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Voltando aos valores de pl e
titulacao de aminoéacidos



Poder tamponante e curva de titulacao da glicina

A curva mostra a variacao do pH de uma
solucdo do aminoacido glicina quando se
adiciona uma base, por exemplo, NaOH.
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10} A glicina vai se dissociando, e libera
H* para o meio.
sl e O poder tamponante da glicina pode ser

------- observado em dois pontos da curva, em
gue o aumento de pH é mais lento.
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Observe que o pH da solucdao na metade
x desses trechos da curva coincide com o0s
............ valores de pK_dos grupos ionizaveis da
“glicina. O efeito tamp&o| nesses pHs ocorre
por que ha duas formas de glicina presentes
na solucéo, uma dissociada (50%) e outra

nao, como mostra a figurg.

0 05 1.0 1.5 2.0 o 5 ~
H+ dissociados por mélecula \C g pK a -COOH = 2.34
" | PK a -NH;" =9.60
> NH3+ -C o H

| Glicina

adicao de NaOH (volume) H (forma anfotérica — carga zero)



Curva de titulacao de um aminoacido

-Inicio: AA em pH acido

-Adicao de Base

-pH aumenta e a ionizagao do
grupo carboxila se altera

-pI: ponto isoelétrico - carga
liglida = zero

-inicia a dissociacao do grupo
amino

pl = pK; + pK, _ 5,97
2

Equivalentes de OH-




Como o estado de ionizacao e a carga elétrica da glicina variam em
funcao do pH do meio ?

Para a glicina os valores de pK sao: Célculo do ponto isoelétrico

PK o —NH,* =9.60

pl= 234 + 9.6 = 5.97

pK o.— COOH =2.34 2
pH 0-2 pH 2,34 pH 3.0-pH 9.0 pH 9.6 pH 10 - 14
go) 0
HO\C/O HQ éo ~ o 50% -
| 50% H* | H+ C
HC-H CH @ s CH; - @
* +H* +H | N +H
NH;* NH + |\|+H3 |
- T - NH
@ o, O. 0 :
¢ 50% C

|
Em pH < 2,34, todos(alsi2¢
grupos ionizaveis da glicma
estdo protonados. A moNEfa
apresenta carga +1.

Diminuindo a [H+] do meio,%Hog-
comeca a desprotonar. N(N?—IH 2,34,
metade das —COOH desprotoharam,

gerando a glicina com carga zero.

| 50% Ao mmtmin A A mamim A

Em pH > 10

| predomina a forma

de glicina com
carga -1.



Como o pH do meio afeta a carga de aminoacidos com cadeias laterais ionizaveis ?

\C 7z Como exemplo, veremos a
| ionizacdo da Lisina: pK a-COOH = 2.18 ol = 8.85 + 10.53 = 9.69
HC,- NH;* pK o -NH;"= 8.95 2
(|CH2)4 pK);(- NH,* =10.53 (ponto isoelétrico)
|
NH3+ / \
oH 2 .18 pH 8.95 pH 10.53

pH <2 pK a-COOH pH 3-8 pK a-NH;* pH9.69 pK R-NH;* pH>11

HO\ -0 .0 -O\ _0 -O\ _0 -O\ _0 0 o -O\ _0
C C C C C Nold C
NH3+ -NH3+ 'NH3+ ‘@ _NH2 _NH2 _NH2
H+ H+ H+ H+ H+ H+
(+2) 50% (+1) (+1) 50% (zero) 100% (zero)  50% (-1) (-1)
todos os 50% (+2)  predominio °0% (+1) ponto 50% (zero) ~ todos os
grupos carga +1 isoelétrico grupos
protonados desprotonados
predominio predominio

carga +2 carga -1



Curva de titulacao do aminoacido acido glutamico

COOH COO~ COO~
- - +
H;;N—(l)H I-laN—(iJH H;,N—(llH
CH, CH. CH
| pK, 5 pKg s

CHz — CH; —— Cl'lg

CO0~
HZN—CI‘,H
CH,

o
COO~

| L |

0 1.0 2.0
OH (equivalents)

3.0

pI

pI = pK; + pKr = 3,22
2



Curva de titulacao do aminoacido histidina

(|)OOH cloo- (':oo- (I:oo~
- + -
H3N—EH H3N—C[H HJN—('IH s H.,,N—(I:H
I’Ig H (EII; H CIIIZ H \\\ \Cljflg H
C—N_ C—N_ C—N_ y\
| ok, | ok | 0H ek, | DS
C N — (B —( — o
/H7H H H H
10 - Histidina pK, = i
9.17
L i
pKg =
6.0
pH 6 .
I
|
|
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pI = pK, + pKy = 7,59
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Aminoacidos e a Ligacao Peptidica:
a base estrutural das proteinas

Aminoacidos proteicos:
- propriedades gerais
- classificacao
- ionizacao e caracter anfoterico

Ligacao peptidica versus ligacdo amida:
- ressonancia e coplanariedade



Proteinas podem ser definidas como polimeros compostos de n unidades

monomeéricas, 0s aminoacidos, ligados entre si por ligacbes peptidicas

@ O O0®. O @

N
N

. Proteina (polimero)

N
N
N
N

* (O (mondémero)
aminoacido
\ J
Y

COO~

+ |
H,;N—C—H
|(1
R

Formula geral de um o aminoacido:
0S grupos amino e carboxila estao
no carbono a..

R — a cadeia lateral R diferencia os
aminoacidos entre si

® o 1@
RN

Aminodacido 1 b_' Aminoacido 2

m b o

H H H

um dipeptideo

A ligacao peptidica ocorre entre 0 grupo
o.-carboxila de um aminoacido e o grupo
o.-amino de outro aminoacido.

Até 100 aminoacidos (10 kDa) — peptideo
Mais de 100 aminoacidos — proteina



Aminoacidos moldam as propriedades das proteinas

-> Diferentes cadeias laterais = tamanhos, formas, cargas;
- Capacidade de preencher o interior da proteina;
- Capacidade de formacgao de estruturas secundarias;
- Capacidade de ionizacao e reatividade quimica;
- Capacidade de intera¢do com ions;

- Capacidade de formar ligacoes de Hidrogénio.

Observacao

As funcoes das proteinas derivam da diversidade e versatilidade dos 20

aminoacidos naturais e suas variacoes



Polimeros de aminoacidos

Resultado da unido do grupo a-carboxil no aminoacido n com o grupo a-amino do n+1
Nomenclatura: NH,------------------ COOH

- Sequéncia de aminoacidos XYZ H XZY

Two armino acids

Removal of a2

. formaocon of
the CO—NH

watrer molecule_..



Ollgopeptlde vs Polypeptide

nline WWW.DIFFERENCEBETWEEN.COM

/

An oligopeptide is a A polypeptide is a chain
chain of amino acids + of amino acid residues
DEFINITION which contains a small = which contain a large

number of amino acids number of amino acids
per molecule

STRUCTURE Combination of a few Combination of a large
amino acid residues number of amino acids

COMPLEXITY Usually this category This category includes

includes simple peptides .  highly-networked
peptides




Sao as proteinas que fazem o
organismo!

TABLE 24-2 DNA, Gene, and Chromosome Content in Some Genomes

Total DNA (bp) Number of Approximate

chromosomes”™ number of genes
Bacterium (Escherichia coli) 4,639,221 1 4,405
Yeast (Saccharomyces cerevisiae) 12,068,000 167 6,200
Nematode (Caenorhabditis elegans) 97,000,000 12+ 19,000
Plant (Arabidopsis thaliana) 125,000,000 10 25,600
Fruit fly (Drosophila melanogaster) 180,000,000 18 13,600
Plant (Oryza sativa; rice) 480,000,000 24 57,000
Mouse (Mus musculus) 2,500,000,000 40 30,000-35,000

Human (Homo sapiens) 3,200,000,000 46 30,000-35,000

Note: This information is constantly being refined. For the most current information, consult the websites for the indiviual genome projects.
“The diploid chromosome number is given for all eukaryotes except yeast.

THaploid chromosome number. Wild yeast strains generally have eight (octoploid) or more sets of these chromosome
fNumber for females, with two X chromosomes. Males have an X but no Y, thus 11 chromosomes in all.




Dogma central da Biologia A

Informacao é:

> 4 Decodificada e 4

Armazenada Executada




Aminoacidos proteicos sao determinados geneticamente: codigo genetico

0s aminoacidos se diferenciam entre si
guanto ao tipo de cadeia lateral, ou grupo
radical R, que apresentam.

amino m—cja—m carboxila
|' U C

” UUU Phe | UCU Ser | UAU Tyr |UGU Cys
U UUC Phe | UCC Ser | UAC Tyr |[UGC Cys

Cadeia lateral

UUA Leu | UCA Ser | UAA Stop |UGA Stop
UUG Leu | UCG Ser | UAG Stop (UGG Trp

Existem 20 ammoamdf)s gue ocorrem I e e e
naturalmente em proteinas de todos os ¢ |CUC Leu| CCC Pro| CAC His |CGC Arg

tipos de organismos, e que sao CUA Leu|CCA Pro|CAA Gln|CGA Arg
determinados por codons especificos st BN e U
(triplets de nucleotideos) no material S e Pl Al s A

-y . AUC Ile | ACC Thr | AAC Asn |[AGC Ser
genetlco dos seres vivos. A

AUA Ile | ACA Thr | AAA Lys |AGA Arg
AUG Met | ACG Thr | AAG Lys |AGG Arg

Os aminoacidos protéicos sao classificados GUU Val | GCU Ala| GAU Asp | GGU Gly
de acordo com as propriedades de suas | €U V&l GCC AlajGAC Asp | GGC  Gly

cadeias laterais GUA Val | GCA Ala| GAA Glu | GGA Gly
GUG Val | GCG Ala| GAG Glu | GGG Gly




Estrutura primaria das proteinas
& Seqiiencia de aminoacidos unidos por ligacoes peptidicas
@ Terminal amino e carboxila

$Numero variavel de residuos de aminoacidos

OH
CH; CH,
/
\(I:H
CH,OH H H H CH, CH; IHE CH.

+ | N | N | N | N | _
H;N—C—C—N—C—C—N—C—C—N—C—C—N—C—CO0O0
I Il |l | B8 | I

H 0 H O H O H O H
Amino- Carboxyl-

terminal end terminal end



Principais componentes moleculares da bacteria E. coli

Componentes N° de moléculas diferentes % peso total
H,O 1 70
Proteinas 3.000 15
Ac. Nucléico 1-DNA e 1000-RNA 7
Carbohidratos 50 3
Lipideos 40 2
Outros lons - 12 3
Mol. Monomeéricas - 500

O isolamento ou purificacao de uma proteina € uma etapa que precede
0s estudos de suas caracteristicas fisico-quimicas, de sua estrutura 3D
e a compreensao de suas propriedades bioldgicas.



Determinacao de concentracao de
proteinas (absorcao em 280nm)
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Determinacao de concentracao de
proteinas (Biureto)

Biuret test

(Detection of peptide bond)

www.biocheminfo.com




Métodos de Isolamento de Biomoléculas

Os métodos de separacao de biomoléculas sao agrupados em duas categorias:

Métodos baseados em caracteristicas fisico-quimicas das biomoléculas:

1. Tamanho — Massa — Densidade (ex: centrifugacéo, dialise, gel-filtracao)
2. Carga eletrica (ex: cromatografia de troca ibnica, eletroforese)

3. Solubilidade ou hidrofobicidade (ex: cromatografia em papel, fase reversa)

Métodos baseados em afinidade bioldgica, que exploram a interacéo entre duas
moléculas:
4. Cromatografia de afinidade (pressup0e que uma das moléculas do par

que interage é um “reagente” de facil obtencao, disponivel comercialmente)



Para iniciar a purificacao, inicialmente € necessario extrair a proteina de interesse
para um meio liquido, exceto se ela ja estiver naturalmente presente em um meio
liquido (sangue, suor, agua do mar, meio de cultura, seiva de planta, etc).

Material na
fonte

células

O

@é%)

tecidos

j><

[ por ultra-som com
detergente
* e ?,: ,I-I-—l\a 02 %)
s (= R \ >
&‘.{" ":: ,3«&.-' ST .‘
R _‘;,«'

Homogeneizacéao
(para romper tecidos e células)

por pressao liquefacao

(prensa francesa)  (Potter)

Homogenado
ou
Extrato bruto

. Material
de
) partida




Sendo a proteina de interesse uma proteina de membrana, € necessario
solubiliza-la. Para esse fim sao utilizados detergentes, que dissolvem a

membrana plasmatica e formando complexos soluveis com as proteinas.

7y detergente
5

Proteinas integrais

da membrana Complexos nao
micelares




CENTRIFUGACAO

A centrifuga

Céamara blindada ?e@i?ﬁterﬁtando

l : [ |

<>

.' ) ,l centrifugacéao diferencial
refrigeragéo vacuo
homogenado
w w' ]
1 ":}:f §L
Pl

células intactas mltocondrlas frac&o
pedacos de membrana lisossomos citoplasmatica
nucleos ribossomos

sangue centrifugado: separacao de plasma e células


http://images.google.com.br/imgres?imgurl=http://www.urahp.yokohama-cu.ac.jp/kensa/kensanohanasi/etc/after%2520centrifuge.jpg&imgrefurl=http://www.urahp.yokohama-cu.ac.jp/kensa/kensanohanasi/etc/coag.html&h=551&w=432&sz=28&tbnid=zfwYssnzthYJ:&tbnh=130&tbnw=101&hl=pt-BR&start=471&prev=/images?q=centrifuge&start=460&svnum=10&hl=pt-BR&lr=&sa=N

CENTRIFUGACAO DIFERENCIAL

pistao
rotativo

(celulas intactas
e fibras)

A S
’o".’."

Mitocondrias, lisossomas, peroxissomas

o

(0] Fo) o
o 0°0 QO O O e
100.000 g / 120 min 0% 0% © °s
Microssomas
Citossol
300.000 g x 120 min .jn;‘._;{‘-‘ Ribossormas
LR



A precipitacdo de proteinas pode ser induzida por:
- adicao de sais (Precipitacao salina)
- adicao de solventes
- variacao de pH (Precipitacao isoelétrica) Em baixa concentracdo salina, a
solubilidade das proteinas aumenta,
pois os ions do sal ajudam a reforcar
a camada de solvatacéo.

Em alta concentracdo salina, a
solubilidade das proteinas diminui,
pois os ions do sal competem pelas
moléculas de agua disponiveis para
formar a sua propria camada de
solvatacéo.

Salting-in X Salting-out

(NH,),SO,
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=
o
n

1.0 2.0

Concentragédo do Sal , Molar




Proteinas também podem ser precipitadas quando colocadas em meio com pH
proximo ao seu ponto isoelétrico.

Proteina P.I. Proteinas colocadas em meio com pH igual ao seu P!
Pepsina <10 tendem a precipitar, pois tendo carga neutra, apresentam
Ovalbumina galinha 4,6 a camada de solvatacdo menos organizada e menos
Albumina séricahumana 4,9 capacidade de competir pelas moléculas de agua
Tropomiosina 5.1 dispom’vNeis para formar a sua propria camada de
Insulina bovina 5,4 solvatagdo.

Fibrinogénio humano 5,8

Gama-globulina 6,6

Colageno 6,6

Mioglobina equina 7,0

Hemoglobina humana 7,1

Ribonuclease A bovina 7,8

Citocromo C equino 10,6

Histona bovina 10,8

Lisozima, galinha 11,0

Salmina, salmao 12,1

Ponto Isoelétrico de algumas Proteinas



Para obter as proteinas precipitadas em solucao novamente, é
necessario reverter as condicoes que levaram a precipitagao.

Membrana
de celofane

solvente s

ser dA’rtada

Para remover o excesso de sal ou do solvente no precipitado, utiliza-se a dialise.



CROMATOGRAFIA



Funcionamento Basico de uma Coluna Cromatografica

Uma coluna é um tubo cilindrico aberto nas duas extremidades e preenchido com a resina ou

matriz ou gel cromatografico.

Tempo zero

Amostra com
diferentes
componentes

Resina
embebida
em
tampéao

Mais tampéo é
colocado na

forcando os
componentes
da amostra a
interagirem
com aresina

Os componentes da mistura sao
separados por interacéo diferenciada
com aresina, com base em
propriedades moleculares como:

* massa molecular
* carga elétrica

* solubilidade
 afinidade

Componentes da
amostra se

separam e saem
dacolunacom
diferentes
volumes de
tampéo

T
l l

Coletor de
fracbes

Concentracéao

Liquido
que sai da
colunaé |
recolhido, [#&=
em tubos
de um
coletor de
fracdes

-

L= ) =
>

volumeg —»



Que caracteristicas devem ter as resina cromatograficas para possibilitar
separacoes de moléculas baseadas em diferentes propriedades ?

Cromatografia de permeacao em gel ou gel-filtracao:

: separacao de moléculas pela massa molecular
geis sao porosos, funcionando como peneiras ou filtros

Cromatografia de troca idnica:

&> {separagéo de moléculas pela carga elétrica
geis apresentam grupos carregados positiva- ou negativamente

Cromatografia de particdo (fase reversa ou hidrofébica):

: separacao de moléculas pela solubilidade relativa em meio aquoso
geéis possuem caracter hidrofobico

Cromatografia de afinidade:

separacao de moléculas pela capacidade de interagir com um ligante
geis possuem ligante especifico ligado covalente a resina



Cromatografia de gel filtracdo ou peneira molecular

proteina grande gy - i ]
@: Moléculas com massas diferentes
N_

proteina pequena
./ i/ O @

Tampao 8 e

“ ” ° b A

empurra 90 4 o

moléculas | ANg 8 * . . luxo do tampé&o
através da % %

resina

grao da resina poroso

graos (beads) da
resina com poros
Proteinas maiores que o diametro dos poros nao sao separadas e saem da coluna com
pouco tampéo, correspondente apenas ao volume da coluna externo aos graos, também
chamado de volume morto (Vo).
Proteinas menores que o diametro dos poros nao sao separadas e saem da coluna com
um volume de tampé&o correspondente ao volume interno (Vi, volume total menos o volume

do proprio gel).



Cromatografia de troca iOnica

A resina para cromatografia de troca idnica apresenta carga elétrica, positiva ou
negativa, em uma ampla faixa de pH.

Existem dois tipos basicos: resinas trocadoras de anions (possuem carga positiva),
como o dietilaminoetil (DEAE)-celulose e resinas trocadoras de cations (possuem
carga negativa), como o carboxi-metil (CM)-celulose



Como funciona a Cromatografia de Troca lonica

Adsorcéao
A cromatografia de troca idnica compreende duas etapas:

1) adsorcao das proteinas com carga contraria a O o O
resina, e saida da coluna das proteinas com a 3 — o
mesma carga; =2 ©

> o ©

2) eluicdo das proteinas adsorvidas.

Utiliza-se um aumento da concentragao do sal no Moléculas com a mesma carga,
tamp3o ou sem carga, ndo interagem com aresina,
P sendo as primeiras a sair da coluna

Eluicao

Na*Cl- +

Adicdo de sal ao tampao resulta em
competicdo entre os ions em solucao
e as moléculas adsorvidas naresina.



Duas Modalidades de Cromatografia de Troca l6nica

Gradientes de sal podem fracionar as proteinas adsorvidas na resina de acordo
com a intensidade de suas cargas, que € dada pela diferenca entre seus Pls e o pH do
tampao de eluicdo.

As proteinas nao retidas (com a mesma carga da resina) ndo sao separadas,
sendo simplesmente “arrastadas” pelo tampéo (ou seja, ndo sao repelidas pela resina).

Eluicdo NacCl Eluicdo Na
0.10 M A 0.10 M
0.15 M = 0.15M

(+)
@ 00M ] DEA + = 020m |

(+)

(+)
N&o retidas @ N&o retidas
OO )

Carboximetil-celulose Dietilaminoetil-celulose
(trocadora de cations) (trocadora de anions)



Cromatografia de afinidade:

Ex: cromatografia de imunoafinidade

Adsorgao
Mistura de proteinas
AwE W g Eluicdo
Particulas de R qQ o« "~ #Lavagem pH 2,0 ou sal
®cak dsA
gel recobertas cOA TS
de anticorpos $ 3 I’
anti-A
& | [
\ J \ (S
\/ \/ Anti-A \JComplexo
i Ag-AC é
Coluna 0 b interage 5 g C.:e
desfeito
empacotada 0 0 apenas 0
com esse gel e : com a
J | proteinaA | 4
R
N/ >
Desprezar )
proteinas néo Antigeno A
retidas puro

Eluicdo: condi¢cdes que interferem na ligacao da proteina ao
ligante, como mudancas no pH e/ou forcga iGnica, ou
por competicdo com o ligante livre



Tipo de ligantes em cromatografia de afinidade

Ligante
grupo-especifico

Especificidade

Proteina A

Regido Fc de IgG

Proteina G

Regido Fc de IgG

Concanavalina A

Grupos glicosil- ou manosil-

Cibacron Blue

Varias enzimas, albumina

lisina

Plasminogénio, RNA ribossomal

arginina

proteinases tipo tripsina

benzamidina

proteinases tipo tripsina

calmodulina

Proteinas reguladas por calmodulina

heparina

Fatores de coagulacéo, lipases,
horménios, receptores estorodides, etc

Metais de transicao

Proteinas e peptideos com residuos
de His expostos

Binding Sites for protein G, A and L

%
J Protéine L

Protéine G

and A » = ‘.:'n_ . ——

Sitios de ligacao das proteinas
A, G e L a imunoglobulina, que
permitem a purificacao de
anticorpos por cromatografia
de afinidade



MATERIAL BIOLOGICO DE PARTIDA: (100g)

( Lisossomos

Mitocondria

SOBRENADANTE ORGANELASS Golgi
Nucleo

Precipitacao com Sal/Solvente
"®
Precipitacao com Sal/Solvente
F 2.1 @ F 2.3
){natografia Troca Idnica
F2.3.1 F2-3-2 0 L F 2.3N

Cromatografia Troca Ionica
(pH ou resina diferente)

Gel Filtracao

1 Proteina apenas
(0.001g) - 0.1a0.5% total



ELETROFORESE

CONDICOES QUE DETERMINAM A SEPARACAO

1. pH / tampéo

- 2. Suporte

O

- papel : corrente alta (calor)
uso para peptideos e aminoacidos

- poliacrilamida: proteinas

ac. nucleicos
l—v nao desnaturante ou nativa

L— desnaturante e redutor
peso molecular
composicao de subunidades

- — focalizacdo isoelétrica: PI

SUPORTE X pH MEIO

L— bidimensional

- agarose: acidos nucléicos
Imunoeletroforese
Proteinas nativas




Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (PAGE)

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



Proteina Ponto Isoelétrico

Pepsina

Ovalbumina (galinha)

Albumina Sérica (humana)
Tropomiosina

Insulina (bovina)

Fibrinogénio (humano)

y—Globulina - 155.000
Colageno — 330.000
Mioglobina (cavalo) —18.000
Hemoglobina (humana) —>64.000
Ribonuclease A (bovina)
Citocromoc(cavalo)

Histona (bovina)

Lisozima (galinha)

Salmina(salmon)

<1.0
4.6
4.9
5.1
5.4
5.8
6.6
6.6
7.0
7.1
7.8
10.6
10.8
11.0
12.1

Separacao na
eletroforese nativa &
Influenciada pela carga,
massa e forma da
molécula

TE
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vy,

negatively —

charged SDS
molecules C
e e

SDS (dodecil sulfato de sédio)
+
2-mercaptoetanol

Efeitos do SDS

» desnaturacéo uniformiza a forma
das proteinas;

* mascara a carga natural das
proteinas no pH da corrida, fazendo
com que todas moléculas migrem

para o an6do;

» facilita o efeito de redutores



Partially
separated
proteins
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SDS-coated proteins
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Massa molecular (kD)

Determinacéo da massa molecular de proteinas
Curva de calibracao de SDS-PAGE a 15%

Mobilidade relativa =

distancia percorrida pela banda X
distancia percorrida pelo marcador da corrida

() o 97.4

o 87.0

45.0

o 29.0

L L L L l

e o0 210
e o 6.5

02 04 08 08 10
Mobilidade relativa (Rf) (+)



Eletroforese Bidimensional

« Combinacao sequencial da
focalizacao isoelétrica e SDS-PAGE.

* Separacao de mistura complexa
proteica.

* Mais sensivel que os métodos
isolados.

* Massa molecular e pl. |

(a)

Primeira
dimensao

Focalizacgfio
isoalétrica

O gel de focalizagio

isoelétrica é colocado

sobre um gel de
poliscrilamida-SDS.

Segunda
dimensao

Eletroforese em gol

de poliacrilamida-SDS

=
e !

Diminuigito
= de pl
o
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SEQUENCIAMENTO DE PROTEINAS



aminoacido

@Egk/{omm

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

1 3

A proteina pura € tratada com
HCI 6N fervente para quebrar
(hidrolise) as ligacbes peptidicas.

1 1

A mistura resultante € submetida
a métodos cromatograficos (fase UU
reversa, troca ionica) para separar - - - |
os diferentes aminoacidos. Tempo de retenco (min)

2MH Arainice

Gly
The

Arg
Aln

fluorescéncia

Possivel determinar o contetddo de aminoacidos




NH; <K—-E-L~)~E+E-COo0H

Método de Edman -

ciclo 1 (1)1  acoplamento ({J—=c== prrc) sequenciamento de proteinas com

[t~ A~ R~E~D~@D BB cooH

(fenil-isotiocianato)

(2) 1 hidrolise com acido trifluoroacético

PTH lysine
I+

-':. _."I N I
—-
,#I\ vy
o

S
al LHy—LHy—{H—0CH,—MNH;

(3)

Cada ciclo de reacdo compreende 3 etapas:
NH; ~E—L—V—EE)— COOH
1. Reacao da proteina com PITC, que se

acopla ao grupo amino NH2- livre do

aminoacido 1 (no exemplo, uma lisina, K);
’ 2. Hidrolise acida da proteina conjugada com
A E-D~D~E—E)— cooH PITC libera a feniltiohidantoina (PTH) do

aminoacido 1 e o restante da proteina,

tornando o aminoé&cido 2 o novo residuo

N-terminal (no exemplo uma serina, S);

=

PTH serime . o
3. Analise cromatrografica do PTH-
' - NHz {D-@H@-E)-cooH aminoécido e novo ciclo de reacdo com o
) | . s
L s . . novo N-terminal da proteina.
o e’ vai para novo ciclo

\ 4
Sequenciadores automatizados fazem
Cycle 1 Cycle 2 todas as etapas, com capacidade para
. S realizar 30 ciclos por dia, a partir de

Absorbanca

100-200 picomoles de proteina.

Absorbance

Libera aminoacido N- terminal

analise cromatografica

P I RI= AR =0 b



Cloreto de Dansila pode ser usado para
determinar o residuo amino terminal de
uma proteina ou peptideo

|

Dabayl chbaride

Dahsyl slanine

- Gly — Asp — Phe— Arg — Gy

¢ Gy — Asp — Phe — Arg— Gly

Ph= L
AR Asp Gly



Quando uma proteina possui mais de 20-30 residuos de aminoacidos, néo
é possivel sequencia-la diretamente pelo método de Edman.

Proteina
Total 150 a.a 30 aa

»

sequéncia obtida a partir da proteina intacta

Para obter a sequéncia completa de uma proteina, € necessario sequenciar varios peptideos
da mesma proteina, obtidos por diferentes tipos de quebra da cadeia, até haver sobreposicao

de suas sequéncