PURIFICACAO DE PROTEINAS

O processo de isolamento de uma proteina envolve diversas etapas
que vao desde a producdo até a obtencdo de um extrato que
finalmente sera submetido a purificacao

Dependendo do objetivo final do estudo, o processo de purificacao
pode ser parcial (semi-purificacéo) ou completo

PROPRIEDADES DAS PROTEINAS E SEU EFEITO NO
DESENVOLVIMENTO DE ESTRATEGIAS DE PURIFICACAO

1. Tamanho — Massa — Densidade
2. Carga elétrica
3. Solubilidade ou hidrofobicidade

Métodos baseados em afinidade bioldgica, que exploram a interacdo entre duas
moléculas:

4. Cromatografia de afinidade (pressupde que uma das moléculas do par que
interage é um “reagente” de facil obtencéo,disponivel comercialmente)



METODOS DE CONCENTRACAO DE PROTEINAS

METODO PRINCIPIO COMENTARIO

Precipitacdo por forca | Diminuicao da | Inclui etapas sucessivas de
iOnica “salting out”, solubilidade das precipitacdo e centrifugacao
com sais inorganicas proteinas, alteracéo | (elevadas velocidades)
(Sulfato de aménio) da solvatacao

Precipitacao por | Incremento nas | Rendimento pode ser baixo,
solventes organicos forcas de atragcdo|caso nao sejam mantidas

(Acetona, TCA)

entre as protel'nas

temperaturas muito baixas

(-10°C)
Congelamento Método muito utilizado com
Liofilizac&o seguido de | amostras  biologicas  que
sublimacao a alto | podem ser inativadas em altas
Vacuo T2, Amostras devem ter baixos
conteudos de sais
Remocao de | Método rapido, que além de
Ultrafiltracdo pequenas particulas | concentrar permite separar
sob pressédo atraves | fracOes de diferente MM
de membranas de

cortes especificos




Proteinas também podem ser precipitadas com adic&o de solventes ao
meio ou quando colocadas em meio com pH proximo ao seu ponto
isoelétrico.

Proteina P.L Proteinas colocadas em meio com pH igual ao seu Pl
Pepsina <10 tendem a precipitar, pois tendo carga neutra, apresentam
Ovalbumina galinha 4,6 a camada de solvatagcdo menos organizada.

Albumina sérica humana 4,9

Tropomiosina 5,1

Insulina bovina 54

Fibrinogénio humano 5,8

Gama-globulina 6,6

Colageno 6,6

Mioglobina equina 7,0

Hemoglobina humana 7,1

Ribonuclease A bovina 7,8

Citocromo C equino 10,6

Histona bovina 10,8

Lisozima, galinha 11,0

Salmina, salmao 12,1

Ponto Isoelétrico de algumas Proteinas



PURIFICACAO POR CROMATOGRAFIA

TIPO

PRINCIPIO

EXCLUSAO MOLECULAR
OU FILTRACAO EM GEL

Separacao fisica das proteinas em funcéo do tamanho
molecular

Técnica permite determinar Massa Molar das proteinas
estudadas

TROCA IONICA

Separacéo das proteinas em funcéao da sua carga.
Atraves de interacdes eletrostaticas as proteinas se
ligam em forma reversivel a um suporte cargado

INTERACAO HIDROFOBICA

Separacéo de proteinas em funcado da interacéo entre
aminoacidos apolares de uma proteina e uma matriz
de caracter hidrofébico

AFINIDADE

Separacéo de proteinas em funcdo das propriedades
de afinidade da proteina de interesse por um ligante
especifico unido a fase estacionaria da coluna




Volume de Vazio

Espaco total que rodeia as particulas do gel na coluna
empacotada que é determinado através do volume de solvente

requerido para eluir um soluto que é completamente excluido da

Coluna

Ex.: Blue Dextran (MM= 2.000.000)
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1ow [
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Fig. 41. Typical GF clution.




CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA

PROPRIEDADES

- As colunas de troca i0nica podem
apresentar carga (+) ou (-) segundo
o grupo funcional ligado a matriz
da coluna

DEAE-Celulose : dietilaminoetil —— >
CM-Celulose : carboximetil

- Resina anibnica (+) : troca anions

- Resina cationica (-) : troca cations

- Resinas trocadoras podem ser
fortes ou fracas

- Proteina ligada reversivelmente
na resina pode ser eluida da coluna
por aumento da forca ionica ou
mudancas no pH




Cromatografia de interac&o hidrofobica

E um processo de particdo que explora a interacdo entre aminoacidos
apolares de uma proteina e uma matriz de caracter hidrofébico.

Proteinas em solucao salina concentrada matriz CHD
“perdem” parte da camada de solvatac&o para hidrofébica

0S sais, expondo na superficie regides ricas em

aminodacidos apolares, que interagem com uma  Pproteina

matriz hidrofébica altamente
hidrofilica

Trés estratégias para eluicao:

o Proteina
1. diminuir a concentracéo de sal menos
2. diminuir a polaridade da fase movel hidrofilica
3. adicionar detergente

camada de
H,0 -

Forca da interacao hidrofébica aumentacomo ~ Solvataao g
tamanho da cadeia de C na resina: g,

Fenil (C6-OH) > Butil (C4) > Octil (C8) Volume

Eficiéncia dos sais em provocar “salting-out” varia com a série de Hofmeister:

Anions: PO4-2> SO4-3>CH3COO>CI->Br>NO3>Cl04->I">SCN-
Céations:NH4*>Rb*>K*>Na*>Cs*>Li*>Mg*>Ca*>Ba*



Cromatografia de afinidade:

Ex: cromatografia de imunoafinidade

Adsorcao
Mistura de proteinas

Aw?P g
Particulas de Ry @ 0 % ° ¥Lavagem
gel recobertas cGA ’"/F Js A4
i L
de anticorpos : 3 ¥
anti-A
<\g;§1§ q
J
/
Coluna \0
empacotada 0
com ess gel
CR‘(:V
etc \ /
Desprezar
proteinas nao
retidas

Eluicdo: condi¢des que interferem na ligacao da proteina ao ligante, como mudancas no pH

e/ou forca idnica, ou por competicdo com o

Eluic&o
pH 2,0 ou sal
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Como se avalia se 0 processo de purificacao de uma
proteina foi eficiente ?

Trés parametros permitem avaliar a eficiéncia do processo de purificacdo de uma proteina:

Atividade especifica (AE): € a razao entre a quantidade da proteina de interesse, medida
através de sua atividade bioldgica, e a quantidade total de proteinas presentes
em cada etapa de purificacéo. Esse indice aumenta ao longo da purificacao.

- Indice de purificac&o: indica quantas vezes em relagdo ao material de partida a proteina
de interesse foi “concentrada”. Calcula-se como a razéo entre as atividades
especificas inicial (material de partida) e final (proteina pura).

- Rendimento: indica quanto (em %) da proteina de interesse ativa presente no material de
partida foi recuperado ao final da purificacdo. Um certo grau de perda é
inerente do processo de purificacdo (em cada etapa s6 devem ser proces-
sadas as fracdes mais ricas em atividade biolégica, desprezando-se aquelas
gue apresentam pouca atividade).

Também podem ocorrer perdas por desnaturacdo das proteinas devido as diferentes
condicbes (pH, sais, etc) a que sao submetidas nas diferentes etapas de purificacdo. Espera-
se recuperar 0 maximo possivel da proteina de interesse.



TABELA DE PURIFICACAO

ETAPA ATIVIDADE | PROTEINA A.E. RENDIM. | PURIFICACAO
(U1 (mg) (U/mg) (%) (Vezes)

Extrato 5.300 295 18 100 1

Inicial

Precipitacao 5.215 183 29 99 1.6

(Acetona)

DEAE- 3.281 55 59 62 3.3

Sepharose

Sephacryl 3.021 45 67 57 3.7

S-200 HR

Mono S 1.708 6.6 259 32 14.5




TECNICA UTILIZADA COMO CRITERIO DE PUREZA

ELETROFORESE

A eletroforese é uma tecnica relativamente simples e rapida e de alto
valor informativo, que consiste na migracdo de molécula ionizadas de

acordo com suas cargas elétricas e massa molar, submetidas a um
campo elétrico

- O suporte mais utilizado para conduzir a eletroforese € o gel de
poliacrilamida, em condicoes nativas (PAGE) e desnaturantes
(SDS-PAGE)

- Sistema SDS-PAGE serve para a determinacao da massa molar
das proteinas presentes em uma amostra



Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (PAGE)

O desenho ao lado mostra o tipo mais comum

Pocs Afastes de cuba para PAGE.
'ﬂﬁﬂ i amo;tra Na cuba, o gel é polimerizado entre duas
Pocos para placas de vidro ou plastico, afastadas 1 mm
catodo as amostras B
i - 1 mm uma da outra.

Placas
de vidro

cuba vertical para mini-gel (10 X 8 cm)



- O SISTEMA PAGE E USADO PARA A ANALISE DO PADRAO
DE PROTEINAS NATIVAS PRESENTES NUMA AMOSTRA

A quantidade de bandas que aparecem no gel € um indicativo da
pureza de uma amostra

Analytical assay

Lare 1: Low Molecular Weight
Calibration kit
(LMW 14 400, 20 100,
30000, 43 000,67 000,
94 000
= Larv 2: Detergent exiract of
Eschancha cof membranes
Lare 3: Flow-through material
Larv= 4: Fraction 1 from HiTrap
Chelsting 1 mi
Larvs 5: Fraction 2 from HiTrap
Chelting 1 mi
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Lane 1

SDS clectrophoresis on PhastSystem using PhastGel 8-25%, silver staining.



