Técnicas de Purificacao
de Proteinas e Acidos
Nucleicos

1 Isolamento de proteinas

Selegao da fonte proteica

Métodos de solubilizagao

Estabilizacao de proteinas

Andlise de proteinas

Estratégia geral para a purifica¢d@o de proteinas

moom®

2 Solubilidade das proteinas
A. Efeitos das concentragoes de sais
B. Efeitos dos solventes organicos
C. Efeitos do pH
D. Cristalizagao

3 Separacdo cromatogréfica
A. Cromatografia de troca idnica
B. Cromatografia de gel filtragao
C. Cromatografia de afinidade
D. Outras técnicas cromatogréaficas

4  Eletroforese

Eletroforese em papel
Eletroforese em gel
SDS-PAGE

Focalizac@o isoelétrica
Eletroforese capilar

moow>»

5 Ultracentrifugagao
A. Sedimentacao
B. Ultracentrifugacao preparativa

6 Fracionamento de dcidos nucleicos
A. Métodos em solugdo
B. Cromatografia
C. Eletroforese
D. Ultracentrifugacao

Grande parte da maioria das investiga¢des bioquimicas en-
volve a purificagdo dos materiais aqui considerados, pois es-
tas substdncias precisam ser relativamente livres de contami-
nantes para que possam ser devidamente caracterizadas. Isso
pode se tornar uma tarefa gigantesca, pois, geralmente, cada
célula contém milhares de substincias diferentes, muitas das
quais apresentam propriedades fisicas e quimicas bastante se-
melhantes as de outros constituintes celulares. Além disso, o
material de interesse pode ser instdvel e existir em quantida-
des minimas. Normalmente, uma substincia que corresponda
a < 0,1% do peso seco de um tecido deve atingir uma pureza
de ~98%. Problemas de purificagio dessa magnitude seriam
considerados demasiado dificeis pela maioria dos quimicos.
E, portanto, pouco surpreendente que no conhecimento so-
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CAPITULO 6

bre os processos bioquimicos tenha sido alcangado paralela-
mente & habilidade em purificar materiais biolégicos.

Este capitulo apresenta uma visdo geral das técnicas
mais utilizadas para o isolamento, a purificacio e, até certo
ponto, a caracterizagdo de proteinas e de dcidos nucleicos,
bem como de outros tipos de moléculas bioldgicas. Esses
métodos constituem as ferramentas basicas da bioquimica e
fazem parte do trabalho pritico cotidiano dos bioquimicos.
Além disso, muitas dessas técnicas sdo regularmente utili-
zadas em aplica¢des clinicas. De fato, uma compreensio bd-
sica dos métodos aqui descritos é imprescindivel para enten-
der o significado e as limitagoes da maioria das informagoes
apresentadas neste livro. Este capitulo deveria, portanto, ser
considerado como material de referéncia a ser consultado
repetidamente, & medida que se fizer necessdrio, durante a
leitura dos outros capitulos. Muitas das técnicas utilizadas
para o fracionamento de proteinas e de dcidos nucleicos sdo
semelhantes. Por isso, serd enfocado primeiramente como é
que as proteinas sdo purificadas e s6 depois trata-se de como
é que essas técnicas s@o utilizadas para o fracionamento de
4cidos nucleicos.

1 ISOLAMENTO DE PROTEINAS

As proteinas constituem uma grande parte da massa de to-
dos os organismos. Uma determinada proteina, como a he-
moglobina dos glébulos vermelhos do sangue, pode ser a
substdncia predominante em certo tecido. J4 uma proteina
como o repressor lac de E. coli (Segio 31.3B) normalmente
apresenta uma populacdo de apenas poucas moléculas por
célula. Técnicas semelhantes sdo utilizadas para o isolamento
e a purificacdo de ambas as proteinas, apesar de que, em ge-
ral, quanto menor a concentragio inicial de uma substéncia,
maior € o esforco necessdrio para isold-la na forma pura.

Nesta segfo, discute-se os cuidados a serem tomados
quando se trabalha com proteinas, bem como seu manuseio,
e resume-se a estratégia geral para a sua purificacido. Para
muitas proteinas, o processo de isolamento e purificagio é
uma tarefa minuciosa que requer dias de esforgo para que se
obtenha apenas alguns miligramas, ou até menos, do produto
desejado. Entretanto, como serd visto a seguir, as técnicas
analiticas modernas atingiram um grau tio alto de sensibili-
dade que, muitas vezes, essa pequena quantidade de mate-
rial € suficiente para ampla caracteriza¢io de uma proteina.
Vocé deve lembrar que as técnicas descritas neste capitulo
sfo aplicdveis a separagdo da maioria dos tipos de moléculas
biolégicas.
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A. Selecgao da fonte proteica

Proteinas com funcdes idénticas em geral estdo presentes em
uma multiplicidade de organismos. Por exemplo, a maioria das
enzimas que faz mediagao dos processos metabdlicos basicos ou
que estdo envolvidas na expressio e transmissdo da informacio
genética sdo comuns a todas as células vivas. Claro que existe
uma variacdo considerdvel das propriedades de uma proteina
em particular obtida de diversas fontes. De fato, diferentes va-
riantes de uma determinada proteina podem estar presentes
em diferentes tecidos de um mesmo organismo ou mesmo em
diferentes compartimentos de uma mesma célula. Portanto, se
houver possibilidade de escolha, o isolamento de uma proteina
pode ser muito simplificado pela escolha adequada da fonte
proteica. A escolha deve ser fundamentada em critérios tais
como a facilidade de obtengdo de quantidades suficientes do
tecido a partir do qual a proteina serd isolada, a quantidade da
proteina escolhida presente nesse tecido, e quaisquer proprie-
dades peculiares a proteina escolhida que possam auxiliar na
sua estabilizagdo e no seu isolamento. Tecidos obtidos de ani-
mais domesticados, como galinhas, vacas, porcos ou ratos, em
geral sdo os escolhidos. Como fontes alternativas, incluem-se
microrganismos de ficil obtengdo, como, por exemplo, E. coli
ou a levedura do pio (Saccharomyces cerevisae). Serd visto,
entretanto, que protefnas de uma grande variedade de organis-
mos ja foram estudadas.

Meétodos de clonagem molecular (Secdo 5.5) se tornaram,
rapidamente, técnicas de producio de proteinas igualmente,
sendo mais, importantes. Praticamente qualquer gene que co-
difique para uma proteina pode ser isolado do seu organismo
parental, especificamente alterado (por meio da engenharia
genética), caso desejado, e expressado em altos niveis (super-
produzido) em um organismo cultivado de maneira adequa-
da, como E. coli ou levedura, podendo chegar a constituir até
30% da proteina total da célula superprodutora. Esse alto ni-
vel de produgdo proteica em geral leva a uma quantidade de
proteina clonada maior do que aquela presente no organismo
parental (no qual a proteina pode estar presente em quanti-
dades minimas), tornando muito mais ficil o seu isolamento.

B. Métodos de solubilizacao

A primeira etapa no isolamento de uma proteina, ou de qual-
quer outra molécula bioldgica, é obté-la em solucio. Em al-
guns casos, como as proteinas do soro sanguineo, a natureza ja
o fez. No entanto, geralmente uma proteina deve ser liberada
das células que a contém. O método a ser escolhido para esse
procedimento depende das caracteristicas mecdnicas do teci-
do de origem, bem como da localiza¢do da proteina na célula.

Se a proteina de interesse estiver localizada no citosol da
célula, sua liberagdo exige apenas o rompimento (lise) das
células. No método mais simples de lise, conhecido como lise
osmotica, as células sdo suspendidas em uma solucio hipotd-
nica, ou seja, uma solugdo na qual a concentragdo molar total
de solutos é menor do que aquela do interior das células no
estado fisiol6gico normal. Sob a influéncia de forgas osmo-
ticas, a dgua difunde para a solugio intracelular, que é mais
concentrada, fazendo com que as células inchem e se rom-
pam. Esse método funciona bem para células animais, mas
para células que contém parede celular, como as células de
bactérias e de vegetais, ele em geral € ineficaz. O uso de en-
zimas, como a lisozima, que degrada quimicamente a parede

celular bacteriana (Segdo 15.2), as vezes € eficaz para essas
células. Detergentes ou solventes orgénicos, como acetona
ou tolueno, também sfo titeis para lisar células, mas um certo
cuidado deve ser tomado ao utilizd-los, visto que eles podem
desnaturar a proteina de interesse (Secdo 8.4E).

Muitas células precisam de algum tipo de processo de des-
trui¢do mecdnica para serem rompidas. Isso inclui vérios ciclos
de congelamento e descongelamento, trituracéo com areia, alu-
mina ou pequenas esferas de vidro, ou o uso de um triturador
de alta velocidade (semelhante ao liquidificador doméstico),
um homogeneizador (um tubo de vidro dentro do qual o tecido
¢é esmagado com o uso de um pistdo que se encaixa de forma
justa no interior do tubo, o qual pode ser manualmente ou me-
canicamente operado), uma prensa francesa (um aparelho que
cisalha as células esguichando-as sob alta pressdo através de
um pequeno orificio, arrebentando-as), ou um sonicador (que
rompe as células por meio de vibracoes ultrassonicas). Uma vez
tendo sido rompidas as células, o lisado bruto pode ser filtrado
ou centrifugado para a remogdo dos fragmentos celulares, fi-
cando a proteina de interesse na solugdo sobrenadante.

Se a proteina desejada é um componente de complexos
subcelulares, tais como membranas ou mitocdndrias, uma puri-
ficagdo considerdvel da proteina pode ser obtida separando-se
primeiramente o complexo subcelular do resto do material da
célula. Isso em geral é realizado por centrifugacio diferencial,
um processo em que o lisado celular é centrifugado em uma
velocidade que remove apenas os componentes celulares que
sdo mais densos do que aquele que se deseja isolar, seguido por
uma centrifugacio a uma velocidade que sedimenta o compo-
nente de interesse. A proteina é entdo separada do componen-
te subcelular purificado por meio da extragdo com solugdes sa-
linas concentradas ou, no caso de proteinas fortemente ligadas
a membranas, com o uso de solucdes detergentes ou solventes
orgémnicos, como butanol, que solubiliza lipideos.

C. Estabilizagao de proteinas

Uma vez que uma proteina tenha sido removida do seu am-
biente natural, ela fica exposta a muitos agentes que podem
danifica-la irreversivelmente. Essas influéncias devem ser
cuidadosamente controladas em todas as etapas do proces-
so de purificacio, caso contririo o rendimento da proteina
desejada pode ser muito reduzido ou mesmo chegar a zero.

A integridade estrutural de muitas proteinas é sensivel
ao pH devido a presenca de um grande nimero de grupos
dcido-base. Para evitar danos em materiais biolégicos decor-
rentes de variagtes de pH, esses materiais em geral sdo dis-
solvidos em solucdes tamponantes eficazes na faixa de pH na
qual o material € estdvel.

As proteinas sdo facilmente desnaturdveis em altas
temperaturas. Apesar da estabilidade térmica das proteinas
variar muito, muitas delas desnaturam lentamente acima
de 25°C. Assim sendo, a purificagio de proteinas é normal-
mente realizada a temperaturas préximas a 0°C. Entretanto,
existem muitas proteinas que requerem temperaturas mais
baixas, algumas até mesmo abaixo de —100°C, para se man-
terem estdveis. Jd algumas proteinas libeis no frio tornam-se
instdveis abaixo da temperatura caracteristica.

As caracteristicas da estabilidade térmica de uma proteina
podem as vezes ser utilizadas para auxiliar na sua purificagio.
Uma proteina, resistente ao calor, presente em um extrato bru-
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to pode ser purificada aquecendo-se rapidamente a mistura
de forma a desnaturar e precipitar a maior parte das proteinas
contaminantes, sem no entanto afetar a proteina desejada.

As células contém proteases (enzimas que catalisam a cli-
vagem hidrolitica das liga¢Ges peptidicas) e outras enzimas de-
gradativas que, ap6s lise celular, sdo liberadas na solugéo junto
com a proteina de interesse. Deve-se tomar cuidado para que
a proteina ndo seja degradada por essas enzimas. As enzimas
degradativas podem ficar inativas em pH e temperaturas que
ndo sejam danosos & proteina de interesse. Alternativamente,
essas enzimas podem ser especificamente inibidas por agen-
tes quimicos sem afetar a proteina desejada. Evidentemente,
a medida que se avanca na purificagdo de uma proteina, mais
e mais enzimas degradativas sdo eliminadas.

Algumas proteinas sdo mais resistentes a degradagio
proteolitica do que outras. A purificacdo de uma proteina que
é resistente a proteases pode ser feita mantendo-se o extrato
proteico bruto em condi¢Oes nas quais as enzimas proteoliti-
cas presentes permanecem ativas. Essa técnica, denominada
auntdlise, simplifica a purifica¢do da proteina resistente, pois,
em geral, é mais ficil remover seletivamente os produtos de
degradagio das proteinas contaminantes do que das protei-
nas intactas.

Muitas proteinas sdo desnaturadas pelo contato com a
interface dgua-ar e, em baixas concentrag¢des, uma fracio
significativa da proteina presente pode ser perdida por ad-
sor¢do a superficies. Portanto, uma solugfo proteica deve ser
manuseada de maneira a minimizar a produc¢io de espuma e
deve ser mantida relativamente concentrada. Existem, € cla-
ro, outros fatores aos quais uma proteina pode ser sensivel,
incluindo a oxidagio de residuos de cisteina, formando liga-
¢Oes dissulfeto; metais pesados contaminantes, que podem se
ligar irreversivelmente & proteina; e a concentragio de sal e
a polaridade da solugio, que devem ser mantidos na faixa
de estabilidade da protefna. Por fim, muitos microrganismos
consideram as proteinas deliciosas, portanto solugdes protei-
cas devem ser armazenadas sob condigdes que inibam o cres-
cimento de microrganismos (p. ex., em geladeira e/ou com
pequenas quantidades de alguma substancia téxica que nédo
reaja com proteinas, como azida sédica [NaN;]).

D. Analise de proteinas

Para purificar qualquer substéncia, deve-se procurar meios
para detectar quantitativamente a presenca da substéncia.
Uma dada proteina raramente perfaz mais do que uma pe-
quena porcentagem do peso do seu tecido de origem e em
geral estd presente em quantidades bem menores. Além do
mais, grande parte do material a partir do qual a proteina é
extraida assemelha-se muito & prépria proteina de interes-
se. Consequentemente, o ensaio analitico deve ser especifico
para a proteina que estd sendo purificada e altamente sensi-
vel & sua presenca. Além disso, a maneira de realizar o ensaio
deve ser conveniente para que possa ser realizado repetida-
mente, em geral a cada etapa do processo de purificacdo.
Dentre os ensaios mais simples para andlise de proteinas
estdo aqueles para enzimas que catalisam rea¢Ges gerando pro-
dutos facilmente detectdveis. Esses produtos podem apresen-
tar fluorescéncia ou absorbéncia espectroscdpica caracteristicas
que possam ser monitoradas. Alternativamente, a reagio enzi-
mitica pode consumir ou gerar 4cido de forma que a enzima
possa ser analisada por titulagdo dcido-base. Se o produto de

uma reagio enzimdtica ndo for facilmente quantificado, sua
presenga ainda pode ser revelada por um tratamento quimico
posterior que produza algum produto mais facilmente obser-
vével. Muitas vezes isso € realizado por uma reaciio enzimética
acoplada, na qual o produto da enzima a ser analisada € con-
vertido, por uma outra enzima, em uma substincia observivel.

Proteinas que nfo sejam enzimas podem ser analisadas
pela capacidade de se ligarem a substincias especificas ou
pela observacdo dos seus efeitos bioldgicos. Por exemplo,
proteinas receptoras sdo muitas vezes analisadas incubando-
-as com uma molécula radioativa a qual elas se ligam especi-
ficamente, em seguida a mistura é passada por um filtro que
retém proteinas e entdo € medida a quantidade de radioati-
vidade no filtro. A presenca de um horménio pode ser de-
tectada por seu efeito sobre uma amostra de tecido-padrio
ou sobre um organismo inteiro. Esses tipos de ensaios sdo
procedimentos geralmente mais demorados, pois a reagdo
(resposta) provocada pelo ensaio pode levar dias para ser
evidenciada. Além disso, sua reprodutibilidade é muitas ve-
zes pouco satisfatéria, devido ao comportamento complexo
dos organismos vivos. Tais ensaios sdo, portanto, utilizados
apenas quando nio hé procedimento alternativo disponivel.

a. Técnicas imunoguimicas podem detectar rapidamente
quantidades minimas de proteinas especificas

Procedimentos imunoquimicos propiciam técnicas de andli-
se de proteinas com sensibilidade e seletividade altas. Esses
métodos empregam anticorpoes, proteinas que séo produzi-
das pelo sistema imune dos animais em resposta a introdugio
de uma proteina estranha e que se ligam especificamente a
proteina estranha (os anticorpos e o sistema imune séo discu-
tidos na Secdo 35.2).

