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Apresentacao a colecao

Os cursos de férias no Instituto Oswaldo Cruz surgiram com o objetivo de oferecer aos
estudantes de graduagao a oportunidade de estudar emuma Instituicdo de Pesquisa de ex-
celéncia, abordando em profundidade temas incomuns a grade curricular da universidade.
Agregado a este objetivo principal, a formatacdo desse curso permitiria o transito e vivén-
ciados estudantes no ambiente cientifico dos diferentes laboratorios do 10C. Aléem disso, a
possibilidade de estimular os estudantes de pos-graduagao do [0OC a desenvolvem ativida-
des didaticas tedrico-praticas, preencheria também uma lacuna importante na formagao
dos mestres e doutores da nossa instituicao que ndo possui cursos de graduacao.

A ideia surgiu em 2007, e desde sua primeira edicdo, os cursos de férias do I0C versam
sobre temas relevantes da area de pesquisa em satide no Brasil. De 2007 a 2012, foram rea-
lizadas 11 edicdes dos Cursos de Férias, nas versdes verdo e inverno, tendo sido oferecidas
as mais variadas disciplinas, coordenadas por mais de 50 pesquisadores do |0OC, envolven-
do centenas de mestrandos e doutorandos e mais de 1.000 alunos oriundos de dezenas de
universidades de todo o pais.

Desde o inicio, um estimulo adicional aos professores do curso foi o desenvolvimento
de material didatico original para servir de apoio as aulas tedricas e praticas. O resultado
desse esforco coletivo se traduz nesta colecdo. Os textos foram desenvolvidos em lingua-
gemsimples e objetiva e contetdo inovador, abordando temas transversais em biociéncias.
Assim, desenvolvemos fasciculos para a formagao de jovens cientistas na vanguarda do co-
nhecimento em areas que apresentam hibridismo e multidisciplinaridades absolutamente
cruciais para o desenvolvimento cientifico e tecnolégico do pals.

Estamos convencidos de que este material permitira aos leitores acesso rapido e facil a
conteudos ndo abordados durante a graduagao, alem de possibilitar a integragao de ativi-
dades didaticas e o estimulo aredagdo cientifica entre pés-graduandos do 10C. Boa leitura.

Helene S. Barbosa
Milton O. Moraes
Rubem F. S. Menna-Barreto



Nota dos organizadores

O curso “Métodos Experimentais no Estudo de Proteinas” foi um dos primeiros cursos
de férias realizados no Instituto Oswaldo Cruz (I0C/Fiocruz), surgindo para suprir a carén-
cia de disciplinas didaticas na pds-graduagdo de uma instituicdo que ndo conta com cursos
de graduagdo. Achamos interessante oferecer um curso basico sobre técnicas utilizadas,
pretendendo em termos gerais, abordar desde medidas basicas de proteinas e ensaios de
atividade enzimatica ate a purificacao de proteinas e analise proteémica.

A concepgdo e realizacdo das trés edi¢des do curso, além de extremamente gratifican-
tes, mostraram-se um exercicio de compreensdo mutua e dialogo entre coordenadores
(pesquisadores do |0C), professores (alunos de pds-graduagdo do I0C) e alunos (graduan-
dos de diferentes institui¢des de ensino superior do pais). A primeira edicdo foi realizada
no verao de 2009 seguida por outra no inverno do mesmo ano, sendo a ultima no verao de
2010. Ao longo desses dois anos foi possivel acompanhar ndo s¢ a evolugdo das aulas ted-
ricas e praticas, mas também o ganho de desenvoltura e desenvolvimento conceitual dos
alunos de pos-graduagao envolvidos.

A proposta de aulas tedricas em sala seguidas de praticas em laboratorio, com experi-
mentos relacionados ao tema de cada aula, mostrou-se um grande desafio e propiciou aos
jovens professores a percepcao das dificuldades envolvidas no planejamento e na realiza-
¢ao deresultados padronizados com o objetivo de demonstrar cada técnica.

Apos trés edicOes, observamos que essa formula parecia esgotada, sendo o momento
de abrir espago para outros cursos com diferentes tematicas. Entretanto, a oportunidade
de apresentar novamente o curso, agora na forma impressa, propiciou aos alunos ndo s¢ a
experiéncia de sedimentar e organizar o conhecimento adquirido ao longo de sua realiza-
¢ao, mas tambem a chance de divulgar o conteudo do curso para um publico mais amplo.

Os capitulos gerados foram submetidos a revisdo por um corpo independente de pes-
quisadores, ao qual gostariamos de externar nossos efusivos agradecimentos por terem
dedicado seu precioso tempo para a corre¢do dos capitulos, assim como pelas inestima-
veis contribuicdes para o texto. Vale ressaltar que qualquer erro que eventualmente tenha
permanecido é de responsabilidade exclusiva dos autores e dos organizadores.

Finalmente, agradecemos ndo s6 ao Instituto Oswaldo Cruz, que como institui¢do propi-
ciou as condigdes para execugao das aulas, como também a todos os envolvidos, que pela
boa vontade, energia e inspiragdo transformaram o nosso curso em uma experiéncia Unica
e exemplar para todos os participantes.

Fernando A. Genta
Richard H. Valente
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INTRODUGAO A BIOQUIMICA DE PROTEINAS | Cap.1

1.INTRODUCAO A BIOQUIMICA DE PROTEINAS

1.1. Introducao

Uma das principais caracteristicas dos seres vivos € a capacidade de transformar a
materia; seja materia presente no meio externo, seja aquela acumulada no proprio orga-
nismo, fazendo parte da sua composicdo. Os fendmenos de transformacgdo da matéria
realizados pelos seres vivos ddo-se na maior parte dos casos por modifica¢Ges qualita-
tivas das moléculas (reagBes quimicas) catalizadas por enzimas. Desta forma podemos
dizer que os seres vivos sdo agentes de transformacdes quimicas, sendo responsaveis
no ecossistema terrestre por um grande numero de conversdes de materia e energia, as
quais permitem a vida em nosso planeta. Logo, a Bioquimica € a ciéncia que estuda as
reacoes quimicas produzidas diretamente ou indiretamente pelos seres vivos, que em
seu conjunto constituem os processos biologicos.

As proteinas sdo macromoléculas organicas que apresentam a capacidade de atuar
em conjunto com {ons ou outras moleculas organicas, sendo responsaveis por inumeros
fendmenos observados nos seres vivos e, por conseguinte, tém um papel de destaque
dentro dos processos biologicos. Desta forma, iremos abordar algumas metodologias
bioquimicas classicas utilizadas para estudar e analisar proteinas. Inicialmente, iremos
rever alguns conceitos importantes.

1.2. Aminoacidos

Dentre os inumeros aminoacidos presentes na natureza, apenas 22 sdo considerados
proteinogénicos. Os aminoacidos proteinogénicos sdo aqueles que podem ser encontra-
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dos como constituintes de proteinas e que tenham sido incorporados a molécula protei-
ca pelo maquinario celular em funcdo da existéncia de codon especificado no RNA men-
sageiro. Logo, aminoacidos gerados pela modificacao pos-traducional da molécula pro-
téicando sao considerados proteinogénicos. Dentre os 22 aminoacidos proteinogénicos,
selenocisteina e pirrolisina ocorrem apenas em procariotos, apresentam mecanismo de
incorporacdo a molécula protéica especificos e sao pouco abundantes. Por isso, ndo se-
rdo abordados neste texto. Aminoacidos proteinogénicos sdo moléculas organicas tam-
bém conhecidas como aminoacidos do tipo alfa. Neste tipo de molécula, o carbono alfa
esta ligado aum grupamento amino (-NH,), um grupamento de acido carboxilico (-COOH),
uma cadeia lateral variada e um hidrogénio. As cadeias laterais variam de acordo com
suas estruturas, tamanho e carga elétrica, fatores que irdo influenciar na solubilidade
dos aminoacidos em agua.

Em todos os aminoacidos, exceto glicina, o carbono alfa é assimétrico (quiral ou oti-
camente ativo), ou seja, apresenta um arranjo tetraédrico com quatro grupos substituin-
tes diferentes que podem ocupar disposicoes espaciais distintas, as quais sao entre si
imagens especulares ndo superponiveis (estereoisémeros). Esta caracteristica faz com
que moléculas que contenham centros quirais tenham atividade 6tica, ou seja, a proprie-
dade de desviar a luz plano-polarizada, sendo a dire¢ao desta rotacao diferente para as
duas formas. A classificacdo e nomenclatura dos estereoisémeros foram baseadas em
um composto de referéncia, o gliceraldeido, através de analises por difracao de raios-X.
Desta forma, as configuragdes relacionadas aquelas do L-gliceraldeido e do D-gliceral-
deido sdo designadas pela letra L e D, respectivamente (do latim laevus que significa
esquerda e dexter que significa direita). Assim, os dois estereoisémeros dos aminoa-
cidos sdo designados por L e D aminoacidos (Figura 1.1) em funcdo da sua semelhanca
com o padrdo gliceraldeido. Os aminoacidos que comp8em as proteinas sdo sempre
L-estereoisémeros.

L- Estereocisomero D - Esterecisomero

m Representacdo esquemdtica de L e D isdmeros de aminoacidos.

SERIE EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR
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1.2.1. Classificacao

1.2.1.1. Essenciais e nao essenciais

Essenciais, ou indispensaveis, sdo os aminoacidos que o organismo huma-
no ndo tem a capacidade de sintetizar. Assim, estes devem ser obrigatoria-
mente ingeridos atraves de alimentos. Logo, a alimentacao deve ser a mais
variada possivel para que o organismo obtenha uma diversidade maior destes
aminoacidos. A carne, o leite e 0 ovo sdo as principais fontes destes aminoaci-
dos. Por outro lado, aminoacidos ndo-essenciais, ou dispensaveis, sdo 0s que
nosso organismo pode sintetizar.

Aminoacidos

Arginina Alanina
Histidina Aspargina
Isoleucina Acido Aspartico
Leucina Cisteilna
Lisina Acido Glutamico
Metionina Glutamina
Fenilalanina Glicina
Treonina Prolina
Triptofano Serina
Valina Tirosina

IELEERRE Os vinte aminoacidos proteinogénicos mais conhecidos.

1.2.1.2. Cadeia lateral

Os aminoacidos podem ser classificados de acordo com suas cadeias late-
rais (Figura1.2), onde podemos ressaltar principalmente dois critérios de clas-
sificacdo: polaridade e carga destas cadeias. Essas propriedades quimicas
isoladas das cadeias laterais persistem mesmo apos a insercdo de residuos
de aminoacidos na cadeia proteéica e desta forma o conjunto destes aminoaci-
dos conferira caracteristicas peculiares a cada proteina.

1.2.1.2.1. Aminoacidos com cadeias laterais apolares e alifaticas

As cadeias laterais desta classe sdo hidrocarbonetos (compostos de
carbono e hidrogénio) sendo caracterizadas como grupamentos quimi-

SERIE EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR [ 1l
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cos hidrofébicos apolares. Os aminoacidos pertencentes a este grupo
sdo: glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina e prolina.

1.2.1.2.2. Aminoacidos com cadeias laterais aromaticas

A fenilalanina, o triptofano e a tirosina constituem este grupo. Eles sdo
relativamente apolares e apresentam anéis aromaticos em sua estrutura. O
triptofano e a tirosina sdo capazes de absorver luz na regido ultravioleta do
espectro, fato esse que € responsavel pela absorvancia da luz, por proteinas
contendo estes aminoacidos, no comprimento de onda de 280 nm.

1.2.1.2.3. Aminoacidos com cadeias laterais polares ndo carrega-
das

As cadeias laterais deste grupo sdo hidrofilicas, ou seja, interagem bem
com a agua, por apresentarem grupos funcionais que formam ligacdes de hi-
drogénio com a agua. Sao constituintes deste grupo: serina, treonina, cistel-
na, metionina, asparagina e glutamina. A ciste{na contém um grupo sulfidrila
(-SH) capaz de formar ligacBes dissulfeto, as quais sdo importantes para a
manutencdo da estrutura tridimensional de algumas proteinas.

1.2.1.2.4. Aminoacidos com cadeias laterais carregadas negativa-
mente (acidos)

Em pH neutro, as cadeias laterais desses aminoacidos encontram-se
completamente ionizadas, contendo um grupo carboxilato carregado

negativamente. S3o constituintes deste grupo: acido aspartico e acido
glutamico.

1.2.1.2.5. Aminoacidos com cadeias laterais carregadas positiva-
mente (bésicos)

Os aminoacidos deste grupo apresentam suas cadeias laterais com
carga positiva quando em pH acidos. Sdo constituintes deste grupo: his-
tidina, lisina e arginina.

1.2.2. Outras fun¢des dos aminoacidos

Os aminoacidos ndo atuam somente como unidades estruturais para a

formacao das proteinas, mas também desempenham diversas func¢des. Sao
precursores de uma serie de substancias biologicamente importantes como

SERIE EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR
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Cadeias laterais apolares e alifaticas

Cadeias laterais aromaticas

e

Glutamina
(GIn, Q)

+ H 6
H:N—J,‘—Ci

H—C—CHj
OH

Treonina
(Thr, T)

H o
wld,
H.

OH

Serina
(Ser, S)

H 0
+
<,

Hz
—NH,
g

Asparagina

(Asn, N)

H | < H d
+
H:,N—é—c<\ t\ H:N_+_C/\o " - W o
Pli © \ /: " CHj " N—{ c< n,u—J: < " u—+—<
3! . — el
0
Glicina Prolina Alanina Ha ? ?M’ H
(Gly, G) (Pro, P) (Ala, A) — /
R " | I ____NH
H =
+ | / . MC\ _ch
i T L s-a“
N,N—!l—c/ c\ CIH,
g
/CH\ H;C/ S Fenilalanina Tirosina Triptofano
H,C™  CHy HsC CHy (Phe, F) (Tyr, Y) (Trp, W)
Hye”
Isoleucina Valina Leucina
(lle, 1) (Val, V) (Leu, L)
Cadeias laterais carregadas positivamente Cadeias laterais carregadas
(hasicos) negativamente (acidos)
+ f 6 H 0- H 0- . H /0- . H /0-
+ +
H’N_%_<\o N,N—%—é HgN—é—l<\ HsN_LI =N HzN—il—C-§
H, o (s] (o]
? : Ha Hz Ha
*Hy Y"’ »
NH CH H LN\ T z
N T 2 H,N—c—cn, W c\ /C G o
N —C—N—H /,C\
00
Arginina Lisina Histidina
(A?g, R) (Lys, K) (His, H) A(/S\F;'agﬁgg G('E’;ﬁmg)to
Cadeias laterais polares ndo caregadas
Y 5 H o Hooo

+ +
H;N—%—ci\o HQNA%—CQ
()

7 "
TH’ IH

CHy
Metionina Cisteina
(Met; M) (Cys, C)

MEstrutura molecular de 20 aminoacidos proteinogénicos. Entre parénteses estdo
apresentadas as abreviaturas (de trés letras e de uma letra) dos nomes de cada um
dos aminoacidos.
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hormonios, alcaldides e pigmentos. Dentre outras fungdes, a glicina, por ser
um aminoacido altamente hidrofilico, é frequentemente adicionada a outras
moléculas para torna-las mais soluveis, de modo que possam ser, por exem-
plo, excretadas pela urina.

1.3. Proteinas

14

Proteilnas sdo as macromoléculas mais abundantes presentes em todos os siste-
mas vivos. Elas representam cerca de 50 a 80% do peso seco das células. As proteinas
sao compostas por uma combinacdo de ate 22 aminoacidos e apresentam uma grande
variedade estrutural devido ao numero expressivo de possibilidades de sequéncias de
aminoacidos. Em teoria, um decapeptideo (peptideo composto por 10 aminoacidos)
poderia apresentar 2,2x10" (220 trilhdes) de sequéncias (arranjos) diferentes com o
mesmo numero de res{duos de aminoacidos na molécula.