Sequenciamento de proteinas

Primary Secondary Tertiary Quaternary
structure structure structure structure
™
-t
AL
Amino acid a Helix Polypeptide chain Assembled subunits
residues
Etapas:
* 1) separar as cadeias 4) determinar os residuos N- terminal

« 2)reduzir os grupamentos dissulfeto  5) Hidrolise enzimatica da cadeia
. 3) hidrolise total 6) Determinar a sequéncia



Estrutura priméria: € a sequéncia dos aminoacidos na cadeia polipeptidica.
__ {elceseccoeceo

Para determinar a estrutura primaria de uma proteina,
€ necessario primeiro conhecer a composicao (numero $
e tipos) de seus aminoacidos.

A proteina pura é tratada com
HCI 6N fervente para quebrar
(hidrdlise) as ligacbes peptidicas.
Triptofano € destruido

1 1

A mistura resultante é submetida
a métodos cromatograficos (fase du
reversa, troca idnica) para separar 5 ; : rr—
os diferentes aminoacidos. Tempo de retencéo (min)

aminoéacido

Glu
LM-Cya
Asn
Gl

2MH Arainice

Sar

fluorescéncia

A posicao do pico no cromatograma identifica o aminoacido.
A area do pico quantifica 0 aminoacido.




Identificacao do N-terminal

Polypeptide

(a)

(b)

NO,
FDNB- 2.4 dinitrofluorobenzeno
FDNB NO,
NH NH F
(IZH 6m HCI R‘—CIH 2 a::ieno Identify amino-terminal
| | wiile residue of polypeptide.
C=0 (alo]o
2 % I
2,4-Dinitro- HN 2,4-Dinitrophenyl
phenyl (I:H derivative
derivative | of amino-terminal
of polypeptide (E: =0 residue (S anger)
; Phenylisothio- r\|"-I I\IlH
II t S=C
¢ SESRERS l‘) P _ A Identify amino-terminal
3 Hr‘f CF.COOH 5\ }“ H* S—f ?—O residue; purify and recycle
W R'—CH 3 C—CH HN CH remaining peptide fragment
il I 7\
’ OH \»C =0 o R A, through Edman process.
GI‘I\JHZ Anilinothiazolinone  Phenylthiohydantoin
RZ—CI H derivative of amino derivative of amino
| acid residue acid residue
G=0 (Edman)
R? 4
E + | | Shortened i i
HN —C—C—N—C—c~A 0 Sequenciadores automatizados fazem
eptide .
PTC adduct L | e todas as etapas, com capacidade para

——————————————

realizar 30 ciclos por dia, a partir de
100-200 picomoles de proteina.




Hidrolise parcial das cadeias polipeptidicas

TABLE 3-7 The Specificity of Some Common
Methods for Fragmenting Polypeptide Chains

Reagent (biological source)*

Cleavage pointst

Trypsin

(bovine pancreas)
Submaxillarus protease

(mouse submaxillary gland)
Chymotrypsin

(bovine pancreas)
Staphylococcus aureus V8 protease

(bacterium S. aureus)
Asp-N-protease

(bacterium Pseudomonas fragi)
Pepsin

(porcine stomach)
Endoproteinase Lys C

(bacterium Lysobacter
enzymogenes)

Cyanogen bromide

Lys, Arg (C)
Arg (C)

Phe, Trp, Tyr (C)
Asp, Glu (C)
Asp, Glu (N)
Phe, Trp, Tyr (N)

Lys (C)

Met (C)

*All reagents except cyanogen bromide are proteases. All are available

from commercial sources.

TResidues furnishing the primary recognition point for the protease or
reagent; peptide bond cleavage occurs on either the carbonyl (C) or the
amino (N) side of the indicated amino acid residues.



Separacio e analise dos peptideos

goi8 Procedure

Poly

hydrolyze; separate

- . amino acids

peptide

react with FDNB; hydrolyze;
\separate amino acids

reduce

disulfide
bonds (if present)

cleave with trypsin;
separate fragments; sequence
\ by Edman degradation

cleave with cyanogen
bromide; separate fragments;
\sequence by Edman degradation

aTmon»

0666

©OOO®

W= NB_NW©N

Result

H 2 R 1
1 3 S 2
K 2 T 1
L 2 Vi1
M2 Y 2
P 3

2,4-Dinitrophenylglutamate

detected

GASMALIK
EGAAYHDFEPIDPR
DCVHSD
YLIACGPMTK

EGAAYHDFEPIDPRGASM

TKDCVHSD
ALIKYLIACGPM

Conclusion
Polypeptide has 38
amino acid residues. Tryp-
sin will cleave three times
(atone R (Arg) and two
K (Lys)) to give four frag-
ments. Cyanogen bromide
will cleave at two
M (Met) to give three
fragments.

E (Glu) is amino-
terminal residue.

@ placed at amino terminus

because it begins with E (Glu).

placed at carboxyl terminus
because it does not end with
R (Arg) or K (Lys).

@overlaps with

@and,allowing

them to be ordered.

establish

@@ ©
: mMino | . AAYHDFEPIDPRGASMALIKYLIACGPMTKDCVHSD o' 2OXY
erminus | Ml [ — | terminus

©

©® @