Anticorpos extraidos do soro sanguineo de animais que
tenham sido imunizados contra uma proteina em particular
sdo o produto das diferentes células produtoras de anticor-
pos. Eles formam, portanto, uma mistura heterogénea de
moléculas, que variam quanto a sua exata especificidade e
afinidade de ligagédo a proteina-alvo. Células produtoras de
anticorpos normalmente morrem apés algumas divisoes ce-
lulares, logo uma célula dessas ndo pode ser clonada para
produzir quantidades suficientes de uma tinica espécie de
anticorpo para ser utilizado. Entretanto, esses anticorpos
monoclonais podem ser obtidos pela fusdo da célula que pro-
duz o anticorpo desejado com uma célula de um cincer do
sistema imune, conhecida como mieloma (Secdo 35.2Bd). A
célula resultante, hibridoma, apresenta capacidade ilimitada
de divisdo e, quando cultivada em meio de cultivo celular,
produz grandes quantidades do anticorpo monoclonal.

Uma proteina pode ser prontamente detectada, ou mesmo
isolada, por meio da precipitagdo por seu anticorpo correspon-
dente. Alternativamente, no radioimunoensaio uma proteina
pode ser detectada indiretamente pela determinacdo do seu
grau de competi¢do (pela ligagio ao anticorpo) com um padréo
marcado radioativamente (Se¢io 19.1Aa). No enzimaimunoen-
saio de (Elisa, enzyme-linked immunosorbent assay; Fig. 6.1):

1. Anticorpos contra a proteina de interesse sdo imobiliza-
dos em um sélido inerte, como poliestireno.

2. A solugio contendo a proteina a ser analisada € aplicada
a superficie coberta com anticorpos sob condi¢des nas quais
os anticorpos ligam-se a proteina. A proteina nio ligada é
depois removida por lavagem.
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FIGURA 6.1 Enzimaimunoensaio (Elisa). §'2 Ver Figuras
animadas

3. O complexo proteina-anticorpo resultante reage poste-
riormente com um anticorpo secunddrio especifico para a
proteina, ao qual uma enzima facilmente analisdvel foi ligada
covalentemente.

4. Apds remover, por lavagem, todo o anticorpo secun-
dério que ndo se ligou ao complexo, a enzima do complexo
imobilizado anticorpo-proteina-anticorpo-enzima € analisa-
da, indicando assim a quantidade de proteina presente.

Tanto os radioimunoensaios como os Elisa sio amplamente
utilizados para detectar pequenas quantidades de proteinas es-
pecificas e outras substincias biolégicas nos laboratérios € nas
aplicagOes clinicas. Por exemplo, um dos testes de gravidez de
facil acesso, e que dd uma resposta segura poucos dias apds a
concepedo, faz uso de Elisa para detectar o horménio placen-
tdrio gonadotrofina coridnica (Segio 19.11) na urina da mée.

E. Estratégia geral para a purificagdo de proteinas

O fato que as proteinas s@o substdncias bem-definidas ndo era
muito aceito até 1926, quando James Sumner cristalizou pela
primeira vez uma enzima, a urease do feijdo-de-porco. Antes
disso, pensava-se que as altas massas moleculares das proteinas
resultavam de um agregado coloidal de substincias misterio-
sas e pouco definidas de massas moleculares menores. Apds se
perceber que era possivel, em principio, purificar proteinas, os
trabalhos nesse sentido passaram a ser levados mais a sério.

Na primeira metade do século XX, os métodos de pu-
rifica¢do de proteinas disponiveis eram extremamente gros-
seiros para os padroes atuais. A purificacdo de proteinas era
uma tarefa drdua, que consistia tanto em arte quanto em
ciéncia. Em geral, o desenvolvimento de uma técnica de pu-
rificacdo satisfatéria para uma dada proteina significava anos
de trabalho, que envolvia quantidades imensas de material
de partida. Ainda assim, até 1940, cerca de 20 enzimas ha-
viam sido obtidas na forma pura.

Desde entdo, dezenas de milhares de proteinas ji foram
purificadas e caracterizadas em diferentes niveis. As técnicas
modernas de separagio apresentam um grau tio alto de discri-
minagido que ¢ possivel obter, e em grande quantidade, uma
série de proteinas com propriedades tdo semelhantes entre si
que a mistura delas, hd até poucos anos, era considerada uma
substdncia pura. Contudo, o desenvolvimento de uma técnica
eficiente para a purificagido de uma dada proteina ainda pode
ser uma tarefa intelectualmente desafiadora e demorada.

As proteinas sdo purificadas por técnicas de fracionamento.
Em uma série de etapas independentes, as diversas proprieda-
des fisico-quimicas da proteina de interesse sdo utilizadas para
separd-la progressivamente de outras substancias. A ideia ndo
¢, necessariamente, minimizar a perda da proteina desejada,
mas eliminar de forma seletiva os outros componentes da mis-
tura de forma que reste apenas a substéncia desejada.

Talvez nio seja filosoficamente possivel provar que uma
substincia esteja pura. Entretanto, o critério operacional
para estabelecer a pureza constitui-se em um método exaus-
tivo: a demonstracdo, por todos os métodos disponiveis, de
que a amostra de interesse consiste em apenas um compo-
nente. Assim, 2 medida que novas técnicas de separacdo sdo
criadas, os padrdes de pureza devem ser revisados. A expe-
riéncia tem mostrado que, as vezes, quando uma amostra de
material antes considerada substincia pura € submetida a
uma nova técnica de separacgio, acaba por se provar que ela
consiste em uma mistura de vdrios componentes.

As caracteristicas das proteinas e de outras biomolécu-
las que sdo utilizadas nas vdrias técnicas de separagdo sio:
solubilidade, carga idnica, polaridade, tamanho molecular e
especificidade de ligagdo para outras moléculas biolégicas.
Algumas das técnicas que serdo discutidas e as caracteristicas
proteicas das quais elas dependem sio:

Caracteristica Técnica
Solubilidade 1. Salting in
2. Salting out
Carga ionica 1. Cromatografia de troca i6nica
2. Eletroforese
3. Focalizagdo isoelétrica
Polaridade 1. Cromatografia de adsorcio
2. Cromatografia em papel
3. Cromatografia de fase reversa
4. Cromatografia de interagdo hidrofébica
Tamanho molecular 1. Diilise e ultrafiltracdo
2. Eletroforese em gel
3. Cromatografia de gel filtracdo
4, Ultracentrifugacao
Especificidade de 1. Cromatografia de afinidade
ligaciio
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No restante deste capitulo, serdo discutidas essas técnicas de
separacdo.

2 SOLUBILIDADE DAS PROTEINAS

Os miiltiplos grupos dcido-base de uma proteina fazem com
que as suas propriedades de solubilidade sejam dependentes
das concentragdes dos sais dissolvidos, da polaridade do sol-
vente, do pH e da temperatura. Diferentes proteinas variam
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FIGURA 6.2 Solubilidade de diversas proteinas em solucdes de
sulfato de aménio. (Segundo Cohn, E.J., and Edsall, I.T., Pro-
teins, Amino Acids and Peptides, p. 602, Academic Press [1943].)
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FIGURA 6.3 Solubilidade da carboxiemoglobina no sen ponto
isoelétrico em funciio da forca iGnica e do tipo de fon. AquiSe
§’ referem-se, respectivamente, as solubilidades da proteina em
solucdo salina e em dgua pura. Estd colocado no gréfico o lo-
garitmo dessa razdo para que as curvas de solubilidade possam
ser colocadas em uma mesma escala. (Segundo Green, A.A., J.
Biol. Chem. 95, 47 [1932].)

muito quanto i solubilidade em um determinado conjunto
de condig¢des: algumas proteinas precipitam em solugdes sob
as mesmas condigdes em que outras proteinas permanecem
soldveis. Esse efeito é frequentemente utilizado como base
para a purificacdo de proteinas.

A. Efeitos das concentragdes de sais

A solubilidade de uma proteina em solucdo aquosa é uma
funcédo sensivel as concentragdes dos sais dissolvidos (Figs.
6.2 a 6.4). A concentragio de sal nas Figs. 6.2 e 6.3 € expressa
em termos de forca idnica, I, que é definida por

I:%EC,Z?

onde c; € a concentracdo molar da espécie idnicaie Z, € a car-
ga ibnica. O uso desse pardmetro para calcular os efeitos das
cargas ionicas resulta de consideracdes tedricas a respeito das
solugdes idnicas. Entretanto, como indica a Fig. 6.3, a solubili-
dade de uma proteina em uma dada forga idnica varia confor-
me os tipos de fons presentes na solugéo. O grau de eficiéncia
desses varios ions em influenciar na solubilidade da proteina
é bastante semelhante para diferentes proteinas e, aparente-
mente, deve-se sobretudo a hidratagio e ao tamanho do fon.

A solubilidade de uma proteina em uma baixa forga idni-
ca em geral aumenta com a concentragdo de sal (lado esquer-
do da Fig. 6.3 e as diferentes curvas da Fig. 6.4). A explica¢do
para esse fenémeno, denominado salting in, é que, & medi-
da que a concentragdo de sal da solugio proteica aumenta,
os fons de carga oposta adicionais protegem de forma mais
efetiva as miiltiplas cargas idnicas das moléculas da proteina,
aumentando assim a solubilidade da proteina.

[6.1]
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FIGURA 6.4 Solubilidade da B-lactoglobulina em funciio do
pH e em diferentes concentracées de NaCl. (Segundo Fox, S.,
and Foster, 1.S., Introduction to Protein Chemistry, p. 242, Wi-
ley [1975].)
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Em forgas idnicas altas, a solubilidade das proteinas, bem
como a da maioria das outras substincias, diminui. Esse efeito,
conhecido como salting out, resulta principalmente da com-
peticio entre os fons do sal adicionado com 0s outros solutos
dissolvidos pelas moléculas de solvatagio. Em altas concentra-
¢Oes salinas, tantos dos {ons adicionados sdo solvatados que a
quantidade de solvente disponivel torna-se insuficiente para
dissolver outros solutos. Em termos termodindmicos, a ativida-
de do solvente (concentragio efetiva; Apéndice do Capitulo 3)
diminui. Portanto, as interacoes soluto-soluto se tornam mais
fortes do que as interagdes soluto-solvente, e o soluto precipita.

Salting out é a base para uma das técnicas mais frequente-
mente usadas para purificar proteinas. A Fig. 6.2 mostra que a
solubilidade de diferentes proteinas varia amplamente em fun-
¢do da concentragdo de sal. Por exemplo, a uma forga idnica 3,
o fibrinogénio é muito menos solivel do que as outras protei-
nas da Fig. 6.2. O ajuste da concentracio de sal de uma solugdo
contendo urna mistura de proteinas para valores logo abaixo do
ponto de precipitagdo da proteina a ser purificada faz muitas
proteinas indesejdveis serem eliminadas da solugido. Apos a re-
mogdo do precipitado por filtragdo ou por centrifugacio, a con-
centragdo de sal da solucdo remanescente é aumentada de forma
a precipitar a proteina desejada. Dessa maneira, uma purifica-
¢do significativa e a concentragio de uma grande quantidade de
proteina podem ser convenientemente obtidas. Em vista disso,
salting out é, muitas vezes, a etapa inicial nos procedimentos de
purificagdo de proteinas. O sulfato de amonio € o reagente mais
utilizado para a precipitagio de proteinas por salting out, pois
sua alta solubilidade (3,9 M em dgua a 0°C) permite a obtengéo
de solugdes com altas forgas i6nicas (até 23,4 em dgua a 0°C).

Determinados fons, principalmente 1", ClO,, SCN",
Li*, Mg®", Ca’" e Ba’", aumentam a solubilidade em vez de
levarem a precipitacdo por salting out. Esses ions também
tendem a desnaturar as proteinas (Secdo 8.4E). J4 fons que
diminuem a solubilidade das proteinas estabilizam suas es-
truturas nativas, de forma que as proteinas que sédo precipita-
das por salting out ndo sofrem desnaturacdo.

TABELA 6.1 Pontos isoelétricos de virias proteinas

conhecidas

Proteina pH Isoelétrico
Pepsina <10
Ovalbumina (de galinha) 4,6
Albumina sérica (humana) 49
Tropomiosina 51
Insulina (bovina) 54
Fibrinogénio (humano) 5.8
v-Globulina (humana) 6,6
Coldgeno 6,6
Mioglobina (equina) 7.0
Hemoglobina (humana) 7,1
Ribonuclease A (bovina) 7.8
Citocromo ¢ (equino) 10,6
Histona (bovina) 10,8
Lisozima (de galinha) 11,0
Salmina (de salméo) 121

B. Efeitos dos solventes organicos

Solventes orginicos misciveis em dgua, como acetona e
etanol, em geral sdo bons precipitadores de proteinas, pois
suas baixas constantes isoelétricas reduzem a forca de sol-
vatagdo das solugdes aquosas para ions dissolvidos, como
proteinas. As diferentes solubilidades das proteinas nessa
mistura de solventes s3o a base de uma técnica de fracio-
namento muito utilizada. Essa técnica em geral é realizada
proximo a 0°C ou menos, pois, a temperaturas mais altas,
os solventes orginicos tendem a desnaturar proteinas. O
abaixamento da constante isoelétrica por solventes orgini-
cos também aumenta as diferengas no comportamento das
proteinas no salting out, assim essas duas técnicas podem
ser combinadas com eficiéncia. Alguns solventes organicos
misciveis em dgua, entretanto, como por exemplo dimetil-
sulféxido (DMSQ) ou N, N-dimetilformamida (DMF), sdo
bons solventes para proteinas, pois tém constantes dielétri-
cas relativamente altas.

C. Efeitos do pH

As proteinas geralmente possuem vArios grupos ionizdveis
que apresentam uma variedade de pK. Em um pH caracteris-
tico para cada proteina, as cargas positivas da molécula equi-
libram exatamente as cargas negativas. Nesse pH, ou ponto
isoelétrico da proteina, pl (Seg¢do 4.1D), a molécula proteica
nio apresenta carga liquida e, portanto, fica imével em um
campo elétrico.

A Fig. 6.4 indica que a solubilidade da proteina B-lac-
toglobulina é minima préximo ao seu p! (5.2) em solugdes
diluidas de NaCl e aumenta, mais ou menos simetricamente,
em valores préximos ao pl, com as mudancas de pH. Esse
comportamento de solubilidade, que € compartilhado pela
maioria das protefnas, é facilmente explicdvel. Consideracdes
fisico-quimicas sugerem que as propriedades de solubilidade
das moléculas sem carga sfo insensiveis a4 concentracdo de
sal. A primeira vista, portanto, uma proteina no seu ponto
isoelétrico ndo estd sujeita a salting in. Contudo, & medida
que o pH varia em relagdo ao p/ da proteina, ou seja, & me-
dida que a carga da proteina aumenta, ela fica cada vez mais
sujeita ao salting in, pois as interagdes eletrostiticas entre as
moléculas vizinhas que promovem agregacdo e precipitagio
também aumentam. Logo, em solugdes com concentragdes
de sal moderadas, é de se esperar que a solubilidade de uma
proteina em funcdo do pH seja minima no seu pl e aumente a
partir desse valor com relagio ao pH.

As proteinas variam quanto & composi¢ido de aminodaci-
dos e, portanto, como indica a Tabela 6.1, quanto aos seus
pls. Esse fendmeno constitui a base de uma técnica de puri-
ficacdo de proteina conhecida como precipitaciio isoelétrica,
na qual o pH de uma mistura proteica € ajustado para o pJ
da proteina a ser isolada, minimizando seletivamente a sua
solubilidade. Na pritica, essa técnica é combinada com sal-
ling out de maneira que a proteina que esta sendo purificada
precipita por saiting out quando préxima ao seu pl.