Mas como os aminoacidos sdo capazes de formar prote{nas? Os aminoacidos apre-
sentam a capacidade de formar ligagdes covalentes entre os grupos amino (NH,) de um
aminoacido e carboxilico (COOH) de outro, reacdo que é catalisada por um conjunto de
enzimas, formando as chamadas ligacdes peptidicas. Assim, eles originam cadeias poli-
peptidicas que ao atingirem uma certa extensao (cerca de 50 residuos) recebem o nome
de proteina.

1.3.1. FuncGes

Por apresentarem uma grande variedade estrutural, as proteinas desem-
penham uma série de fun¢des biologicas e podem ser agrupadas de acordo
com essas fungdes.

1.3.1.1. Proteinas Estruturais

Participam da estruturacao dos tecidos servindo como filamentos de
suporte, cabos ou l@minas para fornecer protecdo e resisténcia a estru-
turas biologicas. Podemos citar como exemplo o colageno que é uma pro-
telna altamente resistente a tensdes que esta presente em cartilagens e
tenddes e proteinas do citoesqueleto, tais como actina e tubulina.

1.3.1.2. Enzimas

E um grupo altamente variado e especializado de proteinas que exibe
atividade catalitica. Dentre as proteinas com fun¢des enzimaticas pode-
mos citar, entre outras, quinases, amilases, lipases e isomerases.

SERIE EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR
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1.3.1.3. Proteinas Transportadoras

Estas proteinas atuam no transporte eficiente de muitas moléculas,
tais como: {ons, acucares, aminoacidos, nucleotideos e metabalitos. Es-
tdo presentes nas membranas da célula, no espaco intracelular e tambem
no plasma sanguineo. Um exemplo de proteina transportadora é a hemo-
globina dos eritrécitos, que é responsével pelo transporte de O, (oxigé-
nio) dos alvéolos pulmonares para os tecidos e CO, (diéxido de carbono)
dos tecidos para os pulmdes, no fenémeno denominado de respiracdo
aerobica.

1.3.1.4. Proteinas reguladoras

Estas tém participacdo na regulagdo da atividade celular ou fisiolo-
gica. Entre elas estdo presentes muitos hormonios protéicos, que sao
sintetizados por glandulas endocrinas. Ao serem liberados na corrente
sanguinea, podem estimular ou inibir vias metabolicas regulando, desta
forma, processos celulares. Podemos citar como exemplo a insulina e o
glucagon.

E interessante como um grupo de apenas 20 aminoacidos pode origi-
nar uma variedade tdo grande de proteinas com propriedades e fun¢des
tdo diferentes. Vale a pena ressaltar que a mudanca de um Unico amino-
acido na cadeia primaria pode desorganizar completamente a estrutura
da proteina fazendo com que esta perca sua fungao.

1.3.2. Classificacao

1.3.2.1. Composicao

Muitas proteinas sao constituidas apenas por uma cadeia de aminoa-
cidos, ndo apresentando nenhum outro grupo quimico. Estas sdo conside-
radas proteinas simples. Entretanto, existem outras proteinas que além
dos aminoacidos apresentam outros componentes quimicos e sdo cha-
madas de proteinas conjugadas. A parte ndo aminoacidica de uma prote-
{na conjugada é chamada de grupo prostético. As proteinas conjugadas
sdo classificadas de acordo com a natureza de seus grupos prostéticos,
onde lipoproteinas contém lipideos, glicoproteinas contém moleculas
de aglicar e metaloproteinas contém um metal especifico. Normalmente
este grupo prosteético ira desempenhar um papel importante na fungdo
da proteina.
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1.3.2.2. Forma

* Proteinas globulares

A cadeia polipeptidica enovela-se de maneira compacta, resultando
em uma molécula esférica e globular; sdo geralmente solUveis em agua
e desempenham diversas fungdes. Ex: enzimas, albumina, globulinas, he-
moglobina.

* Proteinas fibrosas

A cadeia polipeptidica € arranjada em forma de longos corddes ou em
forma de folhas; sdo geralmente insoltveis em agua. Ex: actina, tubulina,
colageno e a-queratina.

1.3.3. Niveis de organizacdo estrutural das proteinas

Muitas conformacdes diferentes sdo possiveis para uma macromolé-
cula como no caso de proteinas. Entretanto, poucas destas conformacgdes
possuem atividade biolégica; que sdo chamadas conformacdes nativas.
Conceitualmente, a estrutura das proteinas pode ser dividida em quatro
diferentes niveis de organizacao: primario, secundario, terciario e quater-
nario (Figura1.3).

Estrutura
primaria

_lb

Estrutura Estrutura Estrutura
secundaria terciaria quaternaria

Jeebc

Representagdo dos quatro niveis de organizacdo estrutural das proteinas.

SERIE EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR




INTRODUCAO A BIOQUIMICA DE PROTEINAS

Estrutura primdria - A sequéncia linear dos aminoacidos unidos por ligagdes pepti-
dicas determina a estrutura primaria das proteinas. Esta estruturaresultaemuma longa
cadeia de aminodcidos, com uma extremidade amino terminal (NH,) e uma extremidade
carboxi terminal (COOH). Sua estrutura primaria pode ser desfeita através de hidrélise
quimica ou enzimatica das ligacOes peptidicas, gerando peptideos ou aminoacidos li-
vres. Esta sequéncia primaria contém toda a informacdo necessaria para que a proteina
se enovele alcangando sua conformacdo nativa.

Estrutura secunddria - Refere-se ao dobramento regular de regides da cadeia po-
lipeptidica. Os dois tipos mais comuns de estrutura secundaria sdo: alfa-hélice e folha
beta-pregueada (Figura 1.4). As estruturas em alfa-hélice apresentam-se em aspecto
cilindrico com arranjo helicoidal dos aminoacidos, que ¢ mantido pelas ligagcdes de hidro-
génio paralelas ao eixo dahélice. Nas estruturas emfolha beta-pregueada, as ligagdes de
hidrogénio formam-se entre as regides adjacentes do polipeptideo que estdo namesma
direcdo (paralelas) ou em dire¢Ges opostas (antiparalelas).

B

Representagdo esquematica de estruturas secundarias. (A) alfa-hélice e (B) folha
beta-pregueada.

Estrutura tercidria - Refere-se ao arranjo tridimensional de todos os aminoacidos
da cadeia polipeptidica. A conformacdo nativa € mantida pelas multiplas interagdes ndo
covalentes que se formam entre os residuos ou grupamentos prostéticos da proteina. A
proteina precisa ainda estabelecer uma série de ligacdes ndo-covalentes entre diferen-
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tes porcdes da cadeia polipeptidica. Em alguns casos, ainda é necessaria a formacdo de
ligacOes covalentes do tipo dissulfeto. As ligacdes dissulfeto (covalentes) entre residu-
os de cisteina sdo incluidas na estrutura terciaria.

Estrutura quaterndria - Refere-se ao arranjo espacial entre duas ou mais cadeias
polipeptidicas com estruturas terciarias definidas. A natureza da interagao entre as di-
ferentes cadeias é do tipo ndo-covalente gerando desde um dimero (duas cadeias) até
um oligbmero (mais de duas cadeias). Cada unidade de uma estrutura quaternaria ¢ de-
nominada de subunidade. Oligémeros podem ser do tipo homo oligbmeros (subunidades
com mesma estrutura primaria) ou hetero oligbmeros (diferentes estruturas primarias).

1.3.4. Forcas envolvidas no enovelamento de proteinas

Conforme mencionado anteriormente, a estrutura primaria de uma pro-
telna, que é a ordem dos aminoacidos na cadeia polipeptidica, depende da
formacdo de ligagBes covalentes (ligaces peptidicas). Entretanto, as demais
estruturas (secundaria e terciaria), cujos niveis de organizacdo sdo mais com-
plexos, dependem de interacdes fracas, do tipo ndo-covalentes, que ocorrem
em maior numero. Estas interacdes fracas irdo contribuir para que as prote-
(nas adotem uma conformagdo mais estavel com um nivel menor de energia
livre e assim atinjam sua conformacdo nativa funcional.

Neste ponto devemos levar em consideragao as caracteristicas das cadeias
laterais de cada aminoacido. Entretanto, quando os aminoacidos estdo com-
pondo uma cadeia polipeptidica, ndo podemos considera-los como moléculas
independentes como fazemos quando estes estdo isolados, uma vez que eles
influenciam e sofrem influéncia dos outros aminoacidos que compdem a molé-
cula. Em seguida iremos discutir algumas das intera¢des que sao importantes
no enovelamento e manutengao da estrutura tridimensional das proteinas.

Aminoacidos que apresentam cadeias laterais apolares tendem a se agru-
par no centro da estrutura, como resultado de intera¢ées hidrofdbicas evitan-
do desta forma o contato com a agua. As ligacdes de hidrogénio sdo obser-
vadas entre grupos polares e tém uma grande importancia na arquitetura da
estrutura secundaria (interacdo entre carbonilas e aminas da cadeia polipeti-
dica) e terciaria (interacdo entre cadeias laterais). Outra interacdo importante
observada entre os aminoacidos sdo as atracdes eletroestaticas, que se dao
através de cadeias laterais polares carregadas (por exemplo, pontes salinas,
interagBes {on-dipolo) ou mesmo entre cadeias laterais neutras (interacdes
de Van der Waals).
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Como resultado desse enovelamento os residuos que estdo proximos e
interagindo entre si na estrutura terciaria, podem estar muito distantes fi-
sicamente na estrutura primaria. Além disso, é importante ressaltar que a
conformacao nativa de uma proteina pode ser alterada devido a variacao das
condicBes as quais esta proteina esta submetida. Isto se deve a perturbagGes
nas interagdes ndo-covalentes que estabilizam uma determinada estrutura.

1.4. Métodos de quantificacdo de proteinas

Agora que fizemos uma pequena revisdo sobre as principais caracteristicas dos ami-
noacidos e das proteinas iremos abordar as principais metodologias utilizadas para
quantificagdo de proteinas. A quantificagcdo de proteinas € um método empregado em
analises clinicas, nutricdo animal, ciéncia de alimentos, bioquimica de proteinas, entre
outros. Na quimica de proteinas, a quantificacao é um passo fundamental para o acom-
panhamento do processo de purificacdo, bem como auxilia as analises fisico-quimicas
posteriores das proteinas purificadas. O padrao-ouro em quantificacao de proteinas é
estabelecido pela técnica de analise de aminoacidos. Entretanto, esta técnica é muito
laboriosa e custosa para uso rotineiro. Por isso, os métodos espectrofotométricos utili-
zando comprimentos de onda na regido do ultravioleta ou do visivel sdo mais utilizados
(métodos colorimétricos ou colorimetria).

A colorimetria € uma técnica analitica que avalia a capacidade dos solutos absorve-
rem a luz em comprimentos de onda especificos. A medida da luz absorvida permite in-
ferir sobre a concentracdo de soluto em uma determinada solu¢ao ou material biologico.
Este método é conhecido também por fotometria ou espectrofotometria. Ele é indicado
para se determinar a concentragao de solutos naturalmente corados como tambem de
solutos incolores, mas adquirem cor mediante o emprego ajustado de certo reativo. As-
sim, concentracdes das solu¢es podem ser determinadas avaliando-se a absor¢do em
um comprimento de onda apropriado. O aparelho utilizado € o espectrofotémetro, cujo
esquema geral pode ser visto na Figura 1.5. No espectrofotémetro, os raios luminosos
emitidos por uma fonte de luz sdo linearizados em um colimador que é capaz de emitir
um feixe linear para o0 monocromador. O monocromador permite selecionar o compri-
mento de onda que incide sobre a solu¢do, usando-se um seletor de comprimento de
onda (prisma). O comprimento de onda emitido pelo prisma apresenta maior poder de
resolucdo na cubeta, permitindo analises tanto na regido do visivel quanto do ultravio-
leta. Em alguns aparelhos (fotocolorimetros), um filtro ético deixa passar apenas certas
faixas de comprimento de onda, sendo de uso limitado ao espectro da luz visivel.
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Aanalise quantitativa é feita tendo como base a leide Lambert-Beer. A leide Lambert
estabelece que a diminuicdo da intensidade de um feixe de luz monocromatica, em fun-
¢ao daespessuradomeio absorvente atravessado, é proporcional a intensidade do feixe
incidente, ou seja: a quantidade de luz diminui em progressdo geométrica (exponencial) e
ndo aritmética. Adicionalmente, a lei de Beer estabelece que a energia deste feixe lumi-
noso decresce de maneira exponencial quando aumenta a concentracao do soluto pre-
sente no meio absorvente.

Colimador

l
|

Galvanémetro

Fonte de Luz

il N

A—1 _§

Cubeta Célula foto

risma P
(prisma) Elétrica

Seletor de A,

m Esquema de um espectrofotémetro.

A seguir abordaremos alguns dos métodos colorimétricos mais comumente utiliza-

dos para quantificacdo de proteinas.

1.4.1. Método do biureto (Sensibilidade - 0,5 a 10 mg por mL)

O biureto ¢ um composto formado pelo aquecimento da uréia a 180°C.
Quando ele é colocado na presenca de uma solugdo de sulfato de cobre em
meio alcalino forma-se um composto de cor azul. A cor é devida a formagao
de um complexo entre o {on cUprico e os quatro atomos adjacentes de nitro-
génio. Este tipo de reagdo também acontece com peptideos que contenham
no minimo duas ligagdes peptidicas e com proteinas em geral. Substancias
que contenham duas carbonilas ligadas diretamente ou por meio de um ato-
mo de nitrogénio também apresentam coloracdo azulada frente a solucao
alcalina de sulfato de cobre. O produto corado da reagdo apresenta absor-

¢do maxima a 540 nm.
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1.4.2. Método de Folin-Lowry (Sensibilidade - 0,1a 0,3 mg por mL)

Em condicdes alcalinas o {on de cobre divalente € capaz de formar um com-
plexo com as ligagGes peptidicas, sendo reduzido ao {on monovalente (reagdo
do biureto). O {on de cobre monovalente conjuntamente as cadeias laterais de
alguns aminoécidos da proteina (tirosina, triptofano, cisteina, asparagina e his-
tidina) levam a redugdo dos componentes acidos presentes no reagente de Fo-
lin amplificando a coloragdo primeiramente obtida pela reagdo do biureto. Nes-
te método a absor¢cdo maxima ocorre de 650 a750 nm de comprimento de onda.

1.4.3. Método de BCA (Sensibilidade - 0,1a 0,5 mg por mL)

Este método também é conhecido como método do acido bicinchoninico.
Este procedimento é muito aplicado para analises em microplacas e é usado
para os mesmos objetivos do método de Lowry. Diferentemente do método de
Folin-Lowry, o reagente colorimétrico (acido bicinchoninico) € mais estavel em
condices alcalinas. O BCA segue o principio do reagente de Folin no ensaio de
Folin-Lowry, ou seja, reage com os complexos entre os {ons cobre e o peptideo
para produzir um produto de cor roxa que absorve fortemente a 562 nm. Uma
vantagem do BCA é que como o reagente é estavel em condicdes alcalinas, ele
pode ser incluido na solucdo de cobre para permitir um procedimento de uma
Unica etapa, tornando a técnica mais rapida do que a de Folin-Lowry.

