem como
funcdo procurar solugbes que permitam o funcionamento sustentado da UniMS, garantindo
acesso a todos os investigadores pertencentes ao ITQB e iBET, e unidades de investigacdo por
eles coordenadas, sem prejuizo dos servicos externos. Neste sentido, a DU deve desenhar
modelos e procedimentos de funcionamento, propor pregos a cobrar pelos servigos prestados,
sugerir aquisicdo e gerir o equipamento, gerir os recursos humanos e servir de interface entre
o pessoal técnico e investigadores que necessitem de apoio no desenho de experiéncias.
Qualquer decisao funcional tomada pela DU serd comunicada a CP que podera aprovar, pedir
reformulagdes ou exercer o seu direito de veto.

A alocagdo/divisdo de tempos entre os potenciais utilizadores da UniMS, determinada pela CP
e pela DU, encontra-se esquematicamente representada na figura seguinte:
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Espectrometriade Massa Comiss3o
Margarida Oliveira (ITQB) & Paula Alves (iBET) Paritaria
UniMS
Investigagdo ITQB/iBET
dependente de MS Servigos de Investigagdo Internos (40%) Servigos Externos (40%)
(20%)

Unidadesde Unidades de
Investigagdo Investigagao
coordenadas pelo coordenadas pelo
ITQB (20%) iBET (20%)

Investigador Ana Simplicio,
Pri g Isabel Abreu Patricia Alves Isabel Abreu, Ana Simplicio
rincipal el
Patricia Alves

Utilizadores com Técnicos UniMS

formagédo

Académicos (10%) Indstria (30%) Potenciais

utilizadores

D

Responsaveis ]

TripleTOF MALDI- HPLC-LCQ HPLC-LTQ API-3DIT

Equipamento
6600 TOF/TOF (iontrap) (lineartrap) Esquire qutp

Técnico
responsavel

Ricardo Catarina Conceicdo Conceicdo Conceigdo
Gomes Correia Almeida Almeida Almeida

D —
 S—

Equipa UniMS

Comissdo Paritaria: Margarida Oliveira e Paula Alves

Diregdo de Utilizadores: Ana Simplicio, Isabel Abreu, Patricia Alves
Técnicos: Catarina Correia, Conceigdo Almeida, Ricardo Gomes

Recursos Humanos da UniMS

Os técnicos atualmente afetos aos servicos de espectrometria de massa da UniMS tém
atribuidas fungdes de responsabilidade sobre o equipamento, execugdo de ensaios,
implementacdo de métodos, manutencdo do sistema da qualidade e gestdo didria do
laboratério, ensaios, ...). Os técnicos sdo o ponto de contato (unims.technicians@itgb.unl.pt;
unims.technicians@ibet.pt) para servicos e analises a contratar por parte de investigadores
que ja tém acesso de rotina a UniMS ou que sdo utilizadores independentes dos

equipamentos.

e Conceicdo Almeida (x1467, x1744) é responsavel pelos espectrometros de massa API —
lon Trap Thermo (LCQ e LTQ), pelos sistemas HPLC (microAS e surveyor) e pelo
espectrometro de massa API-lon Trap Bruker (Esquire).

e (Catarina Correia (x1468, x1407) é responsavel pelo MALDI-TOF/TOF, spotter e nanoLC.
e Ricardo Gomes (x1791, x1792) é responsavel pelo TripleTOF.

A DU é o ponto de contacto para investigadores e servicos de industria que visem a
contratacdo de novos servicos da UniMS ou pretendam fazer desenvolvimento de novas
metodologias (unims.direction@itgb.unl.pt /unims.direction@ibet.pt).
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e Ana Luisa Simplicio (x1782) é responsavel pela coordenagdo dos clientes industriais.

e Isabel Abreu (x1647) é responsavel pelo acesso de investigadores que pertencam a
Unidades de Investiga¢do coordenadas pelo ITQB.

e Patricia Alves (x1434) é responsavel pelo acesso de investigadores que pertencam a
Unidades de Investiga¢do coordenadas pelo iBET.

O acesso de investigadores externos pertencentes as Unidades de Investigacdo coordenadas
pelo ITQB ou iBET serd sempre garantido por um dos elemento da DU
(unims.direction@itgb.unl.pt/unims.direction@ibet.pt). Na eventualidade de indisponibilidade

pontual de algum elemento da DU, ficardo os restantes elementos responsaveis por
apresentar uma resposta a solicitacdo em causa, desde que esta chegue através dos enderecos
de e-mail previamente mencionados.

2. Servigos da UniMS

Os servicos actualmente disponibilizados pela UniMS de acordo com o tipo de equipamento
disponivel (para mais informagGes sobre as potencialidades e caracteristicas dos diversos
equipamentos consultar o site da UniMS http://www.itgb.unl.pt/facilities/UniMS/), s3o os

seguintes:

e MALDI-TOF/TOF

O MALDI-TOF/TOF é um sistema high-throughput composto por fonte de ionizagdo suave
MALDI (matrix assisted laser desorption ionization) e dois tubos de voo (TOF, time-of-flight),

utiliza amostras co-cristalizadas com uma matrix que absorve a energia do lazer e a transfere
para a amostra fazendo com que esta ionize. A amostra voa entdo pelo TOF e a sua razdo
massa-carga (m/z) é determinada.

O MALDI tem a potencialidade de analisar amostras em modo linear para medicdo de massas
acima dos 4000 Da, de analisar amostras em modo MS para massas abaixo dos 4000 Da, e em
modo MS/MS para a fragmentacdo de amostras previamente analizadas por MS. Este
espectrometro de massa é atualmente maioritariamente utilizado para identificacdo de
proteinas, determinacdo de massa molecular e analise do perfil de pureza. O MALDI-TOF/TOF
pode também ser acoplado (off-line) com o sistema nanolLC-spotter para separagdo prévia de
amostras complexas, por exemplo para analise de proteomas.

O sistema é relativamente simples de operar e a UniMS pode proporcionar formacdo aos
utilizadores desde que o volume de utilizagdo pelos interessados assim o justifique.

Os servigos disponibilizados neste equipamento sao:

o ldentificagdo de proteinas
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o Determinagdo de massas de cadeias leves e pesadas de IgG

o Perfis de glicosilagdo (N-glicanos)

o Determinagdo de massa molecular (gama de trabalho até 70 kDa)
o Avaliacdo de perfis de pureza de proteinas

o Avaliacdo de heterogeneidade proteica

e ESQUIRE (MS")

Consiste num ion trap de injecdo direta composto por fonte de ionizacdo suave (electrospray
ionization - ESI ou nanoESl) ou quimica (APCI, Atmospheric Pressure Chemical lonization).

Este equipamento é usado habitualmente para caracterizagdo de biomoléculas e moléculas
sintetizadas pelos grupos de investigacdo do ITQB/iBET.

Servigo disponibilizados neste equipamento:

o Determinagdo de massa molecular e de padrdes de fragmentagdo de péptidos, de
compostos organicos, organometalicos e liquidos idnicos.

e LCQ (LC-MS")

Este analisador de massas ion trap pode ser utilizado para injecdo direta de amostras ou
acoplado a um sistema LC (Surveyor, Thermofinnigan) para separacdo de amostras complexas.
Este equipamento pode ser utilizado com fonte de ionizagdo suave (ESI), e ionizagdo quimica
(APCI). Este espectrometro de massa é maioritariamente utilizado para determinacdo de
massa molecular e padrées de fragmentacdo de proteinas, péptidos, compostos organicos e
organometalicos.

Experiéncia e aplicacGes possiveis:
o Separacdo e/ou identificagdo de compostos organicos;

Ex2: compostos macrociclicos; polimeros; liquidos idnicos; compostos organicos;
compostos organometdlicos;

o ldentificacdo de metabolitos e produtos de degradacao;

Ex2: estudos de estabilidade de farmacos ou quimicos em meios quimicos ou fluidos
bioldgicos.

o Estudo de reagbes enzimaticas;

Ex2: bioremediagdao enzimatica de compostos na indUstria téxtil e estudos farmacocinética
de activacdo de profarmacos.
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o Identificagdo da composicdo de amostras naturais ou suas fragGes;

Ex2: Caraterizacdo/identificacdo da composicdo em compostos fendlicos e antioxidantes.

e LTQ(LC-MS" - fluxos nano, micro e convencional)

O analisador de massas jon trap linear pode ser utilizado para injecdo direta de amostras, mas
€ maioritariamente utilizado quando acoplado a um sistema LC (microAS, Thermofinnigan) ou
a um sistema LC de fluxos nano (Easy nanolLC, ThermoFinnigan) para separacdo de amostras
complexas. Este equipamento pode trabalhar com ionizacdo suave, quer para fluxos
convencionais quer para fluxos nano (ESI e nanokESl), e pode ainda trabalhar com ionizacdo
quimica (APCIl). Este sistema tem capacidade de MS", ou seja de fragmentar moléculas
(MS/MS) varias vezes. O LTQ é atualmente maioritariamente utilizado em ensaios para varios
tipos de amostras, nomeadamente misturas de proteinas, péptidos, oligossacaridos, lipidos e
compostos organicos. E também utilizado para ensaios de quantificacdo relativa.

Experiéncia e aplicacbes possiveis:
o Analise de pequenas moléculas
o Analise de proteinas intactas
o ldentificacdo de outros compostos de sintese ou naturais

e.g. polimeros; saponinas; fitoquelatinas; compostos fendlicos.

e TripleTOF 6600 com aquisicio SWATH 2.0 (LC-MS/MS - fluxos nano e micro)

O novo sistema TripleTOF 6600 da SCIEX (equipamento hibrido com dois tipos de analisadores
de massa, Quadrupolo e TOF) é actualmente o TripleTOF topo de gama do mercado. E um
sistema de alta performance, com elevada reprodutibilidade, que acoplado ao SWATH
Acquisition 2.0 consegue detectar teoricamente todos os péptidos em qualquer corrida. Este
sistema permite trabalhar numa ampla gama de concentragGes (superior a 5 ordens de
magnitude), isolamento de iGes até 2250 m/z (no 12 quadrupolo, Q1), elevada estabilidade na
precisdo de massas, e com uma elevada velociade e resolu¢do (100 MS/MS por segundo;
30,000 de resolu¢do TOF em MS/MS). Combinado com aquisicdo SWATH (sequential window
acquisition of all theoretical fragment ion spectra) permite uma quantificagdo com elevada
resolucdo e definir rapidamente um perfil molecular. Apenas numa corrida obtém-se o arquivo
digital completo dessa amostra que podera ser interrogado inUmeras vezes (aquisicdo feita
com um algoritmo “data independent”). E um sistema extremamente versatil que podera ser
usado em inUmeras aplicagOes para investigacdo na area das ‘Omics, para descoberta de novos
biomarcadores, e também para caracterizagdo/controlo da qualidade de biomoléculas
terapéuticas.
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Experiéncia e aplicacGes possiveis:
o ldentificacdo de proteinas
o ldentificacdo de ModificagGes pds-traducionais
o Determinagdo de massa molecular (gama de trabalho até 150-180 kDa)
o Avaliacdo de perfis de pureza de proteinas

o Avaliacdo de heterogeneidade proteica
o Analise comparativa de Proteomas

o Andlise de anticorpos
o Andlise de glicopéptidos

o ldentificacdo e quantificacdo de Metabolitos (em desenvolvimento)

Tecnologia SelexlON™ - em implementacao.

3. Desenvolvimento e Implementag¢ao de métodos (D&I) na UniMS

A UniMS disponibiliza D&l de métodos para:
i) Ir ao encontro de necessidades especificas de grupos de investigacdo do ITQB e iBET;

ii) Criar potenciais novos servicos a disponibilizar interna e externamente, potencialmente
aumentando o leque de clientes da unidade e assim a sua viabilidade econdémica;

iii) Criar experiéncia e conhecimento na equipa UniMS pela contribui¢do activa na produgdo
cientifica do ITQB, iBET e unidades de investiga¢do por eles coordenadas, e no suprimento das
necessidades da industria.

Deste modo, neste momento e na sequéncia da aquisicdo de um novo equipamento (Triple
TOF) estd em curso a implementagdo das seguintes metodologias a disponibilizar em breve:

e Identificacdo e caracterizacdo de modificagbes pods-traducionais: N-glicosilagdo,
fosforilagao,...;

e Proteémica comparativa (analise SWATH);

e Caracterizacdo de anticorpos (IgG).
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Modelo de selecdo e funcionamento deste tipo de servico:

a. A UniMS poderd desencadear e autofinanciar a implementacdo de métodos que
considere de utilidade global.

b. D&I dentro da UniMS poderd ser solicitada pelos grupos internos com interesses
particulares, e, nesse caso sera suportada por estes, relativamente a custos especificos com
reagentes, tempo de maquinas UniMS e recursos humanos necessarios.

- Caso o procedimento solicitado seja de utilidade para uma audiéncia mais alargada, o
investigador pode solicitar co-participacdo dos custos com recursos humanos as
InstituicOes ITQB e iBET, que, caso aceite, disponibilizard uma percentagem do tempo do
técnico para D&I, a gerir por este, desde que ndo sejam prejudicados servicos
estratégicos da UniMS. Como contrapartida o grupo de investigacao responsavel pelo
projeto disponibilizard o processo final desenvolvido para utilizacdo potencial como
“servico da UniMS”. Qualquer "invencao" serd tratada segundo as regras institucionais
de IP.