D. Cristalizacao

Uma vez que uma proteina tenha alcancado um estado de
pureza razoavel, pode ser possivel cristaliza-la. Isso, em ge-
ral, é realizado com o uso de agentes precipitantes, como os
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FIGURA 6.5 Cristais de proteinas. (2) Azurina de Pseudomo-
nas aeruginosa, (b) flavodoxina de Desulfovibrio vulgaris, (c)
rubredoxina de Clostridium pasteurianum, (d) azidometo mio-
emeritrina da lesma marinha Siphonosoma funafuti, (e) hemo-
globina de lampreia e (f) bacterioclorofila a de Prosthecochloris
aestuarii. Essas proteinas sdo coloridas devido aos croméforos
(grupos que absorvem a luz) associados a elas; as protefnas
ficam incolores na auséncia desses grupos. (Imagens a-c, cor-
tesia de Larry Sieker, University of Washington, EUA;d e e,
cortesia de Wayne Hendrickson, Columbia University, EUA; f,
cortesia de John Olsen, Brookhaven National Laboratories, e
Brian Matthews, University of Oregon, EUA.)

descritos anteriormente, de forma a deixar a solugéo proteica
logo acima do seu ponto de saturagdo. Quando fica parada
por um tempo (que pode variar de 5 minutos até vdrios me-
ses), durante o qual, muitas vezes, a concentragio do agente
precipitante € lentamente aumentada, a proteina pode preci-
pitar da solugdo na forma cristalizada. Muitas vezes, € neces-
sdrio testar a cristaliza¢do com solug¢des sob diferentes condi-
¢Oes e com vdrios agentes precipitantes até que seja possivel
obter os cristais. O tamanho dos cristais pode variar desde
microscopicos até 1 mm ou mais de didmetro. Os cristais
maiores, que geralmente exigem mais cuidado para crescer,
sdo apropriados para a andlise por cristalografia por raios X
(Secao 8.3A). Alguns cristais sdo mostrados na Fig. 6.5.

3 SEPARACAO CROMATOGRAFICA

Em 1903, o boténico russo Mikhail Tswett descreveu a sepa-
racdo dos pigmentos de folhas vegetais em solugdo utilizando
adsorventes sélidos. Ele denominou esse processo cromato-
grafia (do grego: chroma, cor + graphein, escrever), presu-
mivelmente devido as bandas coloridas que eram formadas
no adsorvente 4 medida que os componentes das misturas
pigmentadas separavam-se uns dos outros (e possivelmente
porque Tswett significa “cor” em russo).

Os métodos modernos de separacdo fundamentam-se
muito em procedimentos cromatogréficos. Em todos eles,
uma mistura de substincias a ser fracionada é dissolvida em
um fluido liquido ou gasoso, conhecido como fase movel. A
solugdo resultante é percolada através de uma coluna con-
tendo uma matriz sélida porosa, conhecida como fase esta-

ciondria, a qual, em alguns tipos de cromatografia, pode estar
associada a um liquido. A interacdo de cada um dos solutos
com a fase estaciondria age de forma a retardar o seu flu-
xo0 pela matriz, e a maneira pela qual isso ocorre varia com
as propriedades de cada soluto. Se a mistura que estd sendo
fracionada inicia sua trajetéria através da coluna como uma
camada estreita, as diferentes forgas retardadoras de cada
componente, que fazem com que eles migrem a velocidades
diferentes, acabam fazendo com que a mistura se separe em
camadas (ou bandas) de substincias puras.

O poder da cromatografia deriva da natureza continua
dos processos de separagdo. Uma tnica etapa de purificagéo
(ou “placa tedrica”, como é chamada em analogia as técnicas
de destilacio) pode apresentar uma baixa tendéncia de se-
parar uma mistura em componentes puros. Entretanto, uma
vez que esse processo € aplicado de forma continua, sendo
repetido centenas ou mesmo centenas de milhares de vezes,
ao final ocorre a segregagio da mistura em seus diferentes
componentes. Os componentes que foram separados podem
entdo ser coletados em fragdes separadas para andlise e/ou
posterior fracionamento.

Os vérios métodos de cromatografia sdo classificados
com base nas fases méveis e estaciondrias. Por exemplo, na
cromatografia gasosa-liquida, a fase mdvel e a estaciondria
sdo a gasosa e a liquida, respectivamente, enquanto na cro-
matografia liquida-liquida elas sdo liquidos ndo misciveis,
estando um deles ligado a um suporte sélido inerte. Os mé-
todos cromatogrificos podem ainda ser classificados de acor-
do com a natureza da interagido predominante entre a fase
estaciondria e as substincias que estdo sendo separadas. Por
exemplo, se a forca retardadora tem cardter iénico, a técni-
ca de separagdo constitui uma cromatografia de troca iénica,
enquanto se a forca for resultado da adsorcdo dos solutos &
fase estaciondria, a técnica € conhecida como cromatografia
de adsorgiio.

Como ji foi comentado, uma célula contém um niimero
imenso de diferentes componentes, muitos dos quais apre-
sentam propriedades bastante semelhantes. Portanto, as téc-
nicas de isolamento para a maioria das substéncias bioldgicas
incorporam virias etapas de cromatografia independentes,
de modo que a substéncia de interesse possa ser purificada
de acordo com diversos critérios. Nesta se¢fo, sdo descritas
as técnicas mais comuns de cromatografia.

A. Cromatografia de troca Ionica

No processo de troca idnica, os fons que estdo ligados eletros-
taticarnente a uma matriz insoliivel e quimicamente inerte sao
substituidos, reversivelmente, pelos ions em solugio.

R'A"+B~ = R'B"+ A~

Na equagiio, R"A~ é um trocador de Anions na forma A",
e B representa os dnions em solugdo. Os trocadores de ca-
tions possuem, similarmente, grupos carregados negativa-
mente que se ligam reversivelmente a citions. Polidnions e
policitions, portanto, ligam-se a trocadores de 4nions e de
cdtions, respectivamente. Entretanto, proteinas e outros
polieletrélitos (polimeros polidnicos), que possuem cargas
positivas e negativas, podem ligar-se tanto a trocadores de
citions como de dnions, dependendo da sua carga final. A
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FIGURA 6.6 Cromatografia de troca idnica utilizando eluiciio em gradiente descontinuo. Na figura, a drea bege da coluna repre-
senta o trocador de fons, e as bandas coloridas representam as virias proteinas. (a) A mistura proteica & ligada & por¢éo superior
do trocador de fons na coluna cromatogréfica. (b) A medida que a eluigio progride, as varias protefnas sdo separadas em bandas
discretas como consequéncia das diferentes afinidades pelo trocador de fons sob essas condigdes de solugo. A primeira banda

de proteina (em vermelho) passou através da coluna e estd sendo isolada em uma fra¢io, enquanto as outras bandas permanecem
préximo ao topo da coluna. (¢) A concentragio de sal no tampéo de eluigio é aumentada para aumentar a mobilidade das demais
bandas, fazendo com que elas sejam eluidas. (d) Diagrama de eluigio da mistura protéica da coluna. g%, Ver Figuras animadas

afinidade com a qual um polieletrélito se liga a um determina-
do trocador de fons depende das identidades e concentragées
dos outros ions em solugdo devido a competicdo entre esses
vdrios ions pelos sitios de ligagdo no trocador de ions. As
afinidades de ligacdo de polieletrélitos que possuem grupos
dcido-base sdo também altamente dependentes do pH, devido
4 variagdo de suas cargas em fun¢do do pH. Esses principios
sdo de grande utilidade para o isolamento de moléculas bio-
l6gicas por cromatografia de troca idnica (Fig. 6.6), como
descrito a seguir.

Ao purificar uma dada proteina (ou outro polieletréli-
to), o pH e a concentragio de sal da solugdo na qual estd dis-
solvida a proteina séo definidos de maneira que a proteina de
interesse se ligue fortemente ao trocador de fons escolhido.
Um pequeno volume da solucdo proteica impura € aplicado
no topo da coluna, a qual foi preenchida com o trocador de
ions, e a coluna € lavada com a solugdo tamponada.

Diferentes proteinas ligam-se ao trocador de fons com
diferentes afinidades. A medida que a coluna vai sendo la-

vada com o tampdo, processo chamado elui¢do, aguelas pro-
teinas com afinidade relativamente baixa pelo trocador de
ions movem-se através da coluna mais rapidamente do que
as proteinas que se ligam ao trocador de ions com afinidades
mais altas. Isso ocorre porque o avango de uma determinada
proteina através da coluna € retardado em relagio ao avango
do solvente devido as interagdes entre as moléculas proteicas
com o trocador de ions.

Quanto maior a afinidade de ligagdo de uma proteina
pelo trocador de ions, mais ela serd retardada. Logo, pro-
tefnas que se ligam firmemente ao trocador de ions podem
ser eluidas trocando-se o tampao de eluicdo por algum ou-
tro que tenha uma concentragio de sal (e/ou de pH diferen-
te) maior, um processo denominado elui¢iio em gradiente
descontinuo.

Com o uso de um coletor de fracdes, a purificacio de
uma substincia pode ser realizada selecionando-se apenas
aquelas fracoes do efluente da coluna contendo a substéncia.
Os materiais separados cromatograficamente podem ser de-
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tectados de diversas maneiras. Os contetidos do efluente da
coluna podem ser monitorados diretamente, por meio de de-
tectores acoplados a coluna, de acordo com sua absorbéncia
em UV em comprimentos de onda especificos (geralmente
280 nm para proteinas [pois as cadeias laterais aromdticas de
Phe, Trp e Tyr apresentam alta absorbancia nesses compri-
mentos de onda; Se¢do 9.1Cb] e 260 nm para dcidos nuclei-
cos [seu maximo de absor¢do; Fig. 5.15b]), sua fluorescén-
cia, sua radioatividade, seu indice refratério, seu pH ou sua
condutividade elétrica. Essas propriedades também podem
ser medidas em cada fragdo da coluna depois que a corrida
cromatogriéfica tiver terminado. Além disso, as biomoléculas
podem ser detectadas por suas atividades enzimdticas e bio-
l6gicas, como discutido na Secdo 6.1D.

a. A eluicdo em gradiente continuo melhora a separacgao
cromatografica

O processo de purifica¢do pode ser melhorado lavando-se a
coluna contendo a proteina pelo método de elui¢iio em gra-
diente continuo (ou, simplesmente, eluicio em gradiente).
Nesse método, o pH e/ou a concentracgio de sal variam con-
tinuamente a medida que a coluna vai sendo eluida, liberan-
do sequencialmente as vdrias proteinas que estdo ligadas ao
trocador de ions. Essa técnica em geral leva a uma melhor
separacdo de proteinas, se comparada a elui¢do da coluna
utilizando uma dnica solugédo ou a eluigdo em gradiente des-
continuo.

Muitos tipos diferentes de eluigdo em gradiente tém
sido empregados com sucesso na purificacdo de moléculas
biolégicas. O mais utilizado é o gradiente linear, no qual a
concentragfo da solugio de eluicio varia linearmente com o
volume de solugido passado na coluna. Um aparelho simples
para gerar esse tipo de gradiente estd ilustrado na Fig. 6.7. Na
figura, a concentracdo de soluto, ¢, na solucéo que € retirada
da cAmara de mistura é expressa por

c=6—(@—a) [6.2]
onde c, € a concentracgdo inicial da solugdo na cAmara de mis-
tura, ¢, € a concentragdo da solugfo na cimara do reserva-
tério, e f € a fragdo remanescente dos volumes combinados
das soluc¢des inicialmente presentes em ambas as cdmaras.
Gradientes lineares de concentracgio salina crescente prova-
velmente sdo mais utilizados do que qualquer outro tipo de
eluicdo. Entretanto, gradientes de diferentes perfis podem
ser gerados utilizando duas ou mais cdmaras de diferentes
didmetros ou entdo aparelhos de mistura programdveis.
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FIGURA 6.7 Aparelho para gerar um gradiente de concen-
tracfio linear. Duas cAmaras abertas conectadas, que possuem
seces transversais idénticas, sdo inicialmente preenchidas com
volumes iguais de solugdes de concentragoes diferentes. A me-
dida que a solugdo de concentraciio ¢, vai saindo da cimara de
mistura, ela vai sendo substituida pela solugdo de concentragio
¢, da cAmara do reservatdrio. A concentragio da solugdo na
ciimara de mistura varia linearmente a partir da concentracio
inicial, ¢;, até a concentragdo final, ¢,, como expressado pela
Equagio [6.2].

b. Existem diversos tipos de trocadores de fons

Os trocadores de fons consistem em grupos carregados aco-
plados covalentemente a uma matriz. A natureza quimica
dos grupos carregados determina os tipos de ions que se li-
gam ao trocador de fons e a for¢ga com a qual se ligam. As
propriedades quimicas e mecénicas da matriz governam as
caracteristicas do fluxo, a acessibilidade dos ions e a estabili-
dade do trocador de fons.

Diversas classes de materiais, chamados coloquialmente
de resinas, sfo usadas como matrizes de suporte para troca-
dores de fons na purificagio de proteinas, incluindo celulo-
se (Fig. 6.8), poliestireno, géis de agarose e géis de dextrana
(Secdo 6.3Bb). A Tabela 6.2 descreve alguns dos trocadores
de fons disponiveis comercialmente que sdo utilizados com
mais frequéncia.

Trocadores de fons com base em celulose sdo um dos
materiais mais frequentemente empregados para separar
moléculas bioldgicas. A celulose, origindria da madeira ou
do algodido, é levemente alterada com grupos i6nicos para

CH,—OH CH,—OH
’ 0 HO OH 8]
0 0
HO OH ; 0 HO OH
CH,—0—R

DEAE: R = —CH,— CH,—NH(CH,CH,),
CM:R = —CH,—COO"

FIGURA 6.8 Foérmulas moleculares de trocadores de ions com base em celulose.
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TABELA 6.2 Alguns trocadores de ions utilizados em biognimica

Nome Tipo Grupo ionizével Caracteristicas
DEAE-celulose Levemente bésico Dietilaminoetil Utilizado para separar proteinas 4cidas e
—CH,CH,N(C,H5), neutras
CM-celulose Levemente dcido Carboximetil —CH,COOH Utilizado para separar proteinas bésicas e
neutras
P-celulose Fortemente e levemente dcido Fosfato —OPO.H, Dibésico, liga fortemente proteinas bésicas
Bio-Rex 70* Levemente 4cido, com base Acido carboxilico —COOH Utilizado para separar proteinas bésicas e
em poliestireno aminas
DEAE-Sephadex* Gel de dextrana com ligagoes Dietilaminoetil Combinagdo de cromatografia e gel filtragdo
cruzadas levemente bésico —CH,CH,N(C_H,), de proteinas 4cidas e neutras

SP-Sepharose* Gel de agarose com ligacoes

cruzadas fortemente dcido

Metilsulfonato —CH,SO,H

Combinagio de cromatografia e gel filtragdo
de proteinas bdsicas

*Sephadex e Sepharose sdo produtos da GE Healthcare; resinas Bio-Rex sdo produtos da BioRad Laboratories.

formar o trocador de fons. O trocador de 4nions com base em
celulose mais usado € a dietilaminoetil (DEAE)-celulose, en-
quanto a carboximetil (CM)-celulose é o trocador de cdtions
com base em celulose mais popular (Fig. 6.8).

Trocadores de fons com base em gel podem ter os mes-
mos tipos de grupos carregados que os com base em celulose.
A vantagem dos trocadores de fons de gel € que eles com-
binam as propriedades de separagio da gel filtragdo (Secdo
6.3B) com aquelas da troca ibnica. Devido ao alto grau de
substituicdo de grupos carregados, que resulta de suas estru-
turas porosas, esses géis possuem uma capacidade de carga
maior do que os trocadores de celulose.

Uma desvantagem das matrizes com base em celulose e
em gel é que elas sdo facilmente comprimiveis (em geral de-
vido as altas pressoes resultantes de tentativas de aumentar
o fluxo de eluigdo), reduzindo assim o fluxo da solugio de
eluigfio. Esse problema tem sido reduzido com a fabricagdo
de matrizes incomprimiveis, como, por exemplo, as deriva-
das de silica e de pérolas de vidro.

N OH N OH N OH
0\\ O\\ 0\I
—si 0 Si 0 Si—

o N Nl D

0 Si 0 Si 0

01 T I ON

—Si 0 Si 0 Si—
[ I [™
Silica

Esses materiais permitem pressoes e velocidades de fluxo al-
tas, mesmo quando formados de particulas em pé bastante
finas, permitindo assim separagfes cromatograficas mais efi-
cazes (ver HPLC na Se¢do 6.3DH).

B. Cromatografia de gel filtragao

Na cromatografia de gel filtracdo, que também é chamada
de cromatografia por exclusdo de tamanho ¢ peneira mole-
cular, as moléculas sio separadas de acordo com a forma e o
tamanho. Nessa técnica, a fase estaciondria consiste em esfe-
ras de um material hidratado e espongiforme contendo poros
que abrangem uma faixa de tamanho molecular relativamen-
te pequena. Se uma solugio aquosa que contém moléculas de

virios tamanhos € passada através da coluna contendo essas
“peneiras moleculares”, as moléculas que sdo muito grandes
para passar pelos poros sdo excluidas do volume do solvente
dentro das esferas do gel. Logo, essas moléculas grandes pas-
sam pela coluna mais rapidamente, ou seja, em um volume
menor de solugao de elui¢do, do que as moléculas que pas-
sam através dos poros (Fig. 6.9).

A massa molecular da menor molécula que € incapaz
de penetrar nos poros de um determinado gel é considerada
como seu limite de exclusdo. Esse limite é, até certo ponto,
uma consequéncia da forma da molécula, pois moléculas
alongadas, em consequéncia do seu maior raio de hidrata-
¢io, t8m menor capacidade de penetrar no poro de um gel
do que moléculas esféricas que tenham um mesmo volume
molecular.

O comportamento de uma molécula em uma coluna de
gel pode ser quantitativamente caracterizado. Se V€ o volu-
me ocupado pelas particulas do gel e V,, ou volume morto, é
o volume do espaco do solvente que envolve as particulas do
gel, entdo V,, o volume total do gel da coluna, é simplesmente
a soma desses:

Vi=V,+V, [6.3]
V, € geralmente ~35% de V..

O volume de eluiciio de um dado soluto, V,, € o volume
de solvente necessdrio para eluir o soluto da coluna depois
que ele tenha sido aplicado no gel. O volume morto de uma
coluna ¢ facilmente mensurdvel, sendo esse o volume de
eluicdo de um soluto cuja massa molecular é maior do que
o limite de exclusé@o do gel. O comportamento de um dado
soluto em um gel &, portanto, caracterizado pela razdo V/V,,
o volume relativo de eluicfio, uma grandeza que independe
do tamanho da coluna utilizada.

As moléculas com massas moleculares menores do que o
limite de exclusdo de um gel eluirdo do gel na ordem das suas
massas moleculares, com as maiores eluindo primeiro. Isso
ocorre porque os tamanhos dos poros em um gel variam den-
tro de uma faixa limitada, de forma que as moléculas maio-
res, ao contriario das menores, ndo tém o volume interno de
gel disponivel. Esse efeito € a base da cromatografia de gel
filtragdo.
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FIGURA 6.9 Cromatografia de gel filtracdo. (a) Uma particula esférica de gel, cujo contorno esta representado por uma linha
pontilhada, consiste na matriz do gel (/inhas sélidas onduladas), que possui um espago interno com solvente. As moléculas menores
(pontos vermelhos) podem penetrar liviemente nesse espago da esfera do gel. Entretanto, as moléculas grandes (pontos azuis) sdo
muito grandes para penetrar nos poros do gel. (b) A solugdo de amostra comega a entrar na coluna de gel (em que as esferas de gel
estdo representadas por esferas marrons). (¢) As moléculas menores conseguem penetrar no gel e consequentemente migram atra-
vés da coluna mais lentamente do que as moléculas maiores, que sdo excluidas do gel. (d) As moléculas maiores emergem da colu-
na e sdo coletadas separadamente das moléculas menores, as quais necessitam de mais solvente para serem eluidas da coluna. (e)
Diagrama de elui¢do do cromatograma, indicando a separagio completa dos dois componentes, com o componente maior eluindo

antes. ."?, Ver Figuras animadas

a. A cromatografia de gel filtracdo pode ser usada para
estimar massas moleculares

H4 uma relacdo linear entre o volume de elui¢do relativo de
uma substincia e o logaritmo de sua massa molecular, den-
tro de uma faixa considerdvel de massas moleculares (Fig.
6.10). Se um gréfico como o da Fig. 6.10 for feito para uma
determinada coluna de gel filtracdo, utilizando-se macromo-
1éculas de massas moleculares conhecidas, a massa molecular
de uma substincia desconhecida pode ser estimada a partir
de sua posicdo no grdfico. A precisdo dessa técnica é limitada
pelo grau de precisido da premissa de que tanto macromolécu-
las conhecidas como desconhecidas possuem formas idénti-
cas. Mesmo assim, a cromatografia de gel filtragio é bastante
usada para estimar massas moleculares, pois pode ser apli-
cada para amostras relativamente impuras (proporcionando
a identificagdo da molécula de interesse) e porque pode ser
realizada utilizando equipamentos simples.

b. A maioria dos géis é feita de dextrana, agarose ou
poliacrilamida

Os materiais mais utilizados para fazer géis cromatograficos

sao dextrana (um polimero de glicose de alta massa mole-

cular produzido pela bactéria Leuconostoc mesenteroides),

agarose (um polimero linear de moléculas de D-galactose e
3,6-anidro-L-galactose alternadas, obtido de algas verme-
lhas) e poliacrilamida (Sec¢io 6.4B). As propriedades dos di-
versos géis que sdo empregados com frequéncia na separagdo
de moléculas biolégicas estdo listadas na Tabela 6.3. A po-
rosidade dos géis de dextrana, comercializados com 0 nome
de Sephadex, é controlada pela massa molecular da dextrana
utilizada e pela introducgdo de unidades de gliceril-éter que
se ligam transversalmente aos grupos hidroxila das cadeias
de poliglicose, formando uma malha. As diversas classes de
Sephadex disponiveis apresentam limites de exclusdo entre
0,7 e 600 kDa. O tamanho do poro nos géis de poliacrilami-
da € controlado, de forma semelhante, pelo grau de ligagoes
cruzadas que formam a malha entre as moléculas de poliacri-
lamida (Se¢fo 6.4B). Eles sdo comercializados com o nome
Bio-Gel P e possuem limites de exclusdo entre 0,2 e 400 kDa.
Moléculas bastante grandes e complexos supramoleculares
podem ser separados utilizando géis de agarose, comerciali-
zados com os nomes Sepharose ¢ Bio-Gel A, que tém limites
de exclusdo de até 150.000 kDa.

A gel filtragdo, em geral, € utilizada para retirar o sal de
uma solugdo proteica. Por exemplo, uma proteina precipitada
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FIGURA 6.10 Determinaciio da massa molecular por cromatografia de gel filtragio. O grifico mostra o volume de eluicao relati-
vo em fungdo do logaritmo da massa molecular de diversas proteinas de uma coluna de dextrana (Sephadex G-200) em pH 7.,5. As
barras laranjas representam glicoproteinas (proteinas com grupos de carboidratos ligados). (Segundo Andrews, P., Biochem. J. 96,

597 [1965].)

TABELA 6.3 Alguns materiais frequentemente utilizados em gel filtracio

Nome Tipo Faixa de fracionamento (kDa)
Sephadex G-10 Dextrana 0,05-0,7
Sephadex G-25 Dextrana 1-5
Sephadex G-50 Dextrana 1-30
Sephadex G-100 Dextrana 4-150
Sephadex G-200 Dextrana 5-600
Sephacryl S-100 Dextrana com ligagoes cruzadas 1-100
Sephacryl §-200 Dextrana com ligagdes cruzadas 5-250
Sephacryl S-300 Dextrana com ligagdes cruzadas 4-150
Sephacryl S-400 Dextrana com ligagdes cruzadas 20-8.000
Bio-Gel P-2 Poliacrilamida 0,1-1,8
Bio-Gel P-6 Poliacrilamida 1-6
Bio-Gel P-10 Poliacrilamida 1,5-20
Bio-Gel P-30 Poliacrilamida 2,5-40
Bio-Gel P-100 Poliacrilamida 5-100
Sepharose 6B Agarose 10-4.000
Sepharose 4B Agarose 60-20.000
Sepharose 2B Agarose 70-40.000
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com sulfato de amonio pode ser separada do sulfato de amonio,
dissolvendo-se o precipitado proteico em um volume minimo
de um tampéo adequado e aplicando-se a solugdo em uma co-
luna de gel com limite de exclusdo menor do que a massa mole-
cular da proteina. Na elui¢do da coluna com tampéo, a proteina
seguird na frente do sulfato de amdnio através da coluna.

Géis de dextrana e de agarose podem ser alterados com
grupos ionizaveis, tais como DEAE e CM, para formar géis de
troca idnica (Segdo 6.3Ab). As substincias cromatografadas
nesses géis sdo, portanto, separadas tanto de acordo com suas
cargas i6nicas como de acordo com seus tamanhos e formas.

c. A dialise é um tipo de filtragdo molecular

Diidlise é um processo que separa as moléculas de acordo com
o seu tamanho utilizando membranas semipermedveis que
contém poros de dimensoes menores do que a dimensdo das
macromoléculas. Esses poros permitem que as moléculas pe-
quenas, como aquelas de solventes, sais e outros metabdlitos,
sofram difusdo através da membrana, mas bloqueiam a pas-
sagem de moléculas maiores. O celofane (acetato de celulo-
se) é o material de diélise geralmente mais utilizado, apesar
de vérias outras substdncias, como por exemplo a celulose e
o colédio, também serem empregadas. Esses materiais po-
dem ser encontrados com vérios limites de exclusio de massa
molecular (o tamanho da menor particula que nio passa pela
membrana), que variam de 0,5 a 500 kDa.

A didlise (que nfio é considerada um tipo de cromato-
grafia) € utilizada para trocar o solvente no qual macromo-
léculas estdo dissolvidas. Uma solugdo macromolecular é
colocada dentro de um saco de didlise (que geralmente é fe-
chado amarrando-se a membrana de didlise em ambas as ex-
tremidades), que é mergulhado em um volume relativamente
grande do novo solvente (Fig. 6.11a). Apds vérias horas de
agitacgdo, as solugdes estardo equilibradas, mas as macromo-
léculas permanecerdo dentro do saco de didlise (Fig. 6.11b).
O processo pode ser repetido diversas vezes para substituir
totalmente um solvente por outro.

(@) No inicio da b)
didlise

No equilibrio

Membrana
T dedilise

Solvente

| T Solugdo

concentrada

FIGURA 6.11 Uso da didlise para separar moléculas pequenas
e grandes. (@) Apenas as moléculas pequenas difundem pelos
poros do saco de didlise, mostrado aqui como um tubo amar-
rado em ambas as extremidades. (b) No equilibrio, as concen-
tragoes das moléculas pequenas sdo quase iguais dentro e fora
do saco de didlise, enquanto as macromoléculas permanecem
dentro do saco.

A diilise tem sido amplamente substituida por uma
técnica semelhante e relacionada, conhecida como ultrafil-
traciio, na qual uma solucdo de macromoléculas é forgada,
sob pressdo ou por centrifugacéo, através de uma membrana
semipermedvel, a qual pode ser feita de diversos materiais,
incluindo acetato de celulose, ndilon ou fluoreto de polivi-
nilideno (PVDF). O solvente e os solutos pequenos passam
através da membrana, deixando para tras a solugdo de ma-
cromoléculas mais concentrada. Assim, a ultrafiltragio pode
ser utilizada para dessalinizar uma solugio macromolecular.
Como existem membranas de ultracentrifugacdo com diver-
sos tamanhos de poros, essa técnica pode ser utilizada para
separar macromoléculas de diferentes tamanhos.

O solvente também pode ser removido de uma amos-
tra em solucdo através da liofilizacdo, um processo no qual
a solugdo é congelada e o solvente é sublimado sob vécuo.
A liofilizacdo é geralmente utilizada para preparar materiais
biolégicos para o armazenamento por longos periodos ou
para o transporte deles.

C. Cromatografia de afinidade

Uma caracteristica marcante de algumas proteinas é a habi-
lidade que elas tém em se ligarem fortemente, mas de for-
ma néo covalente, a moléculas especificas. Essa propriedade
pode ser utilizada para purificar essas proteinas por meio de

< >

Matriz de
resina sélida

.| ligacao especifica
da molécula ao
: H ligante da matriz

a matriz

1 t R‘** Ligante ancorado

com diferentes
sftios de ligagao
ao ligante

FIGURA 6.12 Cromatografia de afinidade. Um ligante
(amarelo) é ancorado covalentemente a uma matriz porosa. A
amostra (cujos sitios de ligag@o ao ligante estdo representados
por triingulos, semicirculos e quadrados recortados) é passada
através da coluna. Apenas algumas moléculas (representadas
por circulos laranjas) se ligam com especificidade ao ligante; as
outras sdo lavadas da coluna.
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cromatografia de afinidade (Fig. 6.12). Nessa técnica, uma
molécula, conhecida como ligante (em analogia aos ligantes
dos compostos de coordenagdo), que se liga especificamen-
te & proteina de interesse, € acoplada covalentemente a uma
matriz porosa inerte. Quando se passa uma solugdo proteica
impura através desse material cromatogrifico, a proteina de
interesse liga-se ao ligante imobilizado, enquanto as outras
substdncias sdo lavadas da coluna pelo tampdo. A proteina
de interesse pode ser depois recuperada na forma pura tro-
cando-se as condi¢des de elui¢do de maneira que a proteina
seja liberada da matriz cromatogrdfica. A grande vantagem
da cromatografia de afinidade € a possibilidade de utilizar
propriedades bioquimicas que sejam préprias da proteina de
interesse, em vez das pequenas diferencgas nas propriedades
fisico-quimicas entre as proteinas, como € utilizado pelos ou-
tros métodos cromatograficos.

A matriz cromatogréfica, na cromatografia de afinidade,
deve ser quimicamente inerte, apresentar alta porosidade e
possuir um grande niimero de grupos funcionais capazes de
formar ligacdes covalentes com os ligantes. Dentre os poucos
materiais disponiveis que cumprem esses critérios, a agarose,
que possui numerosos grupos hidroxila livres, é sem diivida a
mais utilizada. Se o ligante possuir um grupo amina primirio
que ndo ¢ essencial para a sua ligacdo a proteina de interesse,

HO CH,—OH

N 4+ N=C—Br

Brometo de
cianogénio

Agarose “ativada”

2VP RNH, + H,0

OH N+ NH, + HBr
_0

FIGURA 6.13 Ligacfio covalente do ligante a agarose. A
formagio de agarose ativada por brometo de cianogénio (parte
superior da figura) e sua reagio com uma amina priméria para
formar um ligante acoplado covalentemente para uso em cro-
matografia de afinidade (parte inferior da figura).

o ligante pode ser ligado covalentemente & agarose em duas
etapas (Fig. 6.13):

1. A agarose reage com brometo de cianogénio para for-
mar um intermedidrio “ativado”, porém estdvel (normal-
mente disponivel no comércio).

2. O ligante reage com a agarose ativada para formar um
produto ligado covalentemente.

Muitas proteinas sdo incapazes de se ligarem aos seus li-
gantes acoplados a brometo de cianogénio devido a interfe-
réncias espaciais (estéricas) com a matriz de agarose. Esse pro-
blema é amenizado acoplando-se o ligante & agarose por meio
de um grupo “espacador” flexivel. Isso € feito mais facilmente
utilizando-se resinas ativadas disponiveis no mercado. Uma
dessas resinas € a agarose “epoOxi-ativada”, na qual um grupo
espacador (contendo, p. ex., uma cadeia de 12 4tomos) liga a
resina a um grupo epdxi reativo. O grupo epdxi pode reagir
com virios dos grupos nucleofilicos dos ligantes, permitindo
assim que o ligante de escolha se ligue covalentemente a aga-
rose por meio de um brago de tamanho definido (Fig. 6.14).

O ligante utilizado no isolamento de uma proteina espe-
cifica por meio de cromatografia de afinidade deve apresen-
tar uma afinidade pela proteina alta o suficiente para imobi-
lizd-la no gel de agarose, mas ndo téo alta que a impeca de
ser liberada subsequentemente. Se o ligante for um substrato
para a enzima a ser isolada, as condi¢bes da cromatografia
devem ser tais que a enzima nfo aja cataliticamente, senfo o
ligante sera destruido.

Depois que a proteina tiver sido ligada a coluna de
cromatografia de afinidade e lavada para a retirada de im-
purezas, ela precisa ser desligada da coluna. Uma maneira
de fazé-lo € eluir a coluna com uma solugdo contendo um
composto que tenha maior afinidade pelo sitio de ligagdo
ao ligante da proteina do que o préprio ligante. Outra ma-
neira € alterar as condigdes da solucdo de tal forma que o
complexo proteina-ligante nio seja mais estdvel, mudando-
-se, por exemplo, o pH, a forga i6nica e/ou a temperatura.
Entretanto, deve-se tomar cuidado para que as condi¢des
ndo sejam tdo desfavoriveis a ponto de danificar irreversi-
velmente a proteina. Um exemplo de purificagdo de proteina
por cromatografia de afinidade € mostrado na Fig. 6.15.

A cromatografia de afinidade j4 foi utilizada para iso-
lar substincias como enzimas, anticorpos, proteinas de
transporte, receptores hormonais, membranas e até célu-
las inteiras. Por exemplo, o horménio insulina (Segdo 7.1)
foi acoplado covalentemente a agarose e utilizado para
isolar o receptor de insulina (Secdo 19.3Ac), uma proteina
de superficie celular cujas propriedades eram desconheci-
das e que estd presente nos tecidos em quantidades muito
pequenas. Técnicas de engenharia genética (Secdo 5.5G)
tém permitido a purificacao, por afinidade, de proteinas
para as quais ndo existem ligantes, por meio da formacdo
de proteinas de fusio, ligando a proteina a ser isolada com
outra proteina que possua um ligante disponivel para uso.
Por exemplo, proteinas de fusdo cujas por¢des N-terminais
consistem na enzima glutationa-S-transferase (GST; Secido
25.7Cb) ligam-se firmemente ao tripeptideo glutationa
(Secdo 21.2Ba) e, assim, podem ser purificadas facilmente
por cromatografia de afinidade empregando uma matriz de
agarose-glutationa.



Biogufmica 143

S
D
& 0 o5
GOSN
c~—cm, [HN
E\oﬁ

& 0o ?H

& A\
Y ¢~—cH, HO_OC g C—CH;—00
.3
‘ S —
é- Q@iﬁ- o gl (l)H
&N
Y o cm, HS
<
& )
& 0

& ¢ e, HO

—(l:*CHZ*HN

FIGURA 6.14 Producio de derivados da
agarose epoxi-ativada. Vdrios tipos de grupos
nucleofilicos podem ser ligados covalentemente
a agarose epdxi-ativada pela reagio com seus
grupos epoxi.
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O poder de separagio da cromatografia de afinidade
para uma determinada proteina em geral é bem maior do
que o de outras técnicas cromatograficas. De fato, em um
protocolo de isolamento de uma proteina, a substitui¢do de
vérias etapas cromatograficas por uma Unica etapa de cro-
matografia de afinidade geralmente resulta em proteina mais
pura e com rendimento maior.

a. A cromatografia de imunoafinidade utiliza-se da
especificidade de ligagdo dos anticorpos monoclonais

Uma combinagdo de imunoquimica com cromatografia de
afinidade originou um método muito eficaz para a purifi-
cacdo de moléculas bioldgicas. A ligagido de anticorpos mo-
noclonais (Se¢do 6.1Da) a um material de coluna adequado
gera uma substincia que ligard apenas a proteina contra a
qual o anticorpo foi produzido. Com essa cromatografia
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de imunoafinidade pode-se atingir uma purificagdo de até
10.000 vezes em uma tinica etapa. Dentre as desvantagens da
cromatografia de imunoafinidade incluem-se as dificuldades
técnicas de produzir anticorpos monoclonais € as condigoes
severas que em geral sd0 necessarias para eluir a proteina da
coluna.

D. Outras técnicas cromatograficas

Existem algumas outras técnicas cromatogrificas de impor-
tancia bioquimica. Elas serao discutidas brevemente a seguir.

a. A cromatografia de adsorgdo separa substancias apolares
Na cromatografia de adsorcio (0 método cromatogrifico
original), as moléculas sdo adsorvidas fisicamente na super-
ficie de uma substéncia insolivel, como por exemplo alumi-
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FIGURA 6.15 (a) Purificaciio da nuclease de estafilococos (uma
enzima que hidrolisa o DNA) por cromatografia de afinidade.

O composto mostrado em b, cuja porgéo difosfotimidina liga-se
especificamente a enzima, foi ligado covalentemente a agarose
ativada por brometo de cianogénio. A coluna foi equilibrada
com tampao borato 0,05 M, pH 8,0, contendo 0,01 M CaCl,, e
aproximadamente 40 mg de material parcialmente purificado
foram aplicados na coluna. Depois que 50 mL do tampao foram
passados pela coluna para a retirada de material ndo ligado,

0,1 M de 4cido acético foi adicionado para eluir a enzima. Toda a
atividade enzimdtica original, compreendendo 8,2 mg de nuclease
pura, foi recuperada. (Segundo Cuatrecasas, P., Wilchek, M., and
Anfinsen, CB., Proc. Natl. Acad. Sci. 61, 636 [1968].)
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na (Al,0,), carvio, terra de diatomdceas (também chamada
de kieselguhr, fésseis de silicio de organismos unicelulares
conhecidos como diatomdceas), sacarose finamente pulveri-
zada e gel de silica (dcido silicico), por meio de interagbes de
van der Waals ou ligactes de hidrogénio. Apds, as moléculas
sdo eluidas da coluna por um solvente puro como clorofér-
mio, hexano ou éter etilico, ou por uma mistura desses sol-
ventes. O processo de separagdo baseia-se na parti¢do das
vérias substincias entre a coluna polar e o solvente apolar.
Essa técnica € mais utilizada para separar moléculas apolares
do que proteinas.

b. A cromatografia em hidroxiapatita separa proteinas

As proteinas sdo adsorvidas por géis de hidroxiapatita crista-
lina, uma forma insoldvel do fosfato de célcio com a férmula
empirica Ca,(PO,);OH. A separagio das proteinas ocorre
na elui¢io em gradiente da coluna com tampéo fosfato (a
presenca de outros dnions nio ¢ importante). A base fisico-
-quimica dessa técnica de fracionamento ndo é totalmente
compreendida, mas aparentemente envolve a adsorgio de
anions aos sitios de Ca’* e de cations aos sitios de PO, da
rede de hidroxiapatita cristalina.

c. A cromatografia em papel separa moléculas polares
pequenas

A cromatografia em papel, desenvolvida em 1941 por Archer
Martin e Richard Synge, teve um papel indispensdvel na
andlise bioquimica devido & sua capacidade de separar de
maneira eficiente moléculas pequenas, como aminodcidos,
oligopeptideos, nucleotideos e oligonucleotideos, e também
por necessitar de equipamentos muito simples. Apesar da
cromatografia em papel ter sido substituida por técnicas mais
modernas, discutidas neste capitulo, ela é descrita brevemen-
te devido a sua importéncia histérica e também porque mui-
tos dos seus principios e técnicas auxiliares sdo diretamente
aplicdveis as técnicas mais modernas.

Na cromatografia em papel (Fig. 6.16), algumas gotas da
solugdo contendo a mistura dos componentes a serem sepa-
rados sdo aplicadas (pingadas) cerca de 2 cm acima de uma
das extremidades de uma tira de papel filtro. Apéds secar,
essa extremidade € mergulhada dentro de uma mistura de
solventes contendo componentes aquosos e organicos, como
por exemplo dgua/butanol/icido acético em uma proporgio
4:5:1,77% etanol em dgua, ou 6:7:7 dgua/dlcool t-amililico/pi-
ridina. O papel também deve ficar em contato com os vapo-
res de equilibrio do solvente. O solvente embebe o papel por
capilaridade devido a sua natureza fibrosa. O componente
aquoso do solvente liga-se a celulose e assim forma uma fase
estaciondria, tipo um gel. O componente orgénico do solven-
te continua migrando, formando assim a fase mével.

As velocidades de migragio das vérias substdncias que
estdo sendo separadas sdo governadas por suas solubilidades
relativas na fase estaciondria polar e na fase movel apolar.
Em uma tinica etapa do processo de separagdo, um dado so-
luto é distribuido entre as fases mével e estaciondria de acor-
do com seu coeficiente de particiio, uma constante de equili-
brio definida como

concentragfo na fase estaciondria

6.4
£ concentragio na fase movel [6.4]

Cromatografia
ascendente em papel
Cuba
de vidro

Prendedor

Bastgo de
suporte
Papel

™~ Frente do
solvente

Solvente para
a corrida

FIGURA 6.16 Montagem experimental para a cromatografia
em papel.

As moléculas sdo assim separadas de acordo com as suas po-
laridades, com as moléculas apolares movendo-se mais rapi-
damente que as polares.

Depois que a frente do solvente tiver migrado uma dis-
tincia apropriada, o cromatograma é removido do solvente
e seco. Os materiais separados, se nfo tiverem cor, podem
ser detectados por sua radioatividade, fluorescéncia ou ca-
pacidade de suprimir a fluorescéncia natural do papel sob
luz UV, ou ainda podem ser detectados borrifando-se o
cromatograma com uma solugdo de alguma substidncia que
forme um produto corado apés reagir com a(s) substincia(s)
investigada(s).

A taxa de migracdo da substincia pode ser expressada
de acordo com a razdo

distancia percorrida pela substincia

By distancia percorrida pela frente do solvente [5)
Para um dado sistema de solvente e tipo de papel, cada subs-
tincia tem um valor R, caracteristico.

Uma mistura complexa que ndo ¢ separada comple-
tamente em um tnico cromatograma em papel pode ser
resolvida totalmente por cromatografia bidimensional em
papel (Fig. 6.17). Nessa técnica, um cromatograma ¢ fei-
to como descrito anteriormente, com a excecéo de que a
amostra € aplicada em um dos cantos de uma folha de pa-
pel filtro e o cromatograma € corrido paralelamente a uma
das bordas do papel. Depois que a cromatografia tiver sido
completada e o papel estiver seco, o cromatograma é gira-
do 90° e é cromatografado paralelamente & segunda borda
do papel, utilizando um outro sistema de solvente. Como
cada composto migra a uma velocidade caracteristica em
um determinado sistema de solvente, a segunda etapa da
cromatografia melhora muito a separacdo da mistura em
seus componentes.
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FIGURA 6.17 Cromatografia bidimensional em papel.

d. A cromatografia em camada delgada & usada para separar
moléculas organicas

Na cromatografia em camada delgada, uma fina camada
(~0,25 mm) de um material sélido espalhado em uma pla-
ca de vidro ou de pléstico € utilizada de forma semelhante
aquela do papel na cromatografia em papel. No caso da cro-
matografia em camada delgada, no entanto, o material cro-
matogrifico pode consistir em diversas substdncias, como
trocadores de fons, agentes de gel filtragdo e adsorventes fi-
sicos. Dependendo da escolha do solvente a ser usado para
a fase mével, a separacdo pode basear-se nos seguintes pro-
cessos: adsorgio, particéo, gel filtracdo, troca idnica, ou mes-
mo em uma combinagio desses processos. As vantagens da
cromatografia em camada delgada — conveniéncia, rapidez e
alto grau de resolugio —levaram ao uso rotineiro dessa técni-
ca na andlise de moléculas orgéinicas.

e. A cromatografia de fase reversa separa substancias
apolares, incluindo proteinas desnaturadas

A cromatografia de fase reversa é um tipo de cromatografia
de partigdo liquido-liquido na qual o cardter polar das fases é
o inverso (reverso) do cariter da cromatografia em papel. A
fase estaciondria consiste normalmente em um liquido apo-
lar imobilizado em silica substituida com cadeias n-alcalil,
tais como C; e Cyq, e a fase mével € um liquido mais polar.
A cromatografia de fase reversa foi inicialmente desenvolvi-
da para separar misturas de substincias apolares, como lipi-
deos, por exemplo, mas depois descobriu-se que ela € eficaz
na separagdo de substincias polares, tais como oligonucleo-
tideos e proteinas, desde que essas substincias apresentem
dreas apolares expostas. Apesar de que as cadeias laterais
apolares tendam a se localizar na parte interna das protei-
nas nativas, onde ndo hd moléculas de dgua (Secdo 8.3Bb),
a desnaturacdo leva a exposi¢io dessas cadeias laterais ao
solvente. Mesmo quando a proteina ainda estd na forma na-
tiva, uma fracéo significativa desses grupos hidrofébicos esta,
pelo menos parcialmente, exposta ao solvente na superficie
da proteina. Consequentemente, sob condigdes favordveis,
as proteinas interagem hidrofobicamente com os grupos apo-

lares em uma matriz imobilizada. As interacGes hidrofébicas
em uma cromatografia de fase reversa sdo fortes, portanto a
fase mdvel eluente deve ser altamente apolar (contendo al-
tas concentragdes de solventes orginicos, como acetonitrila)
para deslocar as substincias adsorvidas da fase estaciondria.
Desse modo, a cromatografia de fase reversa, em geral, des-
natura as proteinas.

f. A cromatografia de interagao hidrofébica separa proteinas
nativas com base na hidrofobicidade de superficie

As interagdes hidrofébicas sdo a base ndo apenas da croma-
tografia de fase reversa, mas também da cromatografia de in-
teraciio hidrofdbica. No entanto, enquanto na cromatografia
de fase reversa a fase estaciondria € altamente hidrofébica,
resultando, em geral, na desnaturagédo da proteina, na croma-
tografia de interac¢do hidrofébica a fase estaciondria € uma
substincia hidrofilica, como, por exemplo, um gel de agaro-
se, que € levemente alterada com grupos hidrofébicos, em
geral residuos de octil ou fenil. As interagdes hidrof6bicas
na cromatografia de intera¢do hidrofébica sdo, portanto, re-
lativamente fracas, logo as proteinas mantém suas estruturas
nativas. Os eluentes na cromatografia de interacao hidrof6-
bica, cujos gradientes devem reduzir progressivamente essas
interacoes hidrofébicas fracas, sdo tampdes aquosos de, por
exemplo, concentragdes de sal decrescentes (as interagoes hi-
drofébicas sdo fortalecidas por forcas ibnicas maiores; Se¢do
6.2A), concentragdes crescentes de detergentes ou aumento
de pH. Assim, a cromatografia de interac¢do hidrofébica se-
para proteinas nativas de acordo com o seu grau de hidrofo-
bicidade de superficie, um critério que difere daqueles nos
quais outros tipos de cromatografia sdo fundamentados.

g. A cromatografia de afinidade com quelante de metal
separa proteinas contendo grupamentos metal-quelantes
Na cromatografia de afinidade com quelante de metal, um
ion metélico divalente, como Mn”", Zn’* ou Ni’" ¢ ligado a
uma matriz cromatogréfica, como por exemplo agarose, co-
valentemente ligada a grupamentos quelantes de metal sob
condicdes tais que as proteinas que possuirem grupos que-
lantes (p.ex., miltiplas cadeias laterais de His ou Cys) ficam
retidas. Técnicas de DNA recombinante (Se¢io 5.5G) po-
dem ser empregadas para adicionar segmentos de seis resi-
duos His consecutivos, conhecidos como Cauda de Histidina
(Cauda His), 2 extremidade N-terminal ou C-terminal do
polipeptideo a ser isolado. Isso gera um sitio de ligacdo ao
ion metélico que possibilita que a proteina recombinante seja
purificada por cromatografia de afinidade com quelacio de
metais. Depois que a proteina tiver sido eluida, geralmente
através da mudanca do pH, a cauda His pode ser removida
pela acdo de uma protease especifica, cuja sequéncia de re-
conhecimento cliva a sequéncia (His),, separando-a do resto

da proteina.

h. HPLC possibilitou um grande aprimoramento das
separagoes

Na cromatografia liquida de alta resolucdo (HPLC, de high-

-performance liquid chromatography), a separagio pode ba-

sear-se em adsor¢do, troca i6nica, excluséo por tamanho, in-

teragdo hidrofébica ou cromatografia de fase reversa, como

descrito anteriormente. A separacio é muito aprimorada
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pelo uso de colunas de alta resolugio, e, ademais, os tem-
pos de retencao das colunas s&o bem reduzidos. As colunas,
estreitas e relativamente longas, sio preenchidas com uma
matriz ndo comprimivel de particulas de silica muito finas
(1-10 wm de didmetro), cujos grupos hidroxila expostos po-
dem ser modificados com muitos dos grupos funcionais fre-
quentemente utilizados nas cromatografias de troca i6nica,
de fase reversa, de interacéo hidrofébica ou de afinidade.
Alternativamente, particulas muito finas de vidro ou de plds-
tico sdo cobertas com uma pelicula da fase estaciondria. A
fase movel é constituida por um dos sistemas de solventes ja
discutidos, inclusive eluicdes em gradiente com misturas bi-
ndrias ou até mesmo tercidrias. No caso da HPLC, no entan-
to, a fase mével é forgada através da coluna, que estéd preen-
chida muito compactamente, sob pressoes de até 15.000 psi
(libras por polegadas quadradas), levando a tempos de ana-
lise bastante reduzidos. Os materiais eluidos sdo detectados
4 medida que saem da coluna de acordo com a absor¢do em
UV, indice de refracdo ou fluorescéncia. As vantagens da
HPILCsdo

1. Alta resolucgio, que permite a purificacio rotineira de
misturas que ndo sdo separdveis por outras técnicas.

2. Velocidade, que permite que as separacdes sejam reali-
zadas em poucos minutos.

3. Alta sensibilidade, que, em casos favordveis, permite a
estimativa quantitativa de quantidades de material menores
que 1 picomol.

4. Capacidade de automacio.

Assim, poucos laboratérios de bioquimica trabalham
atualmente sem acesso a pelo menos um sistema de HPLC.
A HPLC também é muito utilizada em andlises clinicas de
fluidos corporais, pois pode rdpida, rotineira e automatica-
mente fornecer estimativas confidveis de quantidades na fai-
xa dos nanogramas de materiais biolégicos, como, por exem-
plo, vitaminas, esteroides, lipideos e metabdlitos resultantes
de farmacos.

4 ELETROFORESE

A eletroforese, que é a migragio de ions em um campo elé-
trico, ¢ amplamente utilizada para a separagdo analitica de
moléculas biolégicas. As leis da eletrostdtica estabelecem
que a forga elétrica, F,,,;.,, sobre um fon de carga g em um

campo elétrico de forca E € expressa por

Feﬁé!rica = qE [66]
A migracdo eletroforética resultante do fon através da solu-
¢do sofre oposicdo da forga de fricgdo, ou de atrito,
F, fricgao = Vf [67]
onde v € a velocidade de migragéo do ion e fé seu coeficiente
de atrito. O coeficiente de atrito é uma medida do atrito que a
solucdo exerce sobre o ion em movimento e depende do tama-
nho, da forma e do estado de solvatacdo do ion, bem como da
viscosidade da solucio (Secdo 6.5A). Em um campo elétrico
constante, as forcas sobre o fon irdo se contrabalancear:

gE =vf [6.8]

de forma que cada fon de uma solugio movimenta-se com
uma velocidade caracteristica constante. A mobilidade ele-
troforética de um fon, p, é definida por

v _ 4

=T [6.9]

As mobilidades eletroforéticas (i6nicas) de diversos ions pe-
quenos em H,0, a 25°C, esto listadas na Tabela 2.2.

A Equagdo [6.9] aplica-se de fato apenas a fons em di-
luigoes infinitas em solventes nfo condutores. Em solugdes
aquosas, polieletrélitos, como as proteinas, sdo envolvidos
por uma nuvem de ions opostos, os quais impdem um campo
elétrico adicional de uma magnitude tal que a Equagio [6.9]
torna-se, na melhor das hipéteses, uma aproximacédo pobre
da realidade. Infelizmente, a complexidade das solugdes i6-
nicas tem impedido, até o momento, o desenvolvimento de
uma teoria que possa predizer, com precisdo, a mobilidade
dos polieletrélitos. Ja a Equacdo [6.9] indica corretamente
que as moléculas, nos seus respectivos pontos isoelétricos,
pl, possuem mobilidade eletroforética zero. Além disso, para
proteinas e outros polieletrélitos que apresentam proprieda-
des de 4dcido-base, a carga i6nica e, portanto, a mobilidade
eletroforética sdo dependentes do pH.

O uso da eletroforese para separar proteinas foi relata-
do pela primeira vez em 1937 pelo bioquimico sueco Arne
Tiselius. A técnica introduzida por ele, a eletroforese de fron-
teira mével, foi uma das poucas técnicas analiticas podero-
sas disponiveis nos primeiros anos da quimica de proteinas.
Entretanto, pelo fato de esse método ser realizado inteiramen-
te em solugio, é necessdrio, para evitar as forgas de convecgio
e impedir que as proteinas em migracdo se misturem, o uso
de um equipamento complicado que requer amostras grandes.
A eletroforese de fronteira mével foi entfio substituida pela
eletroforese de zona, uma técnica na qual a amostra € posta
a migrar em um suporte sélido, como, por exemplo, papel fil-
tro, acetato de celulose ou, mais frequentemente, algum gel.
Isso elimina muito a mistura das amostras por convecgdo, que
ocorre na eletroforese de fronteira mével e limita a resolugao.
Além disso, na eletroforese de zona, os diversos componentes
da amostra migram como bandas discretas (zonas) e, assim,
apenas uma pequena quantidade de material é necessdria.

A. Eletroforese em papel

Na eletroforese em papel as amostras sdo aplicadas em um
ponto em uma tira de papel filtro ou acetato de celulose ume-
decida com uma solugdo-tampdo. As extremidades da tira séo
imersas em reservatérios separados contendo um tampéo no
qual os eletrodos sdo colocados (Fig. 6.18). Com a aplicagio
de uma corrente continua (em geral ~20 V - cm ™), os fons da
amostra migram em diregio ao eletrodo de polaridade con-
trdria com velocidades caracteristicas, até formarem bandas
discretas. A velocidade de migracao de um fon ¢ influenciada,
até certo ponto, pela interagdo com a matriz do suporte, mas,
em grande parte, depende da carga do fon. Depois que o ele-
troforetograma estiver completo (o que em geral leva vdrias
horas), deixa-se secar a tira e os componentes da amostra sdo
localizados empregando os mesmos métodos de detecgio uti-
lizados na cromatografia em papel (Se¢do 6.3D).

A eletroforese em papel e a cromatografia em papel séio
a principio semelhantes. No entanto, a eletroforese em papel
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separa os ions principalmente de acordo com suas cargas i6éni-  tiloscopia, na qual uma amostra é primeiramente tratada do
cas, enquanto a cromatografia em papel separa as moléculas  mesmo modo que na cromatografia bidimensional em papel
de acordo com suas polaridades. Os dois métodos podemser  (Secdo 6.3D), mas € submetida a eletroforese no lugar da se-
combinados em uma técnica bidimensional denominada da- gunda etapa cromatogréfica. As moléculas sdo assim sepa-
radas tanto de acordo com a carga como com a polaridade.

B. Eletroforese em gel

A eletroforese em gel, que estd entre os métodos mais pode-
rosos e, ainda assim, convenientes de serem utilizados para se-
parar macromoléculas, substituiu a eletroforese em papel. Os
géis mais usados, a poliacrilamida e a agarose, possuem poros
de dimensdes moleculares cujos tamanhos podem ser escolhi-
dos. A separagdo das moléculas é, portanto, fundamentada na
filtracdo em gel e também na mobilidade elétrica das moléculas
a serem separadas. Os géis na eletroforese, contudo, retardam
as moléculas maiores em relacdo as menores, o inverso do que
(®) Tira de papel ocorre na cromatografia de gel filtragio, pois ndo hé espaco
com solvente na eletroforese em gel andlogo aquele entre as
particulas do gel da cromatografia de gel filtragdo (os géis de

e ®

eletroforese em geral sio montados dentro do equipamento de

/ \ eletroforese, embora géis prontos também sejam muito utiliza-

fons Ponto de fons dos). Devido ao fato de que as moléculas de uma amostra ndo

negativos aplicagdo positivos saem do gel, 0 movimento eletroforético das moléculas maio-
da amostra res é mais dificultado em relagdo ao das moléculas menores.

Na eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE, de
polyacrylamide gel electrophoresis), os géis sio feitos pela
polimerizacdo de acrilamida e N,N'-metilenobisacrilamida,

FIGURA 6.18 Eletroforese em papel. (a) Diagrama do equi-
pamento utilizado. A amostra € aplicada em um ponto no papel
umedecido com tampdo. As extremidades do papel sdo mergu-

lhadas dentro de reservatérios de tampdo no qual os eletrodos induzida por raqicais livres, no tampéo de escolha .(Fig. 6.19).
estdo imersos e um campo elétrico é aplicado. (b) Um eletro- O gelem geral € mont.ado com a forma de uma fatia retangu-
foretograma completo. Note que os fons positivos (c4tions) lar delgada, na qual diversas amostras podem ser analisadas
migraram em dire¢io ao cdtodo e os fons negativos (4nions) simultaneamente em canaletas paralelas (Fig. 6.20), o que
migraram em direcdo ao 4nodo. As moléculas sem carga per- constitui uma boa maneira para comparar amostras seme-
manecem no ponto de aplicagdo da amostra. lhantes. O tamp@o, que € 0 mesmo nos reservatérios e no gel,
I
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|
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FIGURA 6.19 Polimerizacio da acrilamida e da N,N’-metilenobisacrilamida para formar um gel de poliacrilamida. A polimerizacio
é induzida por radicais livres resultantes da decomposi¢do quimica do persulfato de amdnio (8,07 — 250, +) ou da fotodecomposigao
da riboflavina na presenca de tragos de O,. Em qualquer um dos casos, N,N,V’, N*-tetrametiletilenodiamina (TEMED), um estabiliza-
dor de radicais livres, em geral € adicionado 4 mistura do gel. As propriedades fisicas do gel e o tamanho dos poros sdo controlados pela
propor¢ao de poliacrilamida no gel e por seu grau de polimerizagio. A concentragio de poliacrilamida utilizada com mais frequéncia
estd na faixa de 3 a 15%, com a quantidade de N, N’-metilenobisacrilamida em geral fixada em 5% do total de acrilamida presente.
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FIGURA 6.20 Egquipamento para eletroforese em gel pla-
no. Asamostras, aplicadas em canaletas que sao feitas na parte
superior do gel, migram em linhas paralelas.

apresenta um pH tal (em geral ~9 para proteinas) de modo
que as macromoléculas ficam com carga negativa e, portanto,
migram em dire¢do ao 4nodo do reservatério inferior. Cada
amostra, que pode conter uma quantidade de macromolécu-
las tdo pequena quanto 10 pg, € dissolvida em uma quantida-
de minima de uma solugio relativamente densa de glicerol
ou sacarose, para impedir que ela se misture com o tampéo
no reservatorio superior, e € aplicada em canaletas feitas na
parte superior do gel (Fig. 6.20). Alternativamente, a amos-
tra pode estar contida em um pequeno segmento do “gel de
amostra”, cujos poros sdo muito grandes para que impecam
a migracdo de macromoléculas. Uma corrente continua de
~300 V passa através do gel durante um periodo de tempo
suficiente (30 a 90 minutos) para separar os componentes
macromoleculares em uma série de bandas discretas; o gel é
entdo removido do suporte e as bandas sdo visualizadas pelo
método mais apropriado (ver a seguir). Utilizando essa téc-
nica, uma mistura proteica de 0,1 a 0,2 mg pode ser separada
e analisada, resolvendo até 20 bandas diferentes.

a. A eletroforese com pH descontinuo (eletroforese de disco)
melhorou a resolugao

A pequena largura das bandas no método descrito anterior-
mente, e portanto a resolugio da separagio, é limitada pelo
comprimento da coluna da amostra & medida que ela penetra
no gel. A largura das bandas € reduzida por uma técnica sim-
ples conhecida como pH descontinuo ou eletroforese de disco.
Esse tipo de eletroforese necessita de um sistema de dois géis
e vérios tampdes diferentes (Fig. 6.21). O “gel de corrida”, no
qual ocorre a separacio, € preparado como descrito anterior-
mente, e na sua extremidade superior € montado um “gel de
empilhamento”, ou “gel espagador”, mais curto (1 cm) e de
poros largos. O tampao do reservatério inferior e do gel de
corrida € o mesmo descrito anteriormente, enquanto aquele
da solugio de amostra e do gel de empilhamento tem um pH
cerca de duas unidades abaixo daquele do reservatério infe-
rior. O pH do tampéo do reservatério superior, o qual deve
conter um édcido fraco (em geral glicina, pK, = 9,78), € ajusta-
do para um pH préximo aquele do reservatorio inferior.

Quando a corrente é ligada, os fons do tampéio do reci-
piente superior migram para dentro do gel de empilhamento,
enquanto os fons do tampéo do gel de empilhamento migram
mais 2 frente. A medida que isso vai acontecendo, os fons do
tampdo do reservatério superior encontram um pH que €
bem menor do que o seu pK. Portanto, esses fons adotam sua
forma neutra (ou, no caso da glicina, a forma zwitteridnica) e
se tornam eletroforeticamente imdveis. Isso leva & deficiéncia
de carreadores de cargas e, consequentemente, a um aumento
na resisténcia elétrica R nessa regido, o que, devido a exigén-
cia de uma corrente constante I através do circuito elétrico,
resulta, de acordo com a lei de Ohm (E = IR), em um grande
aumento localizado do campo elétrico £. Em resposta a esse
campo aumentado, os Anions macromoleculares migram rapi-
damente até encontrarem a regido contendo os fons do tam-
pao do gel de empilhamento, onde entdo eles diminuem de
velocidade, pois nesse ponto ndo hé deficiéncia de ions. Esse
efeito faz os ions macromoleculares chegarem no gel de corri-
da empilhados, formando bandas ou discos estreitos (~0,01
mm de largura) que sdo ordenados de acordo com suas mobi-
lidades, e se posicionam em uma posi¢do intermedidria entre
os {ons em migragdo do reservatdrio superior e aqueles do gel
de empilhamento. A medida que os ions macromoleculares
vdo entrando no gel de corrida, eles diminuem de velocidade
devido aos efeitos da gel filtragdo. Isso permite que os ions do
tamp3o do reservatério superior ultrapassem as bandas ma-
cromoleculares e, devido ao pH maior do gel de corrida, ado-
tem sua forma carregada 4 medida que também entram no
gel. Assim, a deficiéncia de carreadores de carga desaparece
e a partir daf a separacéo eletroforética ocorre normalmente.
Entretanto, a compactacdo das bandas macromoleculares que
entram no gel de corrida aumenta muito a resolugdo das sepa-
racdes de macromoléculas (p. ex., Fig. 6.22).

b. Géis de agarose sdo utilizados para separar
eletroforeticamente moléculas grandes

A obtencdo dos poros grandes que sdo necessidrios para
PAGE de compostos de alta massa molecular (> 200 kDa)
requer géis de concentragdes tdo baixas de poliacrilamida
(< 2,5 %) que eles ficam muito moles para serem utilizados.
Essa dificuldade € evitada utilizando-se agarose (Fig. 6.13).
Por exemplo, utiliza-se um gel de agarose 0,8% para a sepa-
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FIGURA 6.21 Diagrama do equipamento da eletroforese de
disco (pH descontinno).
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FIGURA 6.22 Eletroforese de disco de soro humano em uma
coluna de poliacrilamida de 0,5 X 4,0 em. As proteinas foram
visualizadas por colorag@o com negro de amido. (Fonte: B.J.
Davis, Annals of the New York Academy of Science 121, 404
[1964], EUA, Fig. 8.)

ragdo eletroforética de dcidos nucleicos com massa molecu-
lar de até 50.000 kDa.

c. As bandas de um gel podem ser detectadas por coloracgao,
contagem radioativa ou immunobioiting

As bandas resultantes de uma separagio por eletroforese em

gel podem ser localizadas por vdrias técnicas. As proteinas

em geral sdo visualizadas por coloragdo. O azul brilhante de

Coomassie,
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N
|
N
-
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Azul brilhante de Coomassie

o corante mais amplamente utilizado, é aplicado mergu-
lhando-se o gel em uma solugdo 4cida e alcodlica contendo
o corante. Essa solucfo fixa a proteina por desnaturagéo e
o corante forma um complexo com a proteina. O excesso de
corante € retirado lavando-se o gel exaustivamente com uma
solucdo 4cida ou por descoloragio eletroforética. Bandas
proteicas contendo um minimo de 0,1 pg de proteina podem
ser detectadas dessa maneira. Bandas contendo menos do
que essa quantidade de proteina podem ser visualizadas por
meio de coloracfio com prata, que é ~50 vezes mais sensivel,
porém é uma técnica mais dificil de ser realizada. Os coran-
tes SYPRO, recentemente desenvolvidos, os quais fluores-
cem muito sob luz ultravioleta quando ligados a proteinas,
sdo tdo sensiveis quanto a coloragio com prata, mas mais
féceis de aplicar. A fluorescamina, um corante de proteinas
amplamente utilizado, € uma molécula nio fluorescente que
reage com aminas primdrias, como residuos de lisina, geran-
do outro produto que € altamente fluorescente sob UV.