1.4.4. Método de Bradford (Sensibilidade - 0,06 a 0,3 mg por mL)

O método de Bradford (de Coomassie) e o de Folin-Lowry sdo os méto-
dos colorimétricos com maior {ndice de citacdo da literatura. Quando em pH
acido, o corante anidnico Coomassie Blue forma complexo com proteinas
que contenham aminoacidos basicos e/ou aromaticos. A interagdo entre a
proteina e o corante acarreta na alteragdo do comprimento de onda de ab-
sor¢do maxima do corante (465 nm - corante livre) para 595 nm (corante
complexado a proteina).

A sensibilidade necesséria (dependente da concentracdo protéica);
A presenca/auséncia de determinados aminoacidos, em virtude do mecanismo de

funcionamento do método a ser escolhido, ou seja, a especificidade do método;
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2. ENZIMOLOGIA: ENSAIOS ENZIMATICOS

2.1. Introducao

Para que a vida se perpetue, os organismos devem ser capazes de sintetizar mole-
culas responsaveis pelos processos bioquimicos celulares. Neste contexto, todas as re-
acOes metabdlicas realizadas em uma célula devem ocorrer em uma velocidade Util as
condigdes fisiologicas. O processo de aumento das velocidades das reagdes quimicas
(catélise) em um organismo ocorre majoritariamente por meio de proteinas especifi-
cas, denominadas enzimas. As enzimas sao responsaveis por quase todos os processos
metabolicos celulares, sendo assim, elas podem ser consideradas a centelha motora da
vida, conforme veremos a seguir.

2.2. Enzimas

As enzimas foram descobertas no século XIX por uma série de pesquisadores, in-
cluindo Pasteur. Este, ao observar a fermentacdo do acicar em alcool pelas leveduras,
concluiu que tal fendmeno era catalisado por “fermentos” (as enzimas), que seriam inse-
paraveis da estrutura das células vivas do levedo ( “en” = dentro; “zima"= levedura, logo,
“enzima"= dentro da levedura).

As enzimas estdo presentes nos tecidos e ¢rgdos dos mais variados seres vivos, des-
devirus até eucariotos superiores como o homem, onde participam de diversos mecanis-
mos bioldgicos. Sdo consideradas as unidades funcionais do metabolismo celular, pois
sdo especializadas na catalise de reacdes biologicas. Praticamente todas as reagdes que
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caracterizam o metabolismo celular sdo catalisadas por enzimas. Como catalisadores
celulares extremamente poderosos, as enzimas aceleram a velocidade de uma reacdo,
sem, no entanto, participar dela como reagente ou produto.

O estudo das enzimas tem uma grande importancia pratica e clinica. Em algumas doen-
cas, mais especificamente nas desordens genéticas herdadas, pode ocorrer a deficiéncia
ou mesmo a auséncia total de uma ou mais enzimas. Dentre doencas e erros metabadlicos
conhecidos que sdo conseqiiéncia de uma deficiéncia enzimatica temos como exemplos
o albinismo oculocutaneo, a galactosemia e a fenilcetondria. Outras condigdes anormais
também podem ser causadas pela excessiva atividade de uma enzima, e muitas drogas
exercem seu efeito bioldgico por meio de interagdes com as mesmas. Enzimas sdo tam-
bém, muitas vezes, alvo para o desenvolvimento de farmacos contra agentes infecciosos:
virus, fungos, bactérias ou protozoarios. Um exemplo particularmente notavel sdo as pro-
teases do HIV, as quais sdo inibidas por diferentes drogas com efeito retroviral.

As enzimas tornaram-se importantes ferramentas praticas ndo apenas na medicina,
mas também na industria quimica (industria do alcool, detergentes, téxtil, papel e ce-
lulose, curtumes e cosméticos), no processamento de alimentos (producdo de bebidas
alcoolicas, panificagdo, amido e aclicares) e no tratamento de efluentes e residuos in-
dustriais.

As enzimas sdo catalisadores de sistemas bioldgicos responsaveis por transfor-
magdes quimicas moleculares, podendo aumentar a velocidade de uma reagdo em
até 10" vezes (12 ordens de grandeza) em relagdo a reacdo ndo-catalisada. Para que
haja uma reagdo enzimatica, dois fatores devem estar intimamente ligados: ativida-
de catalitica e especificidade. Enzimas sao altamente especificas em sua atividade
e geralmente catalisam uma Unica reagao quimica ou um conjunto de reacdes rela-
cionadas entre si.

Além disso, essas notaveis proteinas com atividade catalitica possuem também es-
pecificidade na escolha das moléculas que serdo transformadas quimicamente (subs-
trato). Esta especificidade enzimatica, por sua vez, da-se por meio da interagao fisico-
-quimica entre enzima e substrato.

Emumareacdo bioquimica, o substrato liga-se a enzima, em geral, atraves de ligagoes
nao-covalentes em certaregido contendo uma fenda ou bolso na superficie dessa prote-
(na. Esta regido é denominada sitio-ativo. Geralmente, as cadeias laterais dos residuos
de aminoacidos presentes no sitio-ativo sao responsaveis pela ligagao ao substrato ou
pela catdlise dareagdo (grupos cataliticos).

Para explicar o processo de ligagao enzima-substrato, dois modelos sdo propostos:
modelo chave-fechadura, proposto por Emil Fischer (1894) e o modelo do encaixe induzi-
do, proposto por Daniel Koshland (1958).
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O primeiro modelo propde a alta similaridade entre enzima e substrato, onde o subs-
trato possui a forma complementar ao sitio catalitico da enzima (Figura 2.1), como uma
chave na fechadura ou uma peca de quebra-cabeca. Atualmente, este modelo de ligacdo
vem sendo substituido pelo segundo modelo ja que a hipdtese chave-fechadura ndo leva
em consideracdo a flexibilidade da estrutura tridimensional da proteina.

a N

/
Modelo chave-fechadura mostrando a complementaridade enzima-substrato e os
SlthS de ligagdo (1) e sitio catalitico da enzima (2).

Por sua vez, o modelo do encaixe induzido assume que o sitio de ligagao da enzima pos-
sui sua estrutura tridimensional ndo complementar ao substrato (Figura 2.2). Somente no
momento de ligagdo do substrato ocorre a indugdo de uma mudanca conformacional na
enzima permitindo o direcionamento do substrato aos grupos cataliticos da mesma.

Apds a formacao do complexo enzima-substrato, ocorre a quebra de ligacdes ou a
formacdo de novas ligagdes quimicas que culminardo na transformacao do substrato em
produto. Apds a catalise, o produto é liberado pela enzima e essa, que pode dar inicio a
outro ciclo de catalise.

-

~

J
m Modelo do encaixe induzido mostrando os sitios de ligagdo (1) e a mudanca

conformacional no sitio catalitico da enzima (2) antes da ligagdo com o substrato
(esquerda) e apds a ligacdo (direita).
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2.3. Nomenclatura enzimatica

Em geral, enzimas sdo nomeadas levando em consideragdo o tipo de substrato em
que atuam ou a palavra que descreve a sua atividade somada ao sufixo “ase” Como exem-
plo, podemos destacar a agdo da amilase sobre o amido ou a DNA polimerase sobre a
polimerizacdo de nucleotideos. Entretanto, algumas enzimas possuem nomes que ndo
estdo diretamente ligados ao nome de seu substrato ou acdo, como por exemplo, a liso-
zima (responsavel pela hidrélise de carboidratos presentes na parede bacteriana).

Para solucionar tal problema, a Unido Internacional de Bioquimica adotou a partir do
ano de 1964 uma convencao internacional de classificagdo das enzimas, dividindo-as em
seis grandes classes, onde cada classe engloba subclasses. Este sistema de identifica-
cdo leva em consideracdo o tipo de reacdo que é catalisada pela enzima (Tabela 2.1).

Classe Reacdo Catalisada Exemplo

Transferéncia de elétrons

Oxidorredutases (oxidagdo oureducao)

Lactato desidrogenase

Transferases Transferéncia de grupos nucleosideo | Monofosfato quinase

Hidrolases Hidrolise Amilase

Adicdo de grupos as duplas liga¢Ges ou
Liases formacgao de duplas ligagdes formadas Fumarase
pelaremocao de grupos

Transferéncia de grupos dentro da Triose fosfato
Isomerases . A .
mesma molécula para formar isémeros isomerase
Lipases Formacdo de ligagdes obtidas pela Aminoacil-tRNA
& quebra do adenosil trifosfato (ATP) sintetase

IE- L EP AR Classes Enzimaticas

Ainda como estipulado no sistema universal de nomenclatura enzimatica, cada enzi-
ma deve ter um numero classificatorio contendo quatro digitos e um nome sistematico
formal da enzima que catalisa a reagdo. Por exemplo, a protease do HIV-1 é identificada
segundo seu numero na Comissao de Enzimas como E.C 3.4.23.16, onde o primeiro digito
refere-se ao nome da classe (tipo de reacdo catalisada); o segundo digito a subclasse (li-
gacdo ou grupo quimica sobre o qual atua); o terceiro digito a sub-subclasse (mecanismo
utilizado) e o quarto digito significa o niimero serial (designado sequencialmente confor-
me as enzimas sdo identificadas e descritas). Assim sendo, a classificacdo da protease
do HIV-1 por etapas seria feita assim:
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EC3-Hidrolase;
EC3.4 - Hidrolase, protease;
EC3.4.23-Hidrolase, protease, endopeptidase do tipo aspartico;

EC3.4.23.16 - Hidrolase, protease, endopeptidase do tipo aspartico, décima sexta enzima
deste tipo a ser identificada e descrita.

2.4. Cofatores

A atividade catalitica de inumeras enzimas depende de moléculas menores, ndo pro-
téicas, denominadas cofatores. Assim sendo, estas pequenas moléculas ligam-se a enzi-
ma durante a atividade catalitica e sdo liberadas para serem utilizadas em reacdes futu-
ras. Algumas moléculas podem ainda ligar-se muito fortemente a enzima fazendo parte
da sua estrutura. Neste caso, denominamos tais moléculas como grupos prosteticos.

De acordo com os cofatores conhecidos, podemos agrupar essas moléculas em duas
classes: a dos {ons metalicos e a das coenzimas (compostos organicos, sendo geralmen-
te vitaminas) (Tabela 2.2).

Tipos de Cofatores

fons Metalicos Coenzimas
Zn Biotina
Mg Coenzima A
Ni Coenzima de flavinas
Mo Acido lipdico
Mn Pirofosfato Tiamina
K Coenzima de nicotinamida adenina

| EP M Cofatores envolvidos na atividade catalitica.

De acordo com o seu estado de ligagdo com os cofatores ou coenzimas, as enzimas
podem ser nomeadas como: apoenzimas e holoenzimas.

Dizemos que uma enzima € uma apoenzima quando ela ndo esta ligada ao seu co-
fator. Entretanto, quando a enzima encontra-se ligada ao seu cofator, & denominada
holoenzima.

Apoenzima + cofator = holoenzima
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2.5. Reacdo enzimatica

Uma reagdo enzimatica simples pode ser representada pela seguinte seqiiéncia de
reacoes quimicas:

E+S  ES _ EP __ E+P

ondeE, S ePsignificam:Enzima, Substrato e Produto, respectivamente; ES e EP sdo os complexos
enzima-substrato e enzima-produto.

Para entendermos os aspectos cinéticos de uma reacao enzimatica, é preciso ter em
mente a diferenca entre velocidade de reacdo e equilibrio de reacao. Assim sendo, € im-
portante ressaltar que as enzimas aumentam a velocidade de reagdo mas ndo alteram o
equilibrio da mesma.

Para compreender os aspectos necessarios para o inicio de umareagdo enzimatica, &
importante considerar tanto a diferenca na energia livre entre os produtos (estado final)
e os reagentes (estado inicial) como a quantidade de energia necessaria para transfor-
mar o reagente em produto (energia de ativagao).

Graficamente, conseguimos visualizar esses conceitos utilizando o diagrama das co-
ordenadas (Figura 2.3). Este diagrama descreve as mudancas de energia ocorridas du-
rante uma reacdo quimica, onde o eixo das abscissas (representando coordenadas da
reacdo) reflete o progresso de uma dada reagdo enzimatica, ou seja, as mudancas qui-
micas ocorridas para a transformagao do substrato em produto. O eixo das ordenadas,
por sua vez, mostra a energia livre dessa reagao. O ponto de inicio e de término de uma
dadareacdo € chamado de estado fundamental e representa a contribuicdo de uma mo-
lécula (substrato e produto) para a energia livre do sistema. No ponto maximo da curva,
encontramos o estado de transicao que esta relacionado com a quantidade de energia
necessaria para que o substrato seja transformado em produto.

A diferenca entre os niveis de energia do estado fundamental e do estado de transi-
¢ao é chamada de energia de ativacdo. Assim sendo, catalisadores reduzem a barreira
energeética entre substrato e produto em um dado sistema, diminuindo a energia de ati-
vagao dareagao.
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r Estado de transigdo

AG"*

Energia livre

AG°

Coordenada da reagdao

J
m Diagrama das coordenadas. O perfil da energia de ativagdo, onde AG™ mostra a

energia de ativa¢do da reacdo, AG® indica a variagdo da energia livre. O nimero 1 diz

respeito ao estado fundamental do substrato e 2 ao estado fundamental do produto.
Uma caracteristica importante nas rea¢des enzimaticas é a diminui¢do da energia de
ativagdo quando comparada a uma reacdo ndo enzimatica.

A velocidade de qualquer reagdo esta intrinsecamente ligada a concentracdo do
substrato e a constante de velocidade, esta geralmente representada pelo simbolo k.

Quando a reagdo enzimatica depende apenas da concentragdo de um reagente (ou
substrato), ou seja, uma reagdo unimolecular S—P, dizemos que esta é uma reagdo de
primeira ordem. Neste caso, a velocidade da reacdo (v) pode ser descrita como a quanti-
dade de substrato que reage por uma unidade de tempo, sendo expressa pela equagao:

v = k[s]
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Entretanto, se a velocidade da reacdo depende da concentragdo de dois reagentes,
dizemos que € uma reacdo de segunda ordem, sendo expressa pela seguinte equagao:

2.6. Ensaios enzimaticos

Estudos enzimaticos in vitro sdo constantemente desenvolvidos em laboratorio para
o0 estudo do mecanismo catalitico de enzimas. Para isso, adiciona-se ao ensaio pequenas
concentracdes da enzima de interesse, cercade 10"2a107M e concentra¢des maiores de
substrato, geralmente 10 a102M.

Emmuitas reacdes enzimaticas, a velocidade dareacdo e diretamente proporcional a
concentracdo de enzima e do substrato. Assim sendo, a velocidade de uma dada reacdo
pode ocorrer de forma linear, ou seja, a concentragdo do produto é diretamente propor-
cional ao intervalo de tempo dareacao.

Dessa maneira, podemos representar uma velocidade de reacdo de acordo com a se-
guinte equacao:

Graficamente, esta dada equagdo para uma velocidade de reacdo linear poder ser re-
presentada pela Figura 2.4.

4 )

(4]

Tempo

e PR Reacdo Enzimatica Linear.
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Iniciar um estudo enzimatico em laboratério nem sempre é uma tarefa facil, pois € ne-
cessario padronizar as condicdes de ensaio de forma minuciosa. Varios fatores podem in-
fluenciar de forma negativa a linearidade de um ensaio. Dentre eles, a baixa concentracdo
de enzima, baixa concentragao do substrato, pouco tempo de incubacdo, utilizacdo de tam-
pdes incorretos, entre outras coisas. Além disso, devemos conseguir quantificar o produto
dareacdo sem que a concentragdo do substrato altere a quantificagdo do ensaio.

Em geral, as quantificac6es dos produtos em uma determinada reagdo sdo feitas uti-
lizando leituras em equipamentos de laboratdrio que medem a absorvancia ou fluores-
céncia.

Assim sendo, as quantificacdes dos produtos obtidos nos ensaios utilizando a enzi-
ma de interesse devem ser comparadas a uma curva padrdo. Nesta curva, adicionaremos
quantidades crescentes da molécula representada como produto da catalise em con-
centragdes pre-determinadas.

Para exemplificar, tomemos como base a amilase. Esta enzima é caracterizada como
uma hidrolase responsavel pela clivagem do amido em agticares simples, tendo como
produto, entre outros agucares, a glicose. Nesse contexto, a curva padrao da amilase
pode ser feita com glicose em concentragdes molares conhecidas (Figura 2.5).

4 )

g@licose

| QOO0 OO0OO

J
MCurva Padrao de Glicose. Conforme mostra a figura, a curva deve

ser feita utilizando uma solugao estoque de glicose de concentragéo
conhecida (10 mM). Por exemplo, pogo numero 1 - controle sem
glicose; pogo 2 - 10 pL; no pogo 3 - 20 pL; pogo 4 - 30 yL; poco
5 - 40 pL; pogo 6 - 50 yL; pogo 7 - 60 yL € no pogo 8 - 70 pL.
Apds normalizagdo dos volumes finais em cada pogo para 100 pL
e detecgao colorimétrica de acgucares, pode ser construida uma
correlagao entre concentragéo (de 0 a 7 mM), ou quantidade de
glicose (de 100 a 700 nmol), e absorvancia.
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Apos a leitura das absorvancias dos pogos, o grafico deve ser plotado e seus valores com-
parados aos valores obtidos nos ensaios da amilase. As absorvancias dos ensaios de atividade
enzimatica devem estar entre o limite inferior e superior da curva padrdo. Se obtivermos como
resultado do ensaio enzimatico valores de absorvancia maiores do que o ponto mais alto da
curva padrdo, as amostras devem ser diluidas e o ensaio deve ser repetido. Em contrapartida,
se as absorvancias dos ensaios enzimaticos forem inferiores ao menor ponto da curva padrao,
as amostras devem ser concentradas e o ensaio também deve ser repetido. As condigGes de
ensaio devem ser sempre padronizadas buscando alinearidade dareacdo.

Uma vez padronizadas as condi¢Bes otimas de ensaio, temos ainda um segundo
problema: ndo conhecemos a concentragao molar da nossa enzima de interesse. Con-
sequentemente, a concentracdo dessa enzima deve ser determinada utilizando como
parametro a sua atividade.

Para quantificar a atividade enzimatica, a Unido Internacional de Bioquimica definiu que:

Uma unidade internacional de atividade enzimatica (U)
corresponde a quantidade de enzima que catalisa a for-
macao de 1 pmol de produto por minuto.

Nesta etapa de estudo, alguns conceitos devem ser ressaltados:
* Inclinagdo
* Intercepto
* Concentragdo de atividade

* Atividade especifica

Para exemplificar esses conceitos, suponhamos que em um determinado experimen-
to, foram obtidos os seguintes resultados:

Absorvancia da Curva Padr3o de Proteina (albumina)

massa de proteina (pg) Absorvancia595nm
0 0,000

0,020

0,059
0,090
0,120
0,162
0,175

~N[(O|uUl | W (N [=

0,210
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Utilizando esses valores na construgao de um grafico, obtemos a seguinte figura:

Curva Padr3o de Proteina

\
025 r
0,20 F
o 015 |
(%]
c
< .
E 010 } A absorvancia
£
-,
0,05 . .
A quantidade de proteina
0’00 L L L J
0 2 4 6 8
Quantidade de proteina (pg)
J

Calculando ainclinagdo dareta no grafico da curva padrao, temos:

Inclinagdo = A absorvancia/ A da quantidade de proteina, entdo, com os valores forne-

cidos no exemplo, a inclinagdo é igual a 0,029 Abs/pg de ptn.

Posteriormente, a concentracdo de proteina presente naamostra é dada na seguinte

tabela:

Volume da amostra (pL)

Absorvancia 595 nm

10 0,045
20 0,098
30 0,128
40 0,190
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Construindo o grafico de acordo com esses valores, temos:

4 )

0,20
0,18
0,16
0,14
0,12
0,10
0,08

A absorvancia

Absorvancia

0,06
0,04
0,02
0,00 1 1 1
10 20 30 40

Avolume da amostra

Volume da amostra (pL)

. J

Quantidade de Proteina na Amostra
Calculando a inclinagdo da reta no grafico de quantidade de proteina na amostra, te-

mos:
Inclinagdo = A absorvancia/ A do volume da amostra, entdo com os valores fornecidos

no exemplo, a inclinacdo é igual a 0,005 Abs/pL de amostra.

Sendo assim, podemos calcular a concentracdo de proteina na amostra pela seguinte
formula:

Inclinagao na detecgao da amostra

Inclinagao na curva padrao de proteina

0,005 Abs/uL= 0,172 pg/plL

0,029 Abs/ug
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Utilizando os valores obtidos no exemplo, calculamos:
Analisando a Curva Padrdo de glicose, temos:

nmol de Glicose Absorvancia 550 nm

0,010
0,080
0,170
0,270
0,350
0,45/

0,535
0,628

0
100
200
300
400
500
600
700

Absorvancia da Curva Padrdo de glicose

Construindo o grafico da curva padrao, obtemos:

/

N

Absorvancia

0,70 r

0,60

0,50

040 F

030 F

0,20 F

0,10

0,00

A quantidade de glicose

1 1 1 1 1 )

0 100 200 300 400 500 600 700

Quantidade de glicose (nmol)

Aabsorvancia

Curva Padr3o de glicose

Calculando a inclinagdo da curva padrdo de glicose, temos:

Inclinagdo = A absorvancia/ A da quantidade de glicose, entdo utilizando os valores do

exemplo acima, a inclinagdo é igual a 0,0009 Abs/ nmol de glicose.

A seguir, as condi¢Oes experimentais para o estudo da atividade da amilase foram
padronizadas e utilizamos 25 pL (exemplo) de amostra. Nos ensaios enzimaticos foram

obtidos os seguintes dados:
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Tempo de incubacao

Absorvancia 550 nm

(horas)
0 0,075
1 0,142
2 0,220
3 0,300
4 0,410

Assim, devemos também plotar o grafico dessa atividade e verificar se a mesma
ocorre de forma linear, conforme mostra a figura abaixo.

Atividade da Amilase
4 N
0,45
0,40 [ ]
0,35
0,30
o ~ B
g 0,25 A absorvancia
<0
£ 020
0
w
2 0,15
0,10 ATempo
4—1=3 horas= 180 min
0,05
0,00 L L L J
0 1 2 3 4
Tempo (horas)
g J

Para calcular ainclinacdo temos:
Inclinagdo = A absorvancia/ A intervalo de tempo (em min) = 0,00148 Abs/min.

Para calcular a concentragdo da atividade enzimatica, levamos em consideracdo a se-
guinte formula:

Inclinagdo no ensaio da atividade enzimatica
Inclinagao da curva padrao de glicose
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Sendo assim, calculamos:

0,00148 Abs/min = 1,64 nmol/min (ou mU) para 25 pL de amostra

0,0009 Abs/nmol

Levando em consideracdo que 1mU = 1nmol/min, em 1 uL de amostra temos
que:

Concentragdo de atividade =1,64mU / 25 pL que equivale a 0,07 mU/}L.

Sabemos que a atividade especifica = concentracdo de atividade/ concentracdo de
proteina, entdo:
Atividade especifica = 0,07 mU / pL = 0,407 mU / pg = 407 mU/mg

0,172 pg/ pL

2.7. Inibicdo enzimatica

A atividade de uma reacgdo enzimatica pode ser alterada através da ligacdo de pe-
quenas moléculas especificas e/ou {ons, que podem associar-se aos sitios cataliticos ou
de ligagao de uma enzima. Enzimas também podem sofrer mudangas quimicas, as quais
afetam a sua atividade - neste caso, a diminuicdo da atividade enzimatica é chamada de
inativacdo (no caso de diminui¢do da atividade) ou modificacdo.

As inibi¢des enzimaticas geralmente sdo reversiveis e ocorrem atraves de inibidores en-
zimaticos. Umainibicdo reversivel e caracterizada pela diminuicdo da velocidade dereacao e
rapida dissociacao do complexo enzima-inibidor. No caso de mudancas irreversiveis, atraves
de modificadores quimicos, o complexo enzima-modificador pode estar fortemente ligado
atraves de ligacdes covalentes, ndo ocorrendo mais a dissociagdo do complexo, ou a altera-
¢do quimica causada na enzima pelo modificador ndo pode ser revertida.

Em geral, podemos classificar inibidores reversiveis de acordo com o sitio de ligacdo
na enzima. Sendo assim, dentre os varios tipos existentes, iremos descrever duas for-
mas de inibicdo bem conhecidas: competitiva e ndo competitiva.

Nas inibicdes competitivas, o inibidor possui estrutura muito similar a do substra-
to, podendo ligar-se ao sitio-ativo da enzima e bloquear o acesso do substrato. Em
outras palavras, em uma inibicao competitiva o inibidor compete com o substrato
pelo sitio-ativo da enzima.

Em uma inibicdo ndo-competitiva, o inibidor liga-se em um local diferente do sitio-
-ativo da enzima, tendo como resultado a mudanga conformacional da mesma, principal-
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mente proximo ao seu s{tio-ativo. Apds esta mudanca, o substrato até pode ligar-se ao
sitio-ativo da enzima; entretanto, a enzima ndo podera catalisar a reacao de forma tado
eficiente.

As figuras abaixo exemplificam as inibicGes enzimdticas reversiveis competitivas (A)
e ndo-competitivas (B).

a N

Substrato

A

Inibidor

ﬁ
e —
Inibidor B
Inibidor
e
o —

%
Tipos de inibicGes enzimaticas reversiveis. (A) Inibicdo Competitiva e (B) Inibicao
nao-Competitiva.

2.8. Conclusido

O metabolismo celular de todo organismo pode ser caracterizado como um conjunto
dereacdes bioquimicas que, por sua vez, depende da acdo continua de catalisadores bio-
l6gicos, ou seja, das enzimas.

Tendo em vista a sua grande importancia a vida, as enzimas devem ser amplamente
estudadas, pois além de serem proteinas fundamentais nos processos fisioldgicos, po-
dem também contribuir de inimeras maneiras para o avanco tecnolégico.
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Assim sendo, o estudo minucioso das enzimas proporciona um conhecimento funda-
mental para tratamento de doencas, assim como para o desenvolvimento de poderosos
e eficientes farmacos. Um exemplo classico € o desenvolvimento de drogas que podem
inibir uma determinada enzima de um patdgeno, como é o caso da zidovudina (AZT) no
controle do virus HIV pela inibicdo de uma aspartico protease.

Em sintese, compreender o funcionamento das enzimas significa compreender o fun-
cionamento de pegas fundamentais ao organismo.
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3. METODOS DE PURIFICACAOQ DE PROTEINAS

3.1. Propriedades das proteinas

Por que e como purificar proteinas? Como armazenar proteinas? Como
avaliar a purificacdo? Para entendermos e respondermos estas perguntas
precisamos rever alguns conceitos importantes sobre como obter e manter
proteinas de interesse em condi¢Ges apropriadas para posteriormente se-
rem submetidas aos ensaios experimentais. Assim, nos relembraremos al-
gumas propriedades importantes das proteinas que ajudardo a entender seu
comportamento.

3.1.1. Propriedades elétricas

As cadeias laterais de alguns aminoacidos possuem a capacidade de se
ionizar em condicdo acida ou basica. Desta forma, proteinas com composi-
¢ao de aminoacidos diferentes poderao ter cargas distintas de acordo com
a condicdo a que forem submetidas. Devemos lembrar que aminoacidos
apresentam propriedades caracteristicas quando isolados, mas formando
um polipeptideo eles podem interferir uns nos outros e conseqlientemente
no comportamento total da proteina. As proteinas, assim como os peptideos
e aminoacidos, possuem pontos isoelétricos caracteristicos, nos quais elas
possuem carga liquida (soma das cargas positivas e negativas) igual a zero.
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3.1.2. Solubilidade

Diversos fatores podem influenciar a solubilidade das proteinas. A
solubilidade é dependente diretamente da composicdo de aminoacidos
da cadeia primaria e de sua estrutura tridimensional, por influenciar no
arranjo de cargas e dipolos presentes namolécula. Além das cargas deve-
mos considerar o tamanho da molécula ou particula dissolvida, lembran-
do que em fisico-quimica as diferencas entre solucdo verdadeira, coloi-
dal ou suspensdo estdo diretamente relacionadas ao tamanho do agente
disperso (no caso aqui a proteina), e a forma, em funcdo da superficie de
contato estabelecida entre a proteina e o solvente. Estes fatores mudam
radicalmente com a formagao de agregados ou de proteinas com estru-
tura quaternaria, devido aos contatos proteina-proteina.

Grupamentos prostéticos em proteinas, ou seja, a parte ndo protéica
(lipideos, carboidratos, fosfatos etc.), também afetam sua solubilidade.
No caso de proteinas glicosiladas ou fosfatadas estes grupos, por serem
polares, podem fazer interages com o solvente (aumentando a solubili-
dade) ou mesmo facilitar a interacdo com outras proteinas. Grupamentos
lipidicos, pelo contrario, geralmente ndo interagembemcomaaguae, fre-
quentemente, sdo responsaveis pela fixacdo de proteinas a membranas
lipidicas, fazendo com que ndo sejam sollveis em agua. A solubilidade de
proteinas de uma maneira geral pode ser modificada por fatores como:

» pH

O pH afetaanatureza e adistribuicao de cargas de uma prote{na. Em
geral, as proteinas sdo mais soliveis em pH baixos (acidos) ou elevados
(alcalinos) devido ao excesso de cargas de mesmo sinal, as quais irdo
produzir repulsdo entre as moléculas, o que diminuia formagao de agre-
gados (por interacdo eletrostatica) e, além disso, contribui para uma
maior solvatacao. Entretanto, valores extremos de pH podem induzir a
uma desnaturacdo protéica, expondo regides hidrofobicas, o que pode-
ra gerar agregados (por interagdo hidrofobica) levando a precipitagao.
Por outro lado, quando uma proteina se encontra em meio com pH igual
a seu ponto isoelétrico, ou seja, quando apresenta carga liquida nula,
a repulsdo eletrostatica entre particulas diminui, possibilitando inte-
racdes proteilna-proteina, gerando uma condi¢do favoravel para que as
moléculas de proteina se aproximem, agreguem e precipitem.
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p Forca idnica

A solubilidade de uma proteina pode variar de acordo com a concen-
tracao de sal a que ela e submetida. Em baixa concentracao de sal, ob-
servamos um aumento na solubilidade das proteinas com a presenca de
{ons. Este fendbmeno é chamado de salting in, onde ocorre uma interagdo
entre os {ons salinos e os grupamentos carregados das proteinas dimi-
nuindo as intera¢des eletrostaticas intermoleculares proteina-proteina
(responsaveis pela diminui¢do da solubilidade protéica). Por outro lado,
em elevada concentracao salina, observamos uma reducdo na solubilida-
de das proteinas. Este processo e chamado de salting out, aonde alguns
sais, ao interagir com a agua, removem a camada de solvatagdo das pro-
telnas, o que facilita a formacdo de agregados e leva a sua precipitacao.

pTemperatura

Uma grande parte das proteinas ¢ soluvel a temperatura ambiente. O
aumento da temperatura até 40°C em geral favorece a sua solubilidade.
O aumento da energia cinética favorece a interacdo do soluto com o sol-
vente, fazendo com que se alcance um equilibrio dinamico, o qual permite
que a mesma quantidade de solvente presente no sistema possa parti-
cipar na solvatacdo de uma maior quantidade de soluto. Entretanto, de
uma maneira geral, temperaturas acima deste valor podem desnaturar
proteinas, o que na maior parte dos casos leva a formacdo de agregados
e precipitacdo. E interessante observar que a desnaturacio também
pode ocorrer em baixas temperaturas, sendo que cada proteina terauma
determinada estabilidade para uma dada temperatura. Além disso, mu-
dangas bruscas de temperatura podem levar a desnaturacdo protéica
afetando seu funcionamento e solubilidade.

3.1.3. Solu¢do-Tampao

Um tampao é uma solugdo de um acido ou de uma base fracos, a qual
resiste a mudancgas de pH quando se adicionam quantidades moderadas
de acido ou base. Esta solugdo consiste na mistura de um par conjugado
acido-base, capaz de doar ou receber prétons. Proteinas possuem certo
efeito tamponante, devido a alguns grupos ionizaveis dos aminoacidos
(COO, NH, etc.), que s&o acidos ou bases fracos. Entretanto, os valores
de pKa desses grupos sdo muito distantes de 7,4. Os unicos aminoacidos
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que apresentam um grupo com pKa compativel com o tamponamento a
pH fisioldgico sdo a histidina e a ciste(na. Adicionalmente, as proteinas
apresentam um pequeno efeito tamponante, pois estdo presentes em
baixas concentragdes.

3.1.4. Desnaturacao protéica

Na maioria dos casos, o papel fisiolégico de uma proteina esta in-
timamente ligado a manutencdo da sua estrutura nativa. Entretanto,
algumas analises bioquimicas necessitam que as proteinas estejam
em sua forma desnaturada. A desnaturacdo protéica é resultante do
desdobramento e da desorganizacdo de sua estrutura tridimensional
sem que ocorra hidrdlise das ligagGes peptidicas. A desnaturacdo tem
como resultado uma mudanga na conformacao das proteinas, por per-
turbar as interacdes que estabilizam boa parte desta estrutura, o que
ira alterar suas propriedades fisiolégicas. Dessa forma, as proteinas
se tornam menos sollveis. A desnaturacdo pode ser reversivel e, nes-
te caso, ao se retirar o agente desnaturante a proteina retorna a sua
conformacdo nativa. Entretanto, as proteinas, em sua maioria, uma
vez desnaturadas, ficam permanentemente alteradas (desnaturacao
irreversivel).

As proteinas podem ser desnaturadas pela utilizagdo de métodos
fisicos como aquecimento, agitacdo, radia¢des ultravioleta ou visivel,
raios x, ou de agentes quimicos como acidos e bases fortes, solventes
organicos (como etanol ou acetona), detergentes, solu¢Ges concen-
tradas de uréia e cloreto de guanidina e metais pesados (como chum-
bo ou mercurio).

Os fatores descritos nos itens anteriores sdo importantes para
manter as prote{nas em sua estrutura nativa (Figura 3.1), pois em condi-
cOes desfavoraveis as interacdes que as mantém em sua conformacdo
nativa (ligagcGes de hidrogénio, interagdes eletrostaticas, interacdes de
Van der Waals) poderdo se desestabilizar, prejudicando a sua funciona-
lidade.

O conhecimento das propriedades de uma amostra protéica pode aju-
dar na manutencao de sua integridade, pois assim podemos evitar a sua
exposicao a condi¢des desnaturantes.
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M Representacdo esquematica de uma proteina enovelada na sua
forma nativa.

3.2. Obtencdo do extrato celular

Um ponto crucial para se trabalhar com proteinas é a sua obtencdo a partir de um
determinado material bioldgico. Assim, muitas vezes é necessario dissecar o tecido ou
orgdo, homogeneiza-lo provocando a lise celular pela ruptura da membrana plasmatica,
com consequente liberacdo do contetdo celular, obtendo-se entdo uma solugdo cha-
mada de extrato celular bruto. A lise celular é relativamente facil de realizar a partir de
células animais, em comparacao a leveduras, bactérias, esporos e células vegetais, que
possuem paredes celulares rigidas. Para este procedimento podem ser utilizados méto-
dos fisicos e/ou quimicos.

P Métodos fisico

Pode ser feito com maquinas que levam a diferentes graus de ruptura, como nos
exemplos a seguir:
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(a)

Prensa de French - Nesta metodologia, as células sdo forcadas a
passar através de um orificio estreito, causando estresse e uma
descompressdo explosiva forte o suficiente para romper a parede
celular;

Maceracdo (blender ou potter) - Esta técnica consiste na utilizagao de
um homogeneizador para provocar a lise celular de forma mecanica. O
homogeneizador e composto por um pistao que € inserido emum tubo de
vidro ficando muito préximo da parede do tubo, de modo que, pelo pro-
cesso de friccao do tecido, as células sdo obrigadas a passar pelo espago
entre o pistao e o vidro, sendo maceradas e tendo sua membrana plasma-
ticarompida;

Choque térmico - As células sdo rompidas por variacdes bruscas de tem-
peratura atraves de ciclos de congelamento e descongelamento;
Processador ultra-sonico (sonicador) - As ondas de press&o criam micro
bolhas, que além de quebrar as células, podem romper moléculas de DNA
e desnaturar proteinas;

Homogeneizador com particulas de moagem - Microorganismos e ve-
getais sao agitados em um tubo cilindrico contendo particulas esféricas
de vidro ou de ceramica. Estes movimentos fazem com que as células se
rompam, mesmo as celulas mais resistentes.

p Métodos quimicos

(a)

Lise osmdtica - A osmose envolve a passagem de moléculas do sol-
vente (dgua, em sistemas bioldgicos) por uma membrana semi-perme-
avel. Sendo assim, se colocarmos células em uma solucao hipotdnica
atendéncia é que elas absorvam agua. A pressdo gerada pela entrada
de solvente no interior da celula provoca entdo o seu rompimento.
Este método de extragdo ndo é muito eficiente para células vegetais,
bactérias e fungos, pois estes possuem uma parede celular que prote-
ge acelula;

Detergentes - Os detergentes, por possuirem a capacidade de solubili-
zar lipideos de membrana e extrair as proteinas integrais, sdo capazes
de formar poros na membrana das células eucariéticas, provocando seu
rompimento. Exemplos: Dodecil sulfato de sddio (SDS), Triton, CHAPS,
Tween-20.
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p Métodos Enzimaticos

Para facilitar o rompimento de células bacterianas pode-se adicionar lisozima ao
tampao de lise. Analogamente, para a lise de células vegetais sdo usadas enzimas como
celulase e hemicelulases e para a lise de células fungicas sdo usadas enzimas liticas
como beta-glucanases e quitinases.

3.3. Separacado de proteinas

As células sdo constituidas por uma grande variedade de proteinas. Para que possa-
mos estudar uma proteina especifica determinando suas propriedades fisico-quimicas
sdo necessarias prepara¢des homogéneas, com diferentes graus de pureza (dependen-
do dos objetivos, acima de 99%). Os métodos de purificagdo de proteinas utilizam o con-
junto de propriedades caracter{sticas de cada proteina, para distingui-las e separa-las
umas das outras. Estas propriedades envolvem seu volume molecular, carga superficial,
hidrofobicidade e afinidade por ligantes. Dessa maneira, foram desenvolvidos inimeros
métodos para se purificar proteinas.

Iremos abordar as metodologias mais classicas, como centrifugacdo, dialise e alguns
tipos de cromatografias (exclusdo molecular, troca idnica, fase reversa, interagdo hidro-
fébica e afinidade).

Estas metodologias sao, em geral, usadas sequencialmente de modo que a prepara-
¢do purificada obtida numa fase anterior é o ponto de partida para o passo seguinte. A
pratica da purificacdo de proteinas tem levado a sucessivos melhoramentos nas diver-
sas técnicas e procedimentos.

3.3.1. Centrifugacao

A centrifugacdo é uma técnica que torna possivel a obtenc¢do de fracoes
subcelulares e/ou organelas. Nesta técnica, a separacdo de pequenas e gran-
des particulas ocorre pela aplicagao de diferentes forcas centrifugas ao ex-
trato celular. As particulas maiores e mais densas sedimentam primeiro, fi-
cando no sobrenadante as particulas pequenas e menos densas (Figura 3.2).

Paraisolar organelas utilizam-se centrifuga¢des diferenciais aumentando
aforca centrifuga.
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m Sedimentacdo diferencial por centrifugacdo de homogeneizado celular a diferentes
forcas centrifugas relativas (em g). H = homogeneizado; S = Sobrenadante; P =
precipitado ou sedimento ou pellet.

O homogeneizado submetido a diferentes forcas centrifugas (Figura 3.2) sera separado
de acordo com a densidade ou tamanho das particulas presentes em cada sedimento (ou
precipitado). Por exemplo: 0 homogeneizado submetido a 600g (forca centrifuga relativa,
em gravidade) apresentara um sedimento (P,) rico em nlicleos e células que no lisaram
(particulas maiores). O sobrenadante da primeira centrifugacéo (S,), sendo submetido a
1.500g, resultara em um sedimento (Pz) rico em mitocdndrias, cloroplastos, lisossomos e
peroxissomos (todos com densidades semelhantes). O sobrenadante da segunda centri-
fugacdo (S,), ao ser submetido a 100.000g, apresentara membranas plasmaticas e frag-
mentos do reticulo no precipitado (P,). O sobrenadante da terceira centrifugacéo (S,), ao
ser submetido a 300.000g, formara um sedimento rico em ribossomos (P4) e um ultimo
sobrenadante (S,) que ira conter partes soltveis do citoplasma.

Outra possibilidade de separagao por centrifugacao é da utilizagdo de um gradiente
de densidade. Nesta centrifugacao, é construido um gradiente de densidade com subs-
tancias mais ou menos inertes como a sacarose, com a densidade aumentando do topo
para a base (Figura 3.3). A mistura de organelas é ent3o aplicada no topo do gradiente de
densidade e o tubo € submetido a centrifugacdo sob forca centrifuga relativa dnica. As
organelas irdo sedimentar separadamente até que a densidade de flutuacdo se iguale a
do gradiente. Posteriormente, as fracdes referentes aos gradientes podem ser recolhi-
das separadamente.

SERIE EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR



METODOS DE PURIFICACAQ DE PROTEINAS

Aumento da densidade de -
sacarose (g /cm3)

m Gradiente de densidade feito com sacarose.

3.3.2. Didlise

A didlise é um método utilizado para separar moléculas através do
seu tamanho utilizando uma membrana semipermeavel com tamanho do
poro definido, de maneira a permitir a passagem seletiva de moléculas.
Na pratica, uma mistura heterogénea composta por moléculas grandes
e pequenas € colocada em um saco de dialise, o qual € posteriormente
imerso em um grande volume de solvente aquoso. As pequenas molécu-
las podem atravessar a membrana para o fluido externo e as moléculas
maiores sdo retidas (Figura 3.4). O fenémeno que favorece a passagem
de moléculas pequenas pela membrana ¢ a difusdo destas, propiciada
pela diferenca de concentracao destas entre a solugdo presente no inte-
rior do saco de dialise e no seu exterior. O fluxo de difusdo destas parti-
culas ocorre de acordo com o seu gradiente de concentragdo, indo da re-
gido de maior concentracdo para uma de menor concentracdo ate que se
atinja o equilibrio, com concentragdes iguais nos dois compartimentos.
Assim sendo, as moléculas que sdo capazes de atravessar a membrana
diluem-se por todo o recipiente. Se trocarmos apenas a solucdo exter-
na, pode-se continuar a didlise, pois o efluxo de moléculas pequenas do
interior do saco € novamente retomado, atingindo-se uma concentra-
¢do ainda menor apos o equilibrio. A eficiéncia de uma dialise depende,
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portanto, dos volumes e da concentracao do soluto a ser retirado nos
dois compartimentos, tanto no interior da membrana como no recipiente
externo.

e | { N

/F Trocas do tampdo (seta)

N

Saco de dialise

Solvente aquoso
(4gua ou tampao diluido)

- £ Barra magnética
Agitador magnético

/

G ERE WA Esquema da separagdo de moléculas por dialise. O saco de dialise, composto por uma
membrana semipermeavel, contém uma mistura de proteinas imersa em tampao.

A eficiéncia da dialise é dependente de varios fatores como:

* Permeabilidade da membrana - quanto mais permedvel a membrana as particulas do soluto
em questdo, maior serd a taxa de difusdo destas para o compartimento externo.

* Natureza do solvente - solventes muito viscosos tendem a apresentar taxas de difusdo
menores.

» Temperatura - quanto maior a temperatura maior a taxa de difusdo.

* (Gradiente de concentracdo - quanto maior a diferenca entre as concentra¢des nos dois
compartimentos, maior sera a taxa de passagem de particulas do soluto.

* Numerode trocas do tampdo e diluigdo - quanto maior o nimero de trocas da solucdo externa,
maior sera a remocao das particulas do soluto, pois ocorrera uma diluicdo seriada. A razao
entre os volumes dos compartimentos define a diluicdo do soluto no equilibrio. Desta forma,
utilizam-se compartimentos externos grandes (da ordem de 1 litro) para amostras contidas
em sacos de dialise pequenos (da ordem de 1 mililitro).

» Agitacdodosolvente - éabsolutamente necessario que o solvente no compartimento externo
esteja com agitacdo, para que o equilibrio entre os dois compartimentos seja atingido em um
tempo razoavel (algumas horas).
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3.3.3. Cromatografia

A palavra cromatografia, de origem grega, onde “chroma” significa cor
e “grafein” significa escrita, ou seja, escrita em cores, envolve uma série
de processos de separagao de misturas. O termo cromatografia foi em-
pregado primeiramente em 1906, sendo sua utilizagdo atribu{da ao bota-
nico russo, Mikhail Semyonovich Tswet. Em seu estudo, a passagem de
éter de petroleo (fase movel) através de uma coluna de vidro preenchida
com carbonato de calcio (fase estacionaria) permitiu a separacdo em fai-
xas coloridas de pigmentos vegetais obtidos de um extrato de folhas de
plantas.

O método foi descrito em 30 de dezembro de 1901 no 11° Congresso
de Médicos e Naturalistas em Sdo Petersburgo. Em 1907, Tswet demons-
trou sua cromatografia para a Sociedade Botanica Alema. Em 1952, Ar-
cher John Porter Martin e Richard Laurence Millington Synge ganharam
o Prémio Nobel de Quimica pela inven¢ao da cromatografia de particao.
Desde entdo, a tecnologia tem avancado rapidamente.

~

m Desenho das colunas usadas por M.S. Tswet.

A cromatografia € um método fisico-quimico de separagao. Este mé-
todo visa a migracdo diferencial dos componentes de uma mistura, atra-
vés de uma fase movel e uma estacionaria. Diferentes for¢as intermole-
culares irdo influenciar na interacdo entre os componentes da mistura e
das duas fases.
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p Fase mavel

A fase movel é o material que se move atraves da fase estacionaria, carreando a
amostra. S3o observadas trés tipos de fase mével: gasosa, liquida e supercritica.

A liquida se subdivide em: classica, onde a fase movel passa através da coluna pela
forca da gravidade apenas ou e empurrada por bombeamento de baixa pressao, e a cro-
matografia liquida de alta eficiéncia, aonde € utilizado um dispositivo de alta pressdo
que bombeia a fase movel através de uma tubulagdo capilar e de uma matriz porosa.

Na cromatografia gasosa sao separados compostos volateis, os quais devem apre-
sentar uma razoavel pressao de vapor na temperatura de trabalho. Na cromatografia
gasosa de alta resolucdo usam-se colunas capilares, enquanto na cromatografia gasosa
habitual utilizam-se colunas com um diametro maior.