- Os técnicos poderdo ser co-autores em publicagdes envolvendo essa
implementagdo/desenvolvimento.

Para ter acesso a esta opgdo, o grupo de investigacdo interessado deverd apresentar uma
proposta formal de uma pagina, justificando o estudo, identificando o seu potencial e
descrevendo como serd assegurado o pagamento dos custos associados. A proposta devera
conter uma previsdo do tempo necessario de maquina e de recursos humanos da UniMS, e
serd enviada a DU. Esta fara uma primeira avaliagdo da proposta e, caso apresente os
argumentos necessarios, apresenta-la-a a CP para posterior aprovacao.

4. Acesso aos Servigos da UniMS

Terdao acesso aos servicos da UniMS todos os investigadores ITQB e iBET. Estes serao
considerados servigos internos que serdao pagos de acordo com a tabela de pregos em vigor
(ver se¢do 6 deste documento).

Para requisicdo de servicos tabelados deverd ser preenchido o formulario de servigos MS
(disponibilizado em http://www.itgb.unl.pt/facilities/UniMS/services) e enviado por e-mail ou

entregue juntamente com as amostras.

A tabela de precgos apresentada abaixo contempla a possibilidade de uso independente ou
com o auxilio dos técnicos UniMS.

Sao potenciais utilizadores independentes, utilizadores com treino especializado em
espectrometria de massa, que tenham recebido treino especifico para o equipamento e
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metodologias da UniMS e que sejam por isso creditados pela UniMS. Terdo também acesso
aos servicos da UniMS investigadores externos ao ITQB e iBET, mediante contacto com
Direcdo de Utilizadores. Estes servicos terdo por base os precos de servicos externos ou pregos
RNEM/IGC/iINOVA4HEALTH/MOSTMICRO/GREEN-it, caso facam parte de alguma destas redes,
institutos ou unidades de investigacao.

Terdo ainda acesso aos servicos quaisquer clientes industriais, que, mediante contacto com a
DU, poderao solicitar orcamentacao para os trabalhos requeridos.

Hordrio de atendimento

Salvo imprevistos, um técnico estard sempre disponivel para atendimento ao publico nos
horarios habituais de trabalho (9h-18h, de segunda a sexta).

Formacao

Qualquer investigador interno terd o direito de solicitar utilizacdo independente da UniMS,
caso se justifique (pessoas cujo periodo de permanéncia prevista no ITQB/iBET e volume de
utilizacdo justifiguem a sua formagdo). No entanto, caberda ao técnico responsavel pela
formacao decidir se o utilizador estd apto para efetuar uma correta utilizacdo do equipamento
em causa. A lista atualizada dos utilizadores independentes encontra-se junto das técnicas da
UniMS (gabinete 4.01). A utilizacdo dos equipamentos pelos utilizadores independentes esta
sujeita a regras e as indicagdes especificas dos técnicos, sempre que estas sejam justificadas.

A formacdo serd individual ou em grupo, de acordo com as solicitacdes, necessidades
especificas e disponibilidade dos técnicos.

Marcacdes

Qualquer pessoa que esteja autorizada e pretenda usar o equipamento de forma
independente, deve proceder a marcacao da utilizacdo (ou solicitar a marcacdo por um dos
técnicos ou a DU), com a devida antecedéncia, no calendario adequado, conforme
disponibilizado em http://unims.itgb.unl.pt. A marcacdo sé se considera efetiva depois de um

dos técnicos da UniMS a confirmar.

5. Obrigac¢oes dos utilizadores e potenciais utilizadores

Na submissdo de projetos:

Todos os investigadores que pretendam incluir servicos de MS nos seus projetos devem
confirmar previamente com a DU a possibilidade de execu¢do dos servigos requeridos. Caso o
servico seja aceite, devem alocar nos seus projectos uma verba, na rubrica “aquisicGes e
servicos” para “aquisicdo de servicos de manutencdo e pecas dos espetrometros de massa” e
para “consumives para espetrometria de massa”.
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Na utilizacdo independente:

Todos os utilizadores independentes sdao obrigados a cumprir as regras e a preencher os
registos de utilizacdo conforme descrito para cada equipamento nos documentos que estdo
junto destes e acessiveis aos utilizadores.

Estes utilizadores tém acesso direto aos equipamentos, mediante supervisdo minima dos
técnicos UniMS e pagardo apenas a utilizacdo do equipamento (os reagentes especificos para
as analises serdo adquiridos pelos préprios). Em caso de danos dos equipamentos, os
utilizadores independentes serdo responsabilizados (financeiramente), caso se prove que os
danos resultaram da ma utilizacdo dos equipamentos ou de negligéncia e poderd ser-lhes
retirada a autorizacdo para utilizagdo independente.

Quando os trabalhos forem sujeitos a publicacdo:

Quando os resultados de servicos prestados pela UniMS forem incluidos em publicacdes, deve
ser prestado um agradecimento a Unidade na seccdo adequada com uma frase do tipo “MS
data provided/obtained by the UniMS — Mass Spectrometry Unit, ITQB/IBET, Oeiras, Portugal”.

Agradecimento a rede RNEM deve ser também prestado quando o equipamento LTQ for
usado.

6. Precos dos servicos actualmente disponibilizados e modos de
pagamento

A tabela abaixo apresenta os precos dos diversos servigos actualmente disponibilizados, por
tipo de andlise/equipamento e/ou por tempo de utilizacdo. Qualquer trabalho interno ou
externo ndo contemplado na tabela apresentada se¢do 6 estara sujeito a orgamento.

Os pagamentos podem ser efectuados das seguintes formas:

Quando_estiver contemplado em projetos: facultando a possibilidade dos técnicos UniMS

gerirem o valor atribuido as tarefas de espectrometria de massa no ambito do projeto.

Quando for um servico fora de projetos:

ITQB: pagamento interno a linha UniMS ITQB a partir de linhas ndo alocadas a projetos.

iBET: pagamento ao projeto 10. Este pagamento é possivel entre unidades infraestruturais do
iBET usando orgcamentos proéprios.
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€/hora

1 amostra

20

120

ESI moléculas pequenas* 15 20 30 -
Fragmentacgdo Adicional 10 15 20 -
ESI Proteinas 20 40 55 20

175

28"

>1 amostras

40

50

70

1 amostra 150° 160° 1857 B
Proteoma*

>8 amostras 115% 125° 150° -
Medig¢dao de massa intacta 50 60 70 -

1 amostra 80 20 100
Identlflcagao de proteinas >1 amostras 60 70 80 ;
a partir de gel

>50 amostras 50 50 50

Medig¢ao de massa intacta 20 30 50
1 amostra 40 45 50 .
28
Identificagdo de proteinas | >1 amostra 20 25 30
>50 amostras 10 10 10
nanolLC-spotter MALDI MS 70 70 110
(€/hora) 50°
nanolLC-spotter MALDI 5 2 2
MS/MS (€/hora) 100 100 150
Digestdo de proteinas em | 1amostra 20 25 35 -
gel >1 amostra 10 15 20 -
. ~ . Depende da
Dlgesfao de proteinas em quantidade 100 €/100 pg de proteina
solugdo B
de proteina
Procedimento de limpeza 5 10 15 -

IVA ndo incluido.

* Pregos podem variar dependendo da complexidade da amostra (prego base para gradiente 90 min); estes pregos aplicam-se para

amostras ja quantificadas.

' 0 prego foi estabelecido para pequenas moléculas, péptidos e proteinas. Inclui manutengio de equipamento, e amortizagdo. N3o

inclui desenvolvimento de metodologia, colunas HPLC, consumiveis e custos com pessoal UniMS.

2 0 preco foi estabelecido para pequenas moléculas, péptidos e proteinas. Os precos foram baseados noutros Nés da RNEM e
incluem consumiveis, colunas HPLC, custos com pessoal UniMS, custos de amortizagdo e manutengdo de equipamento. Ndo inclui
custos com desenvolvimento de metodologia.

3 . . 7 Lo . 7

O prego foi estabelecido para pequenas moléculas, péptidos e proteinas. Os pregos foram baseados noutros Nés da RNEM e
incluem consumiveis, e custos de amortizacdo e manutengdo de equipamento. Ndo inclui custos com pessoal UniMS, custos
associados a desenvolvimento de métodos e colunas HPLC.

4 . ~ . ~ . ~ . . . P
Inclui custos de manutengdo de amortizagdo do equipamento. Ndo inclui custos com pessoal UniMS nem com consumiveis.

> Preco analises SWATH sob orcamento.

DE LISBOA
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7. Gestao de equipamentos (manutengao e calibragao)

A gestdo global da calibracido e manutencdo dos equipamentos da UniMS é da
responsabilidade dos técnicos da UniMS.
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