Aduto de fluorescamina
(altamente fluorescente)

Fluorescamina
(ndo fluorescente)

As proteinas, assim como outras substéncias, podem ser
detectadas verificando-se a absor¢io de UV ao longo do gel.
Se a amostra for radioativa, o gel pode ser secado a vdcuo
para formar uma espécie de celofane, ou entdo ser cober-
to com um filme pléstico e, depois, preso sobre uma folha
de filme de raios X. Apds um periodo de tempo (de poucos
minutos até varias semanas, dependendo da intensidade de
radiagio), o filme é revelado e a autorradiografia resultante
mostra as posi¢des dos componentes radioativos nos locais
escurecidos do filme (alternativamente, um analisador de
imagens, como o fosphorimager [Sec¢do 5.5D], pode ser em-
pregado para revelar, em poucos minutos, a localizag¢io dos
componentes radioativos). O gel também pode ser secciona-
do transversalmente em vérios pedagos, e o nivel de radiacéo
em cada pedago pode ser determinado com um contador de
cintila¢do. Esse método produz resultados quantitativamente
mais precisos do que a autorradiografia. Os materiais de uma
amostra também podem ser eluidos dos pedagos de um gel
para identificagfio ou posterior tratamento.

Se um anticorpo contra a proteina de interesse estiver
disponivel, é possivel detectar especificamente essa proteina
em um gel, mesmo na presenga de vérias outras proteinas,
por immunoblot (também conhecido como Western blot).
Essa técnica é uma varia¢do do Southern blotting (Segdo
5.5D) que utiliza uma técnica semelhante ao Elisa (Secdo
6.1Da) para detectar a(s) proteina(s) de interesse (Fig. 6.23):

1. O eletroforetograma de um gel j4 pronto é transferido
(blotted) para uma folha de nitrocelulose (semelhante & Fig.
5.48), que liga proteinas forte e inespecificamente (mem-
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2. Bloquear os sitios de
ligagdo ndo ocupados
da nitrocelulose com
caselna

1. Realizar uma eletroforese em
gel de uma amostra contendo
a proteina de interesse

Transferir as proteinas do gel

para a nitrocelulose Réplica de

nitrocelulose do

Peso eletroforetograma

Papektoalha

Folha de
nitrocelulose

Mecha

Solugdo
tampao

Eletroforetograma contendo
a proteina de interesse

FIGURA 6.23 Detecciio de proteinas por immunoblotting.

branas de ndilon ou fluoreto de polivinilideno [PVDF, de
polyvinylidene fluoride] também podem ser utilizadas).

2. Os sitios de adsorcdo em excesso na membrana sdo
bloqueados com uma proteina inespecifica, como a caseina
(proteina do leite; nessa técnica em geral se usa leite desnata-
do), para evitar a adsor¢ao inespecifica dos anticorpos (que
também sdo proteinas) utilizados nas etapas 3 e 4.

3. A membrana € tratada com o anticorpo especifico contra
a proteina de interesse (anticorpo primdrio). Esse anticorpo
em geral € de coelho.

4. Depois de lavar a membrana para retirar o anticorpo
primdrio que nio ligou, incuba-se ela com um anticorpo de
cabra especifico para anticorpos de coelho, ao qual uma en-
zima de facil detecgdo foi covalentemente ligada (anticorpo
secundério).

5. Depois de lavar a membrana para retirar o anticorpo
secundério ndo ligado, a enzima no anticorpo secunddrio li-
gado € analisada por uma reagdo que gera cor, levando ao
aparecimento de bandas coloridas na nitrocelulose no local
onde a proteina de interesse se ligou.

Alternativamente, o anticorpo primério usado na etapa
3 pode ser marcado com o isétopo radioativo "I, o anticorpo
ndo ligado é entdo removido por lavagem e a posicdo da pro-
teina ligada na membrana é revelada por autorradiografia.

C. SDS-PAGE

Os sabdes e os detergentes sdo moléculas anfipdticas (Secdo
2.1Ba) e fortes agentes desnaturantes de proteinas, pelas
razdes explicadas na Segdo 8.4E. O dodecil sulfato de sddio
(SDS, de sodium dodecyl sulfate),

[CH3 = (CHz)m = CHZ == 0 = SO3_]Na+
Dodecil sulfato de sodio (SDS)

um detergente que com frequéncia é utilizado em prepara-
¢oes bioquimicas, liga-se tenazmente as proteinas, fazendo
com que elas adotem uma forma alongada (de bastdo). A
maioria das proteinas liga-se ao SDS em uma mesma pro-
porcdo, de 1,4 g de SDS para cada 1 g de proteina (cerca de

3. Incubar com anticorpo
de coelho contra a
proteina de interesse

5. Analisara
enzima ligada
por uma técnica
colorimétrica

4, Lavar e incubar com
um anticorpo de cabra
antianticorpo de coelho
ligado a uma enzima

Ligag&o do
anticorpo
primério

Ligag@o do anticorpo
secundério ligado
a uma enzima

Immunoblot

uma molécula de SDS para cada dois aminoécidos). Grande
parte da carga negativa do SDS mascara a carga intrinseca da
proteina; logo, as proteinas tratadas com SDS tendem a apre-
sentar relacdes carga-massa idénticas e formas semelhantes.

Consequentemente, a eletroforese de proteinas em um gel
de poliacrilamida contendo SDS separa as amostras na ordem
das suas massas moleculares devido ao efeito filtrador do gel.
A Fig. 6.24 fornece um exemplo do poder de resolucdo e da
reprodutibilidade do SDS-PAGE.

As massas moleculares de proteinas “normais” séo fre-
quentemente determinadas com uma exatiddo de 5 a 10%
por SDS-PAGE. As mobilidades relativas das proteinas nes-
ses géis variam linearmente com o logaritmo de suas massas
moleculares (Fig. 6.25). Na prética, a massa molecular de uma
proteina é determinada realizando a eletroforese da proteina
juntamente com vérias proteinas “padrao” de massas molecu-
lares conhecidas proximas a da proteina de interesse.

Muitas proteinas consistem em mais de uma cadeia po-
lipeptidica (Secdo 8.5A). O tratamento com SDS rompe as
interacBes ndo covalentes entre essas subunidades. Assim, o
SDS-PAGE fornece as massas moleculares das subunidades
proteicas e ndo as da proteina intacta, a menos que as su-
bunidades estejam ligadas por ligages dissulfeto. Contudo,
mercaptoetanol € frequentemente adicionado aos géis de
SDS-PAGE para desfazer, por redugéo, essas ligagoes dis-
sulfeto (Segdo 7.1B).

D. Focalizagdo isoelétrica

Uma proteina possui grupos carregados de ambas polarida-
des e, portanto, apresenta um ponto isoelétrico, pZ, que € o
pH no qual a proteina é imével em um campo elétrico (Sec¢io
4.1D). Se uma mistura de proteinas é submetida d eletrofore-
se por meio de uma solucdo que possua um gradiente de pH
estdvel, na qual o pH aumenta, aos poucos, do dnodo para o
cdtodo, cada proteina migrard para uma posicdo do gradien-
te de pH que corresponda ao seu ponto isoelétrico. Se uma
molécula proteica difundir para fora dessa posigdo, sua carga
mudard & medida que ela for para uma regido de pH diferen-
te, e as forgas eletroforéticas resultantes levardo a proteina
de volta para a sua posigio isoelétrica. Cada espécie de pro-
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FIGURA 6.24 SDS-PAGE. O eletroforetograma de uma ele-
troforese de disco com SDS mostra a separagao das proteinas
do sobrenadante (esquerda) e das fragées da membrana (direi-
ta) de algumas linhagens da bactéria Salmonella typhimurium.
Amostras de 200 pg de proteina foram corridas paralelamente
em um gel de 35 cm de comprimento por 0,8 mm de largura
contendo 10% de poliacrilamida. A canaleta Mr (massa relati-
va) contém os padrées de massa molecular. (Cortesia de Gio-
vanna F. Ames, University of California em Berkeley, EUA.)

teina é, portanto, “focalizada” em uma faixa estreita proximo
ao seu ponto isoelétrico, que pode ser de até 0,01 unidade de
pH. Por isso, essa técnica foi denominada focalizagio isoelé-
trica (IEF, de isoelectric focusing).

O gradiente de pH produzido pela mistura de dois tam-
poes diferentes em proporc¢des constantemente varidveis
¢ instdvel em um campo elétrico, pois os fons do tampdo
migram para o eletrodo de polaridade oposta. Por isso,
o gradiente de pH na IEF é formado por uma mistura de
oligbmeros de baixa massa molecular (600 a 900 D) que
possuem grupos alifiticos amino e carboxilico (Fig. 6.26),
que apresentam uma série de pontos isoelétricos. Sob a in-
fluéncia de um campo elétrico em solucgéo, cada um desses
anfélitos (eletrélitos anfotéricos) migrard para seu ponto
isoelétrico. Consequentemente, os anfolitos mais 4cidos se
agrupam no dnodo e os progressivamente mais bésicos se
posicionam mais proximos ao cdtodo. O gradiente de pH,
que € mantido por um campo elétrico de ~1.000 V, origina-
-se pela acdo tamponante desses anfélitos. A dissipagdo do
gradiente de pH por convecgdo € evitada realizando-se a
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FIGURA 6.25 Relaciio logaritmica entre a massa molecular de
uma proteina e sua mobilidade eletroforética relativa em SDS-
-PAGE. A relacio de 37 polipeptideos, que variam de 11 a 70
kDa, foi colocada no gréfico. (Segundo Weber, K., and Osborn,
M., . Biol. Chem. 244, 4406 [1969].)

IEF em um gel de poliacrilamida, cilindrico ou plano, pou-
co concentrado. Os géis de IEF em geral contém ~6 M de
ureia, um potente agente desnaturante que, ao contrario do
SDS, ndo possui carga e, portanto, ndo afeta diretamente a
carga de uma proteina.

Uma forma alternativa de IEF utiliza géis contendo gra-
dientes de pH imobilizados. Esses géis sdo produzidos com
derivados de acrilamida ligados covalentemente a anfélitos.
Utilizando um equipamento de preparar gradiente (Fig. 6.7),
um gel contendo um gradiente de pH imobilizado & polimeri-
zado a partir de uma mistura de derivados de acrilamida com
pKs diferentes e que variam continuamente, de forma que
o pH do gel varia gradualmente de uma extremidade para a
outra.

O fato da IEF separar as proteinas em bandas estreitas
torna-a uma ferramenta analitica e preparativa muito 1til.
De fato, muitas preparagdes proteicas antes consideradas
homogéneas foram separadas em vdrios componentes por
IEF. Essa técnica pode ser combinada com a eletroforese
em uma técnica extremamente poderosa de separagio bidi-
mensional, denominada eletroforese em gel bidimensional

7CH2 7}17(01'12)“I 7$7 cHzi
((I-THg)n R
NRy

n=2oul
R =Hou —(CHy),—COOH

FIGURA 6.26 Forma geral dos anfélitos utilizados na IEF.
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FIGURA 6.27 Eletroforese em gel bidimensional (eletrofore-
se 2D). Esse autorradiograma mostra a separagéio da proteinas
de E. coli por eletroforese 2D (IEF na horizontal e SDS-PAGE
na vertical). Uma amostra de 10 pg de proteinas de E. coli que
havia sido marcada com amino4cidos contendo “C foi subme-
tida 2 IEF em um tubo de gel de poliacrilamida de 2,5 X 130
mm contendo ureia. O gel foi depois retirado do tubo, colocado
em contato com uma das bordas de uma fatia de um gel de
SDS-poliacrilamida e submetido 2 eletroforese. Mais de 1.000
manchas foram contadas no autorradiograma original, que
resultou de uma exposigao de 825 horas. (Cortesia de Patrick
O’Farrell, University of California em S&o Francisco, EUA.)

(eletroforese 2D) (Fig. 6.27). Até 5.000 proteinas podem ser
observadas em um tinico eletroforetograma bidimensional.
Assim, a eletroforese 2D é uma ferramenta de extrema valia
para a protedmica (o estudo do proteoma que, em analo-
gia com o termo “genoma”, € definido como o conjunto de
todas as proteinas expressas por uma célula ou organismo,
mas com énfase na quantificagdo, na localizagdo, nas modi-
ficagBes, nas interagtes e nas atividades, bem como na iden-
tificagdo). Bandas individuais de proteinas em um gel cora-
do podem ser cortadas do gel (com um bisturi ou por um
robd guiado pela imagem digitalizada do gel obtida com um
scanner ou com uma cimera digital), descoradas, e a pro-
teina pode ser eluida do fragmento de gel para identificacdo
e/ou caracterizagio, em geral por espectrometria de massa
(Secdo 7.1J). Variantes de proteinas podem ser encontradas
comparando-se as posi¢des e a intensidade das bandas em
géis 2D de preparagdes semelhantes. Isso pode ser feito com
a ajuda de um computador apds a obtengéo das imagens di-
gitalizadas dos géis corados. Vérios géis 2D de referéncia
estdo disponiveis, com esse proposito, na rede de informa-
¢do piiblica, nas bases de dados acessiveis listadas em http://
www.expasy.org. Essas bases de dados contém imagens de
géis 2D de vérios organismos e tecidos, com muitas das pro-
teinas ja identificadas.

E. Eletroforese capilar

Mesmo que as vérias formas de eletroforese em gel sejam
técnicas comuns e altamente eficazes para separar molécu-
las carregadas, elas em geral requerem uma hora ou mais

de corrida e sdo dificeis de quantificar e automatizar. Essas
desvantagens sdo contornadas pelo uso da eletroforese ca-
pilar (EC), técnica na qual a eletroforese é realizada em
capilares muito finos (10 a 100 pm de didmetro interno)
feitos de silica, vidro ou pldstico. Esses capilares estreitos
dissipam rapidamente o calor e, assim, permitem o uso de
campos elétricos altos (geralmente 100 a 300 V - cm ', cer-
ca de 10 vezes maior do que aquele da maioria das outras
técnicas), o que reduz para poucos minutos os tempos de
separacio. Essas separagOes rdpidas, por sua vez, minimi-
zam o alargamento das bandas causado pela difusio, forne-
cendo assim separacoes extremamente nitidas. Os capilares
podem ser preenchidos com tampao (como na eletrofore-
se de fronteira mével, mas aqui o didmetro muito fino do
capilar elimina totalmente a convecgio [importante fator
que leva & mistura das moléculas que estdo em processo de
separacdo]). Também podem ser preenchidos com gel de
SDS-poliacrilamida (separagio de acordo com a massa mo-
lecular; Se¢do 6.4C) ou anfélitos (IEF; Secdo 6.4D). Essas
técnicas de EC apresentam uma resolugdo extremamente
alta e podem ser automatizadas da mesma maneira que a
HPLC, isto €, com aplicacdo da amostra automatizada e
detecgdo da amostra na propria linha de processamento.
Como a EC € capaz de separar apenas pequenas quantida-
des de material, ela estd limitada a ser utilizada como técni-
ca analitica.

5 ULTRACENTRIFUGACAO

Se um recipiente contendo areia e dgua for sacudido e depois
deixado parado, a areia ird sedimentar rapidamente para o
fundo do recipiente devido 2 influéncia da gravidade terres-
tre (aceleragdo g de 9,81 m + s %). No entanto, as macromolé-
culas em solugéo, que sofrem o mesmo campo gravitacional,
ndo exibem nenhuma sedimentagdo perceptivel, pois o mo-
vimento ao acaso causado pela energia cinética (Browniano)
as mantém distribuidas uniformemente na solucio. Apenas
quando forem aplicadas altas aceleracées é que o compor-
tamento de sedimentacdo das macromoléculas ird lembrar
aquele dos graos de areia.

A ultracentrifuga foi desenvolvida por volta de 1923 pelo
bioquimico sueco The Svedberg. Utilizando esse instrumen-
to, Svedberg demonstrou, pela primeira vez, que as protei-
nas sdo macromoléculas de composi¢cdes homogéneas e que
muitas proteinas sdo compostas por subunidades. Em pou-
cas décadas, a ultracentrifugac¢io tornou-se uma ferramenta
indispensavel para o fracionamento de proteinas, dcidos nu-
cleicos e particulas subcelulares. Ultracentrifugas modernas
podem atingir velocidades de sedimentagido de até 150.000
rpm (revolu¢Bes por minuto), gerando campos de centrifuga-
¢do de mais de 1 milhdo X g. Nesta se¢do, discute-se a teoria
e a pratica da ultracentrifugacéo.

A. Sedimentacado

A velocidade na qual uma particula sedimenta na ultra-
centrifuga estd relacionada com a sua massa. A forca,
F o timenacaor QU€ atua para sedimentar uma particula de mas-
sa m e que estd localizada a uma distdncia r do eixo ao
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redor do qual estd girando com uma velocidade angular o
(em radianos - s ') é a forga centrifuga (mw’r) que atua so-
bre a particula menos a forca de empuxo (Vppwzr) exercida
pela solucéo:

Fsedinmnmyﬁa = mmzr - Vl’ pmﬁr [610]
Aqui, V, € o volume da particula e p € a densidade da so-
lucdo. Entretanto, o movimento da particula através da so-
lugdo, como visto no estudo sobre eletroforese, sofre agido
oposta da forga de atrito:

Ffriccﬁa = Vf [6-7]
onde v = dr/dt é a taxa de migracdo da particula em sedimen-
tacdo e f € seu coeficiente de atrito. O coeficiente de atrito da
particula pode ser determinado a partir de medidas de sua
velocidade de difusdo.

Sob a influéncia da forca gravitacional (centrifuga), a
particula acelera até que as forcas sobre ela entrem em equi-
librio perfeito:

mw’r — Vppw?r = vf [6.11]
A massa de 1 mol de particulas, M, é
M =mN [6.12]

onde N é o niimero de Avogadro (6,022 X 10™). Logo, o vo-
lume da particula, V,, pode ser expresso em termos da sua
massa molar:

onde V, o volume especifico parcial da particula, é a mudan-
¢a de volume quando 1 g (peso seco) de particulas é dissol-
vido em um volume infinito do soluto. Para a maioria das
proteinas dissolvidas em dgua pura a 20°C, V' € préximo a
0,73cm’+ g ' (Tabela 6.4). De fato, para proteinas com com-
posigéio conhecida de aminodcidos, V' pode ser calculado,
com boa aproximagdo, pela soma dos volumes especificos
parciais dos residuos de aminoécidos que as compdem, indi-
cando assim que os 4tomos nas protefnas estio bem compac-
tados (Se¢do 8.3Bc).

a. Uma particula pode ser caracterizada por sua velocidade
de sedimentacgao

Substituindo as Equagdes [6.12] e [6.13] na Equacdo [6.11]

dé-se origem a

M1 - Vp)w?r

vf = [6.14]

Agora define-se o coeficiente de sedimentacio, s, como

5 :L:L(dlnr): M(1 — Vp)
dt Nf

o [6.15]
O coeficiente de sedimentacdo, uma grandeza que ¢ andloga
a mobilidade eletroforética (Equacio [6.9]) por ser a veloci-
dade por unidade de forca, em geral € expresso em unidades
de 10" "s, que sdo conhecidas como svedbergs (8). Para fins
de uniformidade, o coeficiente de sedimentacido em geral é
corrigido para o valor que teria a 20°C em um solvente de
densidade e viscosidade iguais as da 4gua pura. Isso é simbo-
lizado por s,,,,. A Tabela 6.4 e a Fig. 6.28 indicam os valores
de s,,,, em svedbergs de varios materiais biolégicos.

Vp=Vm = M [6.13] A Equacfo [6.15] indica que a massa de uma particula,
N m = M/N, pode ser determinada a partir da medida do seu
TABELA 6.4 Constantes fisicas de algnmas proteinas
Massa molecular  Volume especifico parcial, Coeficiente de Razdo de

Protefna (kDa) Vyulem’ - g™) sedimentagio s,,, ()  atrito f/f,
Lipase (leite) 6,7 0,714 1,14 1,190
Ribonuclease A (pancreas bovino) 12,6 0,707 2,00 1,066
Citocromo ¢ (coragdo bovino) 13,4 0,728 1,71 1,190
Mioglobina (coragdo equino) 16,9 0,741 2,04 1,105
a-Quimotripsina (pincreas bovino) 21,6 0,736 2,40 1,130
Crotoxina (cascavel) 29,9 0,704 3,14 1,221
Concanavalina B (feijao-de-porco) 42,5 0,730 3,50 1,247
Toxina diftérica 70,4 0,736 4,60 1,296
Citocromo-oxidase (P. aeruginosa) 89,8 0,730 5.80 1,240
Lactato-desidrogenase H (galinha) 150 0,740 7.31 1,330
Catalase (figado equino) 222 0,715 11,20 1,246
Fibrinogénio (humano) 340 0,725 7,63 2,336
Hemocianina (lula) 612 0,724 19,50 1,358
Glutamato-desidrogenase (figado bovino) 1.015 0,750 26,60 1,250
Proteina do virus do mosaico amarelo do nabo 3.013 0,740 48 80 1,470

Fonte: Smith, M.H., in Sober, H.A. (Ed.), Handbook of Biochemistry and Molecular Biology (2nd ed.), p. C-10, CRC Press (1970).
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FIGURA 6.28 Coeficientes de sedimentacio em svedbergs (S) para alguns materiais biolégicos. (Segundo diagrama fornecido

por Beckman Coulter, Inc.)

coeficiente de sedimentagfo, s, e da densidade da solucdo, p,
se seu coeficiente de atrito, f, € seu volume especifico parcial,
V, forem conhecidos. De fato, antes de 1970, a maioria das
determinacgdes das massas macromoleculares era realizada
utilizando-se ultracentrifuga amnalitica, um equipamento no
qual as velocidades de sedimentagdo das moléculas que es-
tdo sendo centrifugadas podem ser medidas opticamente (as
massas de macromoléculas sdo muito altas para serem de-
terminadas com exatiddo por técnicas fisicas cldssicas, como,

por exemplo, abaixamento do ponto de fusio ou medigio da
pressdo osmdtica). Apesar do avanco de métodos mais sim-
ples de determinacdo de massas moleculares, como a croma-
tografia de gel filtracdo (Segdo 6.3Ba) e SDS-PAGE (Segdo
6.4C), quase terem levado ao desaparecimento do uso da
ultracentrifugacio analitica, instrumentos desenvolvidos re-
centemente levaram ao ressurgimento do uso dessa técnica.
Ela é particularmente 1itil para a caracterizacdo de sistemas
de macromoléculas associadas.
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b. A razdo de atrito € um indicativo da solvatacao e da forma
molecular

Para uma particula esférica ndo solvatada de raio r,, o coefi-

ciente de atrito é determinado pela equacio de Stokes:

f=6mmrp [6.16]
em que m € a viscosidade da solucio. A solvatacdo aumenta o
coeficiente de atrito de uma particula por aumentar seu volu-
me hidrodindmico ou efetivo. Além disso, f € minimo quando
a particula é uma esfera. Isso porque a drea da superficie de
uma particula nfo esférica € maior do que a drea de uma es-
fera de mesmo volume, devendo, portanto, em média, apre-
sentar uma érea de superficie contra o movimento maior do
que a que uma esfera apresenta.

O coeficiente de atrito, f, de uma particula de massa e o
volume especifico parcial conhecido pode ser determinado
por ultracentrifugacio utilizando-se a Equacio [6.15]. O raio
Stokes ou efetivo de uma particula em solucdo pode ser cal-
culado resolvendo a Equagdo [6.16] para r,, dados os valores
f e m determinados experimentalmente. Jd o coeficiente de
atrito minimo de uma particula, f;,, pode ser calculado a partir
da massa e do volume especifico garcial da particula, supon-
do que ela seja esférica (V, = f%'rrrp) e ndo solvatada:

3MV\'A
fo=16mm (7)

e [6.17]

Se a raziio de atrito, f/f,, de uma particula for muito maior do
que a unidade, deve-se concluir que a particula estd altamen-
te solvatada e/ou significativamente alongada. As razdes de
atrito de algumas proteinas sdo apresentadas na Tabela 6.5.
Proteinas globulares, que, pelo que se sabe por estudos estru-
turais, sdo relativamente compactas e esféricas (Secdo 8.3B),
possuem razdes de atrito que chegam até ~1,5. Moléculas
fibrosas como o DNA e a proteina coaguladora do sangue,
o fibrinogénio (Secdo 35.1Aa), apresentam razoes de atrito
maiores. Na desnaturacéo, os coeficientes de atrito das pro-
tefnas globulares aumentam até duas vezes, pois as proteinas
desnaturadas adotam conformagoes de espirais aleatérias
flexiveis e oscilantes, nas quais todas as partes da molécula
estdo em contato com o solvente (Segio 8.1D).

B. Ultracentrifugagdo preparativa

As ultracentrifugas preparativas, que, como diz o nome, séo
projetadas para a preparacdo de amostras, diferem das ultra-
centrifugas analiticas por ndo possuirem os dispositivos para
a observacgéo das amostras. Os rotores preparativos possuem
tubos cilindricos para as amostras cujos eixos podem ser pa-
ralelos, em 4ngulo ou perpendiculares ao eixo de rotagio do
rotor, dependendo da finalidade (Fig. 6.29).

Na dedugéo da Equagdo [6.15], supds-se que a sedimen-
tacdo tenha ocorrido por um meio homogéneo. A sedimen-
tacdo pode ocorrer, no entanto, em uma solugio de uma
substincia inerte, como sacarose ou CsCl, na qual a con-
centragdo e, portanto, a densidade da solugdo aumentam do
topo ao fundo do tubo de centrifugacio. O uso desses gra-
dientes de densidade melhora muito o poder de resolugédo

Rotores de angulo

Vs b

i

FIGURA 6.29 Alguns rotores de ultracentrifugacio prepa-
rativa. Os tubos de amostra dos rotores de dngulo mével (zo
fundo) possuem uma dobradica, de forma que eles balangam da
posi¢do vertical para a horizontal 4 medida que o rotor comega
a girar, enquanto os tubos de amostra dos outros rotores tém
um dngulo fixo em relagéo ao eixo de rotacdo. (Cortesia de Be-
ckman Coulter, Inc.)

da ultracentrifuga. Duas aplica¢des de gradientes de densi-
dade sio amplamente empregadas: (1) ultracentrifugacio de
zona e (2) ultracentrifugacio de equilibrio em gradiente de
densidade.

a. A ultracentrifugacédo de zona separa particulas de acordo
com seus coeficientes de sedimentagao

Na ultracentrifugacio de zona, uma solugdo de macromo-
l1éculas € cuidadosamente colocada no topo de um gradien-
te de densidade preparado com um aparelho semelhante
aquele da Fig. 6.7. A finalidade do gradiente de densidade
é permitir a passagem suave pelas vdrias zonas macromole-
culares, diminuindo a mistura das solugGes provocada pela
convecgdo. A sacarose, que forma uma solugdo xaroposa
e bioquimicamente benigna, em geral é usada para formar
gradientes de densidade para ultracentrifugacdo de zona. O
gradiente de densidade €, de preferéncia, superficial, pois
a densidade mdxima da solugdo deve ser menor do que a
densidade das moléculas de interesse menos densas. Ainda
assim, a Equacgdo [6.15] indica que a velocidade de sedi-
mentacio de uma macromolécula é mais uma funcdo da
massa molecular do que da densidade. Consequentemente,
a ultracentrifugacio de zona separa macromoléculas de for-
mas parecidas, com base principalmente nas suas massas
moleculares.

Durante a centrifugagio, cada espécie de macromolécu-
la se move através do gradiente a uma velocidade determina-
da, em grande parte, por seu coeficiente de sedimentagéo e,
portanto, move-se como uma zona, que pode ser separada de
outras zonas, como esquematizado na Fig. 6.30. Apés a cen-
trifugacg@o, o fracionamento em geral € realizado furando-se
o fundo do tubo de centrifugagéo com uma agulha, permitin-
do que o seu conterido saia em gotas, coletando-se as zonas
separadas para posterior anélise.
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FIGURA 6.30 Ultracentrifugacfo de zona. A amostra ¢ aplicada sobre um gradiente de sacarose (d esquerda). Durante a centri-
fugacdo (no meio), cada particula sedimenta com uma velocidade que depende principalmente da massa da particula. No final, o
tubo de centrifugacido é furado, e as particulas separadas (zonas) sdo coletadas (4 direita).

b. A uitracentrifugacao de equilibrio em gradiente de
densidade separa particulas de acordo com suas
densidades

Na ultracentrifugacio de equilibrio em gradiente de densida-

de (alternativamente, ultracentrifugaciio isopicnica [do grego:

isos, igual + pyknos, denso]), a amostra é dissolvida em uma
solugdo relativamente concentrada de uma substéncia densa

e de rdpida difusdo (e, portanto, de baixa massa molecular),

como CsCl ou Cs,SO,, e é centrifugada a uma alta velocidade

até que a solugdo atinja o equilibrio. O alto campo centrifugo
faz o solute de baixa massa molecular formar um forte gra-
diente de densidade (Fig. 6.31), no qual os componentes da
amostra formam bandas nos locais onde suas densidades sdo

1,78 -
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1,70

Densidade (g - mL)

1,66

162 ! | | 1 1 \ |
60 62 64 66 68 70 7.2

Raio (cm)

FIGURA 6.31 Distribuicio da densidade de equilibrio de uma
solugio de CsCl em uma ultracentrifuga girando a 39.460 rpm. A
densidade inicial da solugio era 1,7 g - mL~ 5 (Segundo Ifft, I.B.,
Voet, D.H., and Vinograd, I., J. Phys. Chem. 65, 1138 (1961).)

iguais a densidade da solugdo; ou seja, em que (1 — V ) na
Equacio [6.15] é zero (Fig. 6.32). Essas bandas sio coletadas
como fragdes separadas quando o tubo da amostra é furado
como descrito anteriormente. A concentragio de sal na amos-
tra e, portanto, a densidade da solugdo, sdo facilmente deter-
minadas com um refratometro Abbé, um instrumento 6ptico
que mede o indice de refracio das solucdes.

A técnica do equilibrio em gradiente de densidade é muitas
vezes o método de escolha para separar misturas cujos compo-
nentes apresentam grande diferenca entre as densidades. Essas
substincias incluem 4cidos nucleicos, virus e algumas organelas
subcelulares, como os ribossomos, por exemplo. Entretanto, a
ultracentrifugacio isopicnica ndo é eficaz no fracionamento de
misturas proteicas, pois a maioria das proteinas possui densi-
dades semelhantes (a alta concentragio de sal também pode
levar a precipitagéo por salting out ou ainda desnaturar as pro-
tefnas). A ultracentrifugacio com gradiente de densidade em
uma ultracentrifuga analitica foi utilizada para mostrar que a
replicagio do DNA é semiconservativa (Secio 5.3B).

6 FRACIONAMENTO DE ACIDOS NUCLEICOS

Nas partes anteriores deste capitulo, foram discutidas as téc-
nicas utilizadas com mais frequéncia para isolar e, até certo
ponto, caracterizar proteinas. A maioria desses métodos, em
geral com algumas modifica¢des, também é regularmente
utilizada no fracionamento de dcidos nucleicos de acordo
com tamanho, composi¢do e sequéncia. Também existem
muitas técnicas que sdo aplicdveis apenas a dcidos nucleicos.
Nesta sec¢do serdo discutidas algumas das técnicas mais iiteis
gue sdo empregadas para a separagdo dessas moléculas.

A. Métodos em solugdo

Os 4cidos nucleicos, nas células, estdo invariavelmente as-
sociados as proteinas. Uma vez que as células tiverem sido
rompidas (Segdo 6.1B), os 4cidos nucleicos devem ser sepa-