Na cromatografia supercritica emprega-se um fendmeno denominado de ponto cri-
tico (capacidade de um liquido passar para vapor) em condi¢Bes de pressao, tipo de gas
utilizado, temperatura critica e densidade.

P Fase estacionaria

Afase estacionaria pode apresentar-se como soélida, liquida ou quimicamente ligada.

p Técnica cromatografica

A fase estacionaria pode ser depositada em suportes planos (cromatografia planar)
ou em colunas, as quais sao comumente cilindricas.

Temos como cromatografias planares a cromatografia em papel e a cromatografia
em camada delgada. Nestas técnicas o tipo de cromatografia € de particdo e o suporte é
um papel ouuma placa de vidro (camada delgada). Na cromatografia em papel a agua que
solvata as fibras de celulose é afase estacionaria e na camada delgada um gel ou silicato
que é depositado sobre a placa de vidro. Na cromatografia de camada delgada o suporte
mais utilizado atualmente para deposicao da fase estacionaria ¢ uma folha de aluminio.
Apesar das cromatografias planares serem muito utilizadas para analise de agucares,
lipideos e outros produtos naturais, ndo sao utilizadas para purificagao de proteinas.

Na cromatografia em coluna, uma mistura de proteinas é aplicada em um suporte cilindrico,
o qual estd preenchido por uma matriz (resina) hidratada que pode, ou ndo, apresentar deter-
minado tipo de grupamento quimico funcional acoplado a ela. A matriz é entdo percolada com
uma solucdo apropriada para eluir diferencialmente as proteinas de interesse. As diferentes
proteinas migrarao atraves da coluna em velocidades diferentes, que dependerdo do grau de
interacdo com a matriz, o que permite a sua separacdo. Os varios métodos de cromatografia
em coluna disponiveis diferem quanto a matriz utilizada e sdo classificados de acordo com as
propriedades fisicas ou quimicas nas quais se baseia o processo de diferenciagdo e separacado
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de proteinas da amostra. Sao conhecidas cromatografias baseadas no volume molecular (cro-
matografia de exclusdo molecular), polaridade (cromatografia de troca ibnica, hidroxiapatita e
de carvdo ativado), hidrofobicidade (cromatografia de interacdo hidrofébica e de fase reversa)
e especificidade de ligacdo (cromatografia de afinidade).

» Cromatografia de exclusdo molecular

A cromatografia de exclusdo molecular ou filtragdo em gel separa proteinas pelos
seus diferentes volumes moleculares. A matriz é constitu{da por esferas com poros de
tamanho bem definido. As moléculas menores do que o didmetro dos poros penetram
nas esferas, ao passo que as maiores sdo forcadas a percorrerem um caminho diferente,
por fora das esferas. Deste modo, as moléculas menores percorrem, ao longo de uma
coluna, um trajeto muito maior do que as moléculas maiores, que sairao da coluna em pri-
meiro lugar (Figura 3.6). Um material comumente empregado para a fabricagdo de géis
cromatograficos € a dextrana, um polimero de glicose, comercialmente disponivel com o
nome de Sephadex; este produto é sintetizado com diferentes tamanhos de poros, per-
mitindo a exclusdo de moléculas em um amplo intervalo de volume molecular. A filtracdo
em gel também pode ser utilizada para diminuir a concentragdo de sais de uma solugao
de proteina, por exemplo, quando ela é precipitada com sulfato de amdnio.

a N

Sl /

Flgura XM Esquema da cromatografia de exclusdo molecular. (A) Aplicagdo da amostraa coluna.
(B) Percurso das moléculas de diferentes volumes moleculares, resultando na eluicdo
das moléculas maiores; (C) Eluigdo das moléculas de menor volume molecular e no
detalhe o poro da matriz retardando a passagem das moléculas.
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» Cromatografia de troca i6nica

As primeiras observacgdes registradas na literatura, referentes a troca i6nica, foram
feitas por Way e Thompson em 1850. Os autores descobriram a capacidade do solo de
remover NH4+ de solugdes, substituindo por quantidades equivalentes de Ca*. Em 1917,
foram relatadas as primeiras tentativas do processo de troca ionica para resolver pro-
blemas na area da bioquimica. Por volta de 1935, as resinas de trocadores de {ons come-
caram a ser produzidas, sendo muito mais eficientes e passando a constituir um meio
quimico de separacdo com um alto valor em processos analiticos.

A cromatografia de troca i6nica baseia-se na interagdo entre cargas (positivas
ou negativas) da proteina que esta sendo isolada com uma matriz contendo molé-
culas ionizaveis de carga oposta (trocadores i6nicos, cujos sitios de interagdo es-
tdo carregados positiva ou negativamente), que comp&em a coluna. Os trocadores
de (ons, de natureza complexa, sao polimeros que quando possuem carga positiva
(cations), efetuam uma cromatografia de troca ani6nica e quando possuem carga
negativa (&nions), de troca cati6nica (Figura 3.7). Moléculas apresentando carga de
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HETER WA Cromatografia de troca i6nica. Os passos representam algumas etapas de uma troca

anidnica. Esferas maiores representam granulos da matriz (fase estacionaria), esferas
menores, prote(nas, e sinais livres sdo {ons em solugado. Moléculas do solvente ndo estdo
representadas. Em uma troca catidnica, as cargas da matriz e das proteinas seriam
opostas. (A) A fase estacionaria esta equilibrada com contra-ions negativos presentes no
tampdo. (B) Apds a aplicacdo daamostra, proteinas com carga superficial negativa ligam-
se amatriz. Protelnas com carga superficial positiva ou zero ndo interagem com a coluna
e sdo elufdas junto com contra-{ons. (C) A aplicacdo de uma solugdo salina concentrada
desfaz a ligacdo entre proteinas e fase estacionaria, recarregando a matriz com contra-
{ons negativos e propiciando a elui¢do das proteinas que estavam interagindo com a

coluna.
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mesmo sinal que os da matriz ndo interagem com ela, passando livremente por toda
acoluna. Entretanto, as moléculas de cargas opostas irdo se ligar a matriz sendo elu-
{das em uma ordem definida pela magnitude da carga apresentada pelas proteinas,
nas condicOes da cromatografia. A eluicdo das proteinas é realizada, em geral, com
a passagem de um gradiente crescente de sal (contra-ion) através da matriz. As pro-
telnas com maior carga permanecerdo ligadas mais fortemente a matriz da coluna
e consequentemente serdo eluidas nas concentracdes mais elevadas de contra-{on.
Outras vezes, um gradiente de pH é utilizado para elui¢do das moléculas protéicas de
maneira seletiva.

Os trabalhos na separagdo de aminoacidos, peptideos, acidos nucléicos e outros ti-
pos de amostras, mostram o valor do processo de troca idnica na area da bioquimica.

» Cromatografia de Interacdo Hidrofdbica

A cromatografia por interacdo hidrofébica é um método que se baseia nas proprie-
dades hidrofébicas das proteinas para separa-las. A mistura de proteinas ¢ aplicada
a coluna na presenca de altas concentragdes de sulfato de amonio (sal comumente
utilizado). Este sal remove a camada de solvatagdo das proteinas, expondo as regides
hidrofobicas das mesmas, que irdo interagir com as regides hidrofobicas da matriz da
coluna. Ao reduzir a concentracao de sal na coluna, reconstituindo a camada de solva-
tagdo, as proteinas com menor hidrofobicidade serdo eluidas primeiro e em seguida as
proteinas com maior hidrofobicidade.

» Cromatografia de Fase Reversa

Assim como a cromatografia de interagdo hidrofdbica, a cromatografia de fase
reversa utiliza a hidrofobicidade das proteinas para separa-las. Esta técnica baseia-
-se na utilizagdo de uma fase estacionaria apolar contendo cadeias longas de hidro-
carbonetos e uma fase mdvel polar. As proteinas irdo se ligar as cadeias de carbono
presentes namatriz de acordo com seu grau de hidrofobicidade. As proteinas adsor-
vidas na matriz serdo eluidas em gradiente crescente de solvente apolar (Ex. aceto-
nitrila), sendo as proteinas com menor hidrofobicidade eluidas primeiro (Figura 3.8).
Em comparagdo a interagdo hidrofdbica, a cromatografia em fase reversa apresenta
uma matriz cromatografica altamente hidrofdbica. A utilizacdo de solventes organi-
cos pode levar adesnaturacao da proteina de interesse durante a cromatografia; por
isso, este tipo de cromatografia ndo se aplica a um grande nimero de casos.
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Acgtonitrila ;30%
Acetonitrila 70%

)
Principio de separagdo na cromatografia de fase reversa. (A) Em baixa concentracdo
de solvente (meio com maior polaridade), proteinas mais hidrofébicas (esferas cinza)
sdo adsorvidas a fase estacionaria apolar (cadeias de hidrocarbonetos). Proteinas
polares (esferas brancas), mais hidrofilicas, sdo arrastadas pela fase mével. (B) Em

uma concentracdo maior de solvente organico, mais apolar, proteinas hidrofdbicas
que antes estavam adsorvidas sdo dissolvidas pela fase madvel e eluidas.

» Cromatografia de Afinidade

Esta técnica consiste em imobilizar na matriz cromatografica, através de liga-
cdo covalente, determinada molécula (ligante) pela qual a proteina que queremos
purificar tenha afinidade. Posteriormente, nosso extrato protéico é aplicado a
coluna. Todas as proteinas com afinidade para o ligante ficardo retidas na coluna
e as outras proteinas passardo através da coluna sem nenhum tipo de interacao
(Figura 3.9). As proteinas adsorvidas a coluna poderdo ser elu{das com concentra-
¢Oes crescentes de sal ou em valores extremos de pH. Em alguns casos a eluigdo €
feita com uma solugdo concentrada do proprio ligante (eluicdo por deslocamento
de equilibrio).

O receptor de insulina, uma proteina da superficie celular, foi isolado por cromato-
grafia de afinidade em agarose contendo insulina covalentemente ligada. A cromato-
grafia de afinidade tem, frequentemente, um poder de enriquecimento muito maior
que os outros métodos cromatograficos, embora seja restrita a uma classe especial
de proteinas.
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Cromatografia de afinidade. (A) Matriz cromatografica com ligantes covalentemente
presos a fase estacionaria. (B) Proteinas com diferentes afinidades, ou sitios de
ligagdo, estdo presentes na amostra aplicada. (C) Apenas as proteinas capazes de
reconhecer o ligante da matriz interagem com a fase estacionaria. Proteinas sem
afinidade com a matriz sdo eluidas no lavado. (D) Proteinas ligadas a coluna com alta
afinidade permanecem aderidas a matriz mesmo ap6s a lavagem da coluna. (E) Apds
alguma alteracdo nas condicdes fisico quimicas da fase mével (pH, concentragdo
de sais, presenca de solventes organicos ou do proprio ligante na forma soluvel), as
proteinas de interesse sdo eluidas da coluna.
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4.ELETROFORESE, ZIMOGRAFIA & WESTERN BLOTTING

4.1. Historico

O termo eletroforese foi introduzido por Michaelis em 1909, para descrever o mo-
vimento de coldides sob a influéncia de um campo elétrico. Esta técnica de separacdo
baseada na migracao de moléculas carregadas foi realizada por Arne Tiselius, pela pri-
meira vez, em 1937, onde criou o método denominado eletroforese em campo livre. Este
trabalho lhe rendeu o Prémio Nobel em 1948.

Este método era bastante limitado devido a instabilidade do equipamento e, princi-
palmente, pelos efeitos de difusdo e aquecimento gerados pelo campo elétrico, os quais
comprometiam a separacao dos compostos. Estes efeitos foram minimizados com a in-
trodugdo de um suporte (gel ou papel) que ajudou a conter o movimento livre das mole-
culas, de forma que o efeito da difusdo fosse reduzido.

4.2. Principio da técnica e aplicacdes

O principio fisico-qu{mico que norteia a eletroforese é a capacidade de moléculas
carregadas migrarem sob influéncia de um campo elétrico. Esta migracdo segue a Lei
de Coulomb, onde particulas de carga positiva migram para o pélo negativo (catodo) e
particulas de carga negativa migram para o pdlo positivo (anodo). A velocidade de mi-
gracao das moléculas é proporcional ao campo elétrico e inversamente proporcional ao
seu volume molecular. Assim, uma amostra submetida a eletroforese tera cada molécula
constituinte localizada em uma zona do gel, onde moléculas com menor volume molecu-
lar irdo migrar mais rapidamente e as que possuem maior volume molecular irdo migrar
mais lentamente.
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O objetivo principal desta técnica é separar moléculas organicas, como DNA, RNA e
proteinas, de acordo com sua carga elétrica e volume molecular.

A técnica pode ser conduzida em diferentes meios-suporte tais como papel de filtro,
gel de silica, membranas de acetato de celulose, géis de agarose, acrilamida etc. Atu-
almente existem dois modelos mais utilizados de eletroforese: um baseado em gel de
agarose e outro em gel de poliacrilamida. Estes polimeros formam tramas de poros com
tamanhos variaveis.

Dois componentes basicos sdo necessarios para se realizar uma eletroforese: um
campo elétrico (obtido através de uma fonte de corrente continua) e a prépria molécula
carregada.

Para visualizagdo das moléculas separadas (na forma de bandas eletroforéticas) sdo
utilizados corantes especificos para proteinas, como Coomassie Blue, e solucdes espe-
cificas contendo os componentes necessarios (substratos, coenzimas, solucdo-tampdo
e sais) pararevelacdo das bandas de atividade enzimatica. No caso de moléculas de DNA
e RNA, diversos sistemas de revelacdo de bandas sdo empregados. Ja no caso do corante
brometo de etidio, a deteccdo da amostra é feita através da fluorescéncia emitida por
esse corante em presenca da luz ultravioleta. As bandas podem ser detectadas também
por radioatividade, nitrato de prata ou quimioluminescéncia.

Na técnica, utiliza-se uma cuba com dois compartimentos separados. Os eletrodos
determinam os polos positivo e negativo em cada compartimento, onde € adicionada
uma solugdo-tampdo com sal, que conduz eletricidade. O gel € montado entre os dois
compartimentos de tal forma que a Uinica conexao elétrica entre os compartimentos seja
atraves do gel.

a )

Fragmento Fragmento
Anodo maior de DNA memr-gde DNA

Catodo

S
Fonte de
corrente

Tempo
permitido

Mistura de
fragmentos Gel
de DNA

GT-TEV'RR Esquemarepresentativo da eletroforese em gel horizontal.
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4.3. Tipos de Eletroforese

Todo o processo de eletroforese é realizado empregando uma solugdo-tampdo
apropriada, a qual € essencial para manter um estado constante de ionizagdo das mo-
léculas a serem separadas. Qualquer variagdo no pH pode alterar a carga e entdo a mo-
bilidade (taxa de migracdo no campo elétrico aplicado) das moléculas que estdo sendo
separadas.

4.3.1. Eletroforese livre

Este é um tipo de eletroforese onde as substancias a serem separadas
estdo em suspensdo ou solugdo, ndo empregando um suporte. A forca de
friccdo das particulas constitui Unico obstaculo mecanico. Com a passagem
da corrente elétrica, ha aquecimento da solugdo resultando em movimentos
hidrodinamicos de convec¢ao. Este movimento hidrico espalha e distorce a
distribuicdo geografica dos elementos a serem separados, prejudicando a
separagao. Este tipo de eletroforese necessita de instalagdes dispendiosas
e 0 manuseio € muito trabalhoso; esta praticamente restrito a obtencdo de
valores fisico-qu{micos de macromoléculas. Esta técnica foi desenvolvida por
Tiselius e atualmente esta praticamente abandonada.

4.3.2. Eletroforese com suporte

Os componentes basicos para a realizacdo desta técnica sdo: o cam-
po elétrico, o suporte e amolécula carregada. O suporte geralmente con-
siste em um gel onde as moleculas se deslocardo; a densidade do gel e o
volume molecular influenciardo na velocidade de movimentagdo das mo-
léculas. Desta forma, a eletroforese pode ser classificada de acordo com
o suporte do gel, uma vez que cada tipo de suporte sera mais indicado
para um determinado tipo de molécula, pois estas moléculas, como DNA
e proteinas, diferem no que diz respeito ao seu volume molecular.

4.3.2.1. Eletroforese em gel de agarose

Os géis de agarose, por possuirem poros mais largos, sdo nor-
malmente usados para separar macromoléculas como acidos nuc-
|éicos, proteinas maiores ou complexos protéicos. Este tipo de gel
é tambem usado em técnicas como imunoeletroforese ou focali-
zacdo isoelétrica, onde as proteinas sdo solicitadas a mover-se de
forma livre na matriz do gel de acordo com sua carga nativa. O gel &
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formado entre dois vidros, tendo geralmente dimensdes da ordem
de10x15cm.

4.3.2.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE))

O suporte amplamente utilizado nessa técnica para proteinas
é a poliacrilamida, formada por uma malha transparente estavel|,
gerada pela copolimerizagdo quimica de mondmeros de acrilami-
da com N,N-metilenobisacrilamida (Bis-acrilamida) na presenca
de persulfato de amonio e tetrametiletilenodiamina (TEMED). O
TEMED catalisa a liberagdo de radicais livres do persulfato que,
por sua vez, iniciam e aceleram a polimerizacao.

4 N

o] o] o)
Il Il Il
C—NH, 4+ CH/~CH—C—NH—CH,—NH—C—CH=CH,

CH,=CH Bis-acrilamida
Acrilamida
—CH, — CH*%CHz— CH% CH;—CH—
| | |
CcO co C|O
| |
N|H NH, N|H
c:||-|2 C|H2
N|H N|H2 NH

co C|0 co

|
—CH,— C|H % CH,— CH CH;—CH—
n
/

- ITC V%R Formacdo da malha de poliacrilamida (suporte); quanto maior a concentracdo de
acrilamida, menores os poros formados.

'Doinglés PolyAcrilamide Gel Electrophoresis.
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Esta forma de eletroforese em gel de poliacrilamida é o méto-
do mais utilizado para analise de misturas de proteinas de forma
qualitativa. Este metodo € baseado na separacao de proteinas
de acordo com a carga e o volume molecular; em uma de suas va-
riantes (SDS-PAGE) pode ser utilizado na determinagdo da massa
molecular relativa de proteinas.

Eventualmente, podemos utilizar geis contendo um gradien-
te de poliacrilamida, onde a concentragdo do polimero (acrilami-
da) e o tamanho dos poros varia uniformemente ao longo do gel
(ex: 5% acrilamida no topo do gel aumentando até 25% ao final
do gel). A vantagem da utilizagdo destes géis consiste no seu po-
der de separacdo de proteinas com volumes moleculares muito
similares. Este tipo de gel pode ser utilizado tanto na eletrofo-

rese nativa quanto na eletroforese em condices desnaturantes
(SDS-PAGE).

4.3.2.3. Eletroforese nativa

Atualmente, este tipo de eletroforese é mais utilizado com
o0 objetivo de medir a atividade enzimatica e, em alguns casos,
para determinar a formagao de complexos entre duas proteinas.
Neste tipo de eletroforese, as proteinas presentes na amostra
sdo separadas de acordo com sua carga liquida nativa e seu
volume molecular. Por exemplo, uma enzima de interesse pode
ser identificada incubando o gel em uma solugdo com substrato
adequado, produzindo um produto corado devido a reacao com
o sitio da enzima. Este tipo de eletroforese deve ser emprega-
do quando a estrutura nativa da proteina € importante para as
analises.

4.3.2.4. Eletroforese em condicdes desnaturantes
(SDS-PAGE)

O detergente ani6nico dodecil sulfato de sédio (SDS?) forma
interagdes hidrofdbicas com as proteinas na proporc¢ao de uma
molécula de detergente para cada dois residuos de aminoacidos
das mesmas. O SDS entdo adiciona carga negativa em grande

2 Doinglés Sodium Dodecyl Sulfate.
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quantidade as proteinas, conferindo-lhes uma carga negativa ho-
mogénea. Além disso, o SDS é um agente desnaturante capaz de
desfazer parcialmente a estrutura tridimensional de proteinas.
Entretanto, o detergente ndo e capaz de romper liga¢Ges cova-
lentes como as pontes dissulfeto.

TP %8 O detergente ani6nico dodecil sulfato de sodio (SDS).

O SDS-PAGE é uma técnica freqiientemente utilizada na bioquimica e biologia mo-
lecular para determinagao das massas moleculares relativas das proteinas presentes
em uma amostra. Este tipo de eletroforese pode ainda ocorrer em condicGes redutoras,
atraves da adi¢do de agentes redutores como ditiotreitol ou beta-mercaptoetanol. Es-
tes agentes complementam a desnaturacdo das proteinas atraves da reducdo de liga-
¢Oes dissulfeto finalizando o processo de desmantelamento das estruturas terciarias e
quaternarias (eventuais), previamente a separacao eletroforética.

As proteinas podem ser detectadas em amostras de células (homogenato) ou em ex-
tratos de tecidos. Estas amostras sdo preparadas através da lise celular, promovendo
o rompimento das células e das organelas. O tampao de lise celular € tradicionalmente
composto por um detergente, como o SDS ou Triton X-100, associado a um coquetel de
inibidores de proteases. Entdo, a solugdo é centrifugada e ao sobrenadante (material
soluvel) é adicionado um tampao de amostra que, geralmente, contém um corante, um
composto redutor (betamercaptoetanol) e detergente (SDS). Este tamp&o possibilita-
ra o desenovelamento das proteinas, pois a estrutura terciaria sera desfeita devido a
desestruturagdo de interaces hidrofdbicas (detergente) e rompimento de ligagGes
dissulfeto (composto redutor). Além disso, a amostra ainda é fervida, o que favorece a
desnaturagdo proteica.

Anteriormente a adicdo do tampdo de amostra, a concentracdo de proteinas é deter-
minada para a padronizacdo do volume da amostra que deverad ser aplicado na eletrofo-
rese unidimensional. No caso de cultura de células, o nimero de células tambem pode ser
utilizado como indicador da concentracdo de proteinas da amostra.
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4.3.3. Eletroforese capilar

A técnica de eletroforese capilar foi introduzida em 1981 por Jorgenson
e Lukacs e se tornou um importante metodo analitico, possibilitando o de-
senvolvimento de outras técnicas, como o seqiienciamento automatico de
DNA. Neste tipo de eletroforese emprega-se um tubo capilar preenchido
com uma solucdo de eletrolito, assemelhando-se a técnica original descrita
por Tiselius, sendo empregada na determinagdo de amostras como protei-
nas, peptideos, hidrocarbonetos, vitaminas, dentre outras. O equipamento
de eletroforese capilar envolve aplicagdo de alta voltagem em um capilar de
didmetro reduzido gerando correntes de 10 a 100 mA e um intenso campo
elétrico (permitido pela alta resisténcia elétrica do capilar), que por sua vez
favorece a diminuicao do tempo de analise, sua eficiéncia e sua capacida-
de resolutiva. Também sdo utilizados neste tipo de eletroforese, capilares
cheios de gel com a aplicacdo de campos elétricos elevados.

Na eletroforese capilar, uma solugdo tampdo é adicionada ao
capilar e suas extremidades sdo imersas em recipientes contendo
a solugdo-tampado, que permite a aplicacdo de um campo elétrico,

\
Fonte de
voltagem

%

FT- V- W REsquema representativo de eletroforese capilar. Os recipientes contém solucdes

eletroliticas onde ficam os eletrodos, submetidos a uma alta voltagem. As moléculas
carregadas migram em um campo elétrico e sdo detectadas por um detector
acoplado a um computador, gerando assim o registro temporal dos sinais.
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gerando uma corrente no interior do capilar através de eletrodos
mergulhados na solugdo. Uma pequena quantidade da amostra é
introduzida em uma das extremidades do capilar e a aplicagdo do
campo eletrico promove o movimento das moleculas em dire¢do aos
eletrodos. Um fendmeno eletroforético que gera o fluxo da solugdo
dentro do capilar faz com que os solutos se movimentem em dire¢do
ao detector. Esse tipo de eletroforese é atualmente utilizada em se-
quenciadores de DNA.

4.4. Zimografia

A zimografia consiste em um método sensivel para medida da atividade enzimatica
apos uma separacdo eletroforética. O principio fisico-quimico da eletroforese permite
aseparacdo das proteinas, e a atividade enzimatica € determinada pelo nivel de degra-
dacdo do substrato (normalmente co-polimerizado no mesmo gel de corrida). Usare-
mos como exemplo o substrato gelatina, para proteases. Apds a corrida eletroforética
e incubacdo, o gel com gelatina é corado com azul de Coomassie, permitindo a reve-
lagdo das bandas. A diminuicdo, ou eventual desaparecimento de cor nas bandas do
gel, estarelacionado com a quantidade de gelatina (substrato) degradada nareacdo de
proteolise. Este método € amplamente utilizado para busca de enzimas que degradam
amatriz extracelular, em especial, metaloproteases de matriz extracelular (MMPs).

4 N

/
FT VBN Representacdo esquematica do ensaio de zimografia. As amostras A, B e C

apresentam atividade enzimatica semelhante como representado no gel acima.
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4.5. Western blot / Immuno blot

Na década de 70, o britanico Edwing Southern desenvolveu o método de identifi-
cacao de uma seqiiéncia de DNA a partir de sua transferéncia para uma membrana
e sua deteccdo com sondas especificas, o qual acabou designado como Southern
blot. Posteriormente, foi descrita outra técnica de transferéncia em membrana, po-
rém para verificar a expressao de RNAm. Esta técnica foi denominada de northern
blot, fazendo um trocadilho entre os pontos cardeais e o método de identificacdo
de DNA.Em 1979, o protein blot ou blot foi introduzido por Towbin e colaboradores
e chamado de western blot. Esta técnica € caracterizada pela transferéncia de um
extrato proteico paraumamembrana, comumente de nitrocelulose. Ja o immuno blot
é owesternblot aonde, apds a transferéncia paraamembrana, as proteinas sao iden-
tificadas com anticorpos especificos. Atualmente, utiliza-se o termo western blot
como sindénimo de immuno blot.

A primeira etapa da técnica pode consistir, por exemplo, de uma eletroforese unidi-
mensional (SDS-PAGE), possibilitando a separacdo das proteinas da amostra de acor-
do com a sua massa molecular. Ao final da eletroforese, as proteinas sdo transferidas
parauma membrana, possibilitando a imunodetecgdo. O processo de transferéncia mais
comumente utilizado consiste no contato direto entre o gel proveniente da eletrofore-
se e uma membrana, geralmente de nitrocelulose, sob aplicagdo de um campo elétrico,
num ambiente imerso em tampdo basico. A capilaridade do gel permite que o tampdo
entre nos poros e remova as proteinas para a membrana, mantendo-as separadas. As
proteinas se ligam quase irreversivelmente com a membrana através de interagdes hi-
drofdbicas. Os dois principais tipos de membranas sdo: nitrocelulose (vantajosa no que
diz respeito ao custo) e PVDF (maior sensibilidade, capacidade de ligagdo com as pro-
teinas e tempo de retencdo destas). Alguns fatores podem determinar a eficiéncia da
transferéncia como a composicdo do gel, do tampdo, volume molecular das proteinas,
temperatura e tempo de transferéncia.

Apos atransferéncia, amembrana € incubada comuma“solucao bloqueadora”, que
tem a fungdo de cobrir as regides da membrana que ndo possuem as proteinas sub-
metidas a eletroforese. O bloqueio inibe a ligacdo inespecifica entre os anticorpos
a serem aplicados e a membrana. Esta solucdo é composta por albumina bovina ou
leite, permitindo a associacdo entre as regides livres da membrana e as proteinas da
“solugdo bloqueadora” Apds o bloqueio, amembrana é tratada com anticorpo reativo
para a prote(na que se deseja analisar (anticorpo primario) dissolvido em uma solu-
cdo de PBS (solugdo salina tamponada com fosfato). Na etapa seguinte, a membrana
e submetida a lavagens consecutivas para remocao dos anticorpos que ndo se liga-
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ram aos seus antigenos (proteinas) correspondentes. Posteriormente, a membrana
é incubada com o anticorpo secundario, o qual é especifico para a espécie animal
na qual foi desenvolvido o anticorpo primario. O anticorpo secundario, comumente,
esta complexado a uma enzima reveladora, a qual, na medida em que for incubada
com seu substrato especifico, emitira um sinal, por exemplo, fotossensivel. A quan-
tificagcdo deste sinal é a medida indireta de quanto de proteina-alvo (antigeno) esta
presente na amostra (Figura 4.6). O immunoblotting se limita a uma andlise semi-
-quantitativa (eventualmente quantitativa) da proteina pois ndo permite estimar a
funcionalidade desta dltima.

a N

&

// -
Substrato Produto(luz) — ——) DETECCAO

Anticorpo primario (produzido em coelho)

i
lg G anti-coelho ligada a enzima (anticorpo secundario)
CO000CH000

Proteina de interesse

Proteina bloqueadora que ndo apresenta reagao cruzada (albumina do soro bovina)

. . t i . Proteinas transferidas paraa membrana de nitrocelulose

T WM W Esquema do processo de imunorevelagdo apos western blotting.

Existem quatro tipos principais de detec¢do do sinal no western blotting apos a adi-
¢do do anticorpo primario:

a) Colorimétrica - Neste método a deteccdo depende da incubagdo da membrana com
um substrato que reaja com a enzima reveladora, como a peroxidase, que esta conju-
gada ao anticorpo secundario. Esta reacdo converte o corante soluvel em insoluvel,
colorindo a membrana e gerando as bandas. Apds a lavagem para a remocao do co-
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rante, o nivel de abundancia protéica e analisado por densitometria, que consiste na
medida da intensidade da banda;

Quimioluminescente - Os métodos de deteccdo quimioluminescentes sdo caracteri-
zados pela incubagdo da membrana com substrato que emita luz apds a reacdo com
a enzima reveladora. A luz emitida é capturada por um filme fotografico ou por ca-
meras digitais e a analise é feita por densitometria. A quimioluminescéncia é um dos
métodos mais sensiveis de deteccdo no western blot;

Radioativa - Diferentemente das técnicas de deteccdo anteriores, este meétodo ndo
necessita de substratos enzimaticos uma vez que o anticorpo secundario esta acopla-
do a uma sonda radioativa, o que permite a associacao de filmes médicos de Raios-X
para revelacdo diretamente com o western blot. O emprego deste méetodo esta dimi-
nuindo devido ao seu alto custo e aos riscos a saude com o uso de material radioativo;

Fluorescente - Assim como a deteccdo radioativa, esta técnica ndo necessita de
substratos enzimaticos, pois o anticorpo secundario estd acoplado a uma sonda flu-
orescente. Quando excitada no comprimento de onda apropriado, esta sonda emite a
fluorescéncia que € captada por um fotosensor, como uma camera CCD, permitindo
aanalise das bandas por densitometria. A deteccdo fluorescente também é conside-

rada um dos métodos mais sensiveis de detec¢ao no western blot.

Kurien, BT, ScoWeld, R.H. (2006) Western blotting. Methods. 38: 283-293.
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ciéncia, Rio de Janeiro.

Jager, AV, Tavares, M.FM. (2001) Determinagao simultanea de cations por eletrofore-
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5. INTRODUCAO A PROTEOMICA

5.1. Introducao

A Teoria Central da biologia molecular explica como a informagdo genética contida nos
genes é transferida para o citoplasma. Este processo inicia-se com a formagdo de uma
molécula, o RNA mensageiro (RNAm), através do processo da transcricdo, e no citoplasma
estamolécula de RNAm é traduzida em uma proteina que exerce sua fungdo bioldgica.

As proteinas sdo macromoléculas abundantes e relevantes pois desempenham di-
versas fun¢des biologicas, tais como estrutural, hormonal, transportadora, imunoldgica
e enzimatica.

O intenso avanco da Biologia, em especial apos o sequenciamento do genoma huma-
no e de genes completos de varios organismos, gerou uma infinidade de informacdes
sobre a organizacao genética destes. Entretanto, o sequenciamento de genes ndo gera
informagdes sobre quais proteinas estdo sendo expressas em um dado momento, sob
determinada condi¢do. Ao contrario do genoma, que permanece relativamente estavel
ao longo do ciclo de vida de um organismo, o proteoma, ou seja, o perfil de expressao
protéica de uma célula é extremamente dinamico, pois se modifica dependendo das con-
dicdes e estimulos a que este organismo esta exposto.

A necessidade de suprir essa grande demanda de conhecimento sobre a biologia da
célula através do mapeamento de perfis protéicos, quantificacdo de proteinas e estu-
dos de modifica¢des pos-traducionais, levou ao surgimento da protedmica, que permi-
te investigar, além do controle da expressdo génica, modificagdes pos-traducionais e o
metabolismo celular. O termo protedmica, sugerido por Marc Wilkins em um simposio na
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m Teoria Central da biologia molecular com indicagdo dos diversos pontos de

controleexistentes,osquaispodemocorrernatranscrigdo(1),noprocessamento

do RNA(2), no transporte do mRNA do nticleo para o citoplasma (3), na eventual
degradacdo desse mRNA (4), na traducdo (5) e, finalmente, na eventual adigdo
de grupamento quimico e/ou processamento da proteina recém-sintetizada
para gerar sua forma ativa (modificacdes pds-traducionais) (6).

ltalia, em 1994, e subsequentemente publicado em 1995, é definido como a caracteriza-
¢do em larga escala do conjunto de proteinas contidas em uma célula. Este conjunto de
proteinas expressas em uma celula ou tecido, a partir do genoma, € que denominamos
proteoma.

A analise protedmica € uma técnica relativamente recente, que permite caracterizar
um proteoma de uma amostra qualitativa e quantitativamente. As duas principais técni-
cas para a analise do proteoma sdo: eletroforese bidimensional (2D-PAGE - 2-Dimensio-
nal Polyacrylamide Gel Electrophoresis) e espectrometria de massas.

A técnica de 2D-PAGE, descrita por O "Farrel em 1975, consiste na separacdo de pro-
telnas com base em duas importantes propriedades fisico-quimicas independentes:
ponto isoelétrico e massa molecular. Inicialmente, a técnica consistia na preparacgdo de
geis cilindricos de poliacrilamida, em que o gradiente de pH era estabelecido atraves de
uma pré-corrida com particulas carregadas (também chamados de anfélitos) especifi-
cas com elevada capacidade de tamponamento em pHs proximos aos seus pontos iso-
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elétricos (pl). Na primeira etapa da técnica (primeira dimensao), a amostra é submetida
a uma migracdo eletroforética em fita de gel contendo um gradiente de pH. Assim, as
proteinas migram horizontalmente no gel até chegarem ao pH em que sua carga liqui-
da (soma das cargas positivas e negativas) seja zero (pl - ponto Isoelétrico) (Berg et al,,
2002). Esta técnica é conhecida como focalizacdo isoelétrica (IEF - IsoElectric Focusing).
Na etapa seguinte, a fita resultante da primeira dimensdo € submetida a eletroforese
tradicional SDS-PAGE para uma segunda separacdo das proteinas, agora pela diferenca
em suas massas moleculares.

A espectrometria de massas determina a relagdo massa/carga (m/z) de ions em fase
gasosa. Inicialmente, esta tecnica era aplicada principalmente na determinacao de es-
truturas quimicas de moléculas pequenas e volateis. No entanto, com o desenvolvimen-
to de técnicas de ionizacdo suaves (que ionizam macromoléculas sem degradd-las) no
in{cio da década de 80, tornou-se possivel sua aplicagdo na analise de moléculas maiores
e polares, como peptideos e proteinas. A partir desse momento, novos equipamentos
passaram a ser desenvolvidos com a finalidade de solucionar questdes relacionadas a
quimica de proteinas.

As técnicas de protedmica podem ser aplicadas nas areas biomédicas, em diversos es-
tudos, tais como: identificacdo de biomarcadores de doencas, efeito de farmacos sobre
células e, ainda, na comparacdo de expressao de cepas patogénicas e nao patogénicas,
para auxiliar no desenvolvimento de métodos diagnosticos e de agentes terapéuticos.

5.2. Preparacdo da amostra

E a etapa fundamental do estudo. O protocolo ideal varia de acordo com a amostra.
A preparacdo da amostra consiste basicamente em duas etapas: inicialmente ocorre
a lise celular (rompimento das células) seguida das etapas de extracdo e solubilizagdo
das proteinas. A lise celular é feita em temperatura baixa (gelo) utilizando uma solucdo
fortemente desnaturante, com auxilio de ciclos de congelamento/descongelamento
em N, liquido, sonicacdo e/ou maceragdo. Ainda na primeira etapa, é possivel utilizar
inibidores de proteases, paraimpedir a degradacao das proteinas. Na segunda etapa, &
utilizada uma solugdo de extracdo contendo agentes caotrépicos (Uréia e Tiouréia, que
desfazem interagBes ndo-covalentes, como as liga¢des de hidrogénio nas proteinas),
detergentes ndo-iénicos ou zwiteridnicos (CHAPS, TRITON X-100 e Nonidet P-40 que
auxiliam na solubilizacdo das proteinas e desfazem os agregados protéicos), agentes
redutores (ditiotreitol ou beta-mercaptoetanol que rompem as ligacdes dissulfeto
intra e inter-cadeias) e tampdo com anfolitos carreadores os quais auxiliam na solu-
bilizagdo das proteinas, além de manter a condutividade mais uniforme ao longo do
gradiente de pH (Figura 5.2).
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m Representacdo esquematica de diferentes protocolos de extragdo de proteinas. DTT
(ditiotreitol); CHAPS (3-[(colamidopropil) dimetilamdnio]-1-propano-sulfonato); IPG
buffer (tamp&o de anfdlitos).

Amostra em Extracdo da
solucdo amostra

5.3. 2D-PAGE - Eletroforese Bidimensional

Esta etapa consiste basicamente em trés passos. O primeiro € a focalizacdo isoelé-
trica (IEF - Isoelectric Focusing), seguido pelo equilibrio das tiras de IPG para a terceira
e Ultima fase, que € 0 SDS-PAGE.

Como qualquer outra técnica, a técnica de eletroforese bidimensional tem suas li-
mitacdes: dificuldade de solubilizar proteinas de membrana, dificuldade da resolucdo/
separacdo de proteinas com pl extremos (abaixo de 3 e acima de 10) e de proteinas pouco
abundantes, dificuldade de automacao e de reprodutibilidade, alem de ser um meétodo
bastante trabalhoso.

5.3.1. Focalizac3o isoelétrica (IEF) - Primeira Dimens3o

Em1975, O "Farrell descreveu a técnica de separacao de misturas comple-
xas de proteinas em primeira dimensao, de acordo com seu ponto isoelétrico
(pl). Desde entdo, esta técnica sofreu aperfeicoamentos em varios aspectos
e tornou-se mais simples e confiavel devido a introducdo de gradientes de pH
imobilizados em suporte, comercialmente disponiveis, tornando os geis mais
reprodutiveis. Esta técnica é conhecida como focalizagdo isoelétrica, onde a
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separagao das cadeias polipeptidicas ocorre atraves de um gradiente de pH,
gerado por carreadores anfélitos (substancias poliméricas que contém em
suas estruturas varios grupos ionizaveis do tipo carboxila e amina) em géis
de poliacrilamida, na presenga de um campo elétrico. A técnica inicialmente
apresentava limitacdes na reprodutibilidade, pois os gradientes gerados por
anfolitos eraminstaveis e sofriam variagdo durante a sua producgdo. No entan-
to, ela foi aperfeicoada tornando-se operacionalmente simples devido a gra-
dientes de pH comercialmente disponiveis, imobilizados em tiras ou “strips”
de poliacrilamida, também conhecidas como tiras de IPG (IPG - Immobilized
pH gradient) (Gorg et al, 1985) (Figura.5.3).
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Representacdo esquematica de umaisoeletrofocalizacdo entre pH3e10ao longo do

tempo de corrida.
Entre as etapas de IEF e a segunda-dimensao (SDS-PAGE) as tiras de IPG ou “strips”
sao equilibradas, para que as proteinas previamente separadas pelo seu pl interajam com
0 SDS e possam entdo ser separadas segundo seu volume molecular (Figura 5.4). 0 SDS é
um detergente apresentando uma cadeia longa apolar ligada a grupo terminal carregado.
Possui uma acdo desnaturante porque sua cauda hidrofdbica se insere no interior da pro-
teina e se associa com radicais apolares, rompendo interacdes hidrofébicas que mantém
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a estrutura proteica nativa. Além disso, confere uma carga negativa a todas as proteinas,
fazendo com que estas se distingam somente pelas suas massas moleculares.

RS

L SDS se liga a proteina

ZTo-o Pe.obs.o

Moléculas menores Moléculas maiores
correm mais correm mais
rapido no gel lentamente

TOTEW R [lustragdo da agdo do SDS em proteinas.

5.3.2. SDS-PAGE

Na segunda etapa, a fita resultante da primeira dimensao € submetida a
tradicional eletroforese SDS-PAGE para uma segunda separacdo das protei-
nas, agora pela diferenca na massa molecular (Figura 5.5).

e N
pl
{Carga)
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A
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Massa molecular decrescente
(Volume Molecular)

\4

/
m Resultado final de uma 2D-PAGE. As moléculas sofreram separacdo

em duas dimensdes: pl (carga) X massa molecular relativa (volume

molecular).
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5.4. Introducao a espectrometria de massas

A espectrometria de massas é uma ferramenta analitica capaz de identificar as
composices, qualitativa e quantitativamente, de misturas complexas (incluindo a dis-
tribuicdo isotopica de seus elementos), assim como permite analisar modificacdes pds-
-traducionais como metilacdo, glicosilacdo, acetilacdo e fosforilagdo. A espectrometria
de massas permite tambem determinar a seqliéncia de aminoacidos dos peptideos, vi-
sando a identificagdo das proteinas que constituem a amostra.

O espectrometro de massas é um instrumento que determina a razdo entre massa
e carga (m/z) de ions em fase gasosa, sendo constituido pelos seguintes componentes:
fonte de ionizacdo (responsavel pela introdugdo de cargas e vaporizacdo da amostra),
analisador (es) de massas (determina arelagdo m/z do analito) e detector de {ons (detec-
taapresenca do analito) (Figura 5.6).

Cap.5

/ vacuo

HEED>- »  Fonte de —— Analisadorde 8,  Analisador | — » Detector de
lonizagao massas 1 de massas 2 fons
amostra
MALDI TOF TOF
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LinearlonTrap ™7
ESI Linear lon Trap ORBITRAP -FT
ICR-FT

Linear lon Trap

Computador'

—
|11

m/z

Busca em bancos de dados

e ldentificacdo de proteinas Espectro de massas

Esquema dos componentes possiveis de um espectrometro de massas utilizado em
estudos protedmicos. ESI (Electrospray lonization), MALDI (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization), ICR-FT (lon cyclotron ressonance - Fourier transform), Q
(Quadripole) e TOF (Time of Flight).

Basicamente, existem dois tipos principais de fonte de ionizagdo que sdo utilizadas
na analise de proteinas e peptideos: ionizagdo por eletrospray (ESI - Electrospray loni-
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zation) (Figura5.7) e ionizagdo por desorgao a laser auxiliada por matriz (MALDI - Matrix
Assisted Laser Desorption lonization) (Figura 5.8). Geralmente, estas fontes podem ser
combinadas de diferentes formas com os analisadores permitindo a construgdo de equi-
pamentos hibridos de alto desempenho. Uma combinagao que tem se mostrado eficien-
te é da fonte de ionizagdo MALDI com dois analisadores TOF (Time of Flight) em tandem
(um atras do outro; alinhados).

No espectrometro MALDI TOF-TOF a amostra é misturada a uma matriz organica e
aplicada a uma placa de aco inoxidavel contendo microfissuras. A medida que os solven-
tes damatriz e da amostra evaporam, ocorre uma co-cristalizagao destes. A placa entdo
é submetida a tiros de laser, o que provoca a fotoionizagdo dos analitos pela transferén-
cia de carga dos {ons da matriz para a amostra, e posterior dessorc¢do, fazendo com que
os {ons do analito entrem em fase gasosa. Apos entrarem em fase gasosa, os analitos
sdo encaminhados ao analisador do tipo TOF, onde os {ons sdo acelerados pela aplicagao
de uma diferenca de potencial e percorrem um espaco livre (tubo de v6o) sob vacuo, até
serem detectados. Os {ons de m/z diferentes atingem o detector em tempos diferentes;
os (ons de maior massa levam mais tempo para atingir o detector, o que pode ser visuali-
zado pela férmula a seguir:

m = 2eU [L} Assumindo os valores de e, U e L constantes;
Z

L Lembrando que na maioria das vezes z = 1.
e-> carga elementar U-> diferenca de potencial
t-> tempo L-> espaco percorrido
m-> massa z-» carga do ion

Desta forma, os componentes individuais em uma mistura de {ons sdo separados de
acordo com as suas relagdes entre massa e carga (m/z), tornando possivel a determina-
¢do damassa de cada proteina ou peptideo intacto. Para este resultado da-se o nome de
espectro MS.

Os peptideos previamente detectados durante o espectro MS (chamados de ions
precursores) sdo entdo isolados e submetidos a fragmentagdo por colisdo com molécu-
las de um gas inerte, tal como argdnio, nitrogénio ou hélio. O espectro obtido € chamado
espectro de fragmentacdo ou MS/MS.

A'identificacdo das proteinas é feita a partir dos resultados obtidos tanto do espec-
tro MS, bem como dos espectros de fragmentagdo (MS/MS), através da comparagdo
destes dados experimentais com dados de fragmentacdo tedricos, gerados in silico, de
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todas as proteinas presentes em determinado banco de dados, utilizando ferramentas
(softwares) especificas tais como Mascot ou Sequest. Estes programas reportam os
resultados encontrados na forma de estimadores da confiabilidade de identificagdo. As-
sim, quanto maior o valor do estimador, menor é a probabilidade de que este resultado
seja fruto de uma“coincidéncia’, ou seja, uma identificagao falso-positiva.
Alidentificacdo de proteinas de um determinado organismo atraves da busca em ban-
co de dados é possivel somente se este organismo possui 0 seu genoma seqiienciado e
disponivel. Em situacdo na qual o genoma de uma determinada espécie ainda ndo esteja
completamente seqienciado ou disponivel, & necessario derivar a seqiiéncia primaria
de aminoacidos de determinados peptideos baseado Unica e exclusivamente nos dados
obtidos por espectrometria de massas, isto &, sem recorrer aos algoritmos e abanco de
dados. Esta técnica é denominada de seqiienciamento de novo (Steen & Mann, 2004).

f 2
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S-ITCL WA lonizagdo e dessolvatagdo por ESI (Electrospray lonization).
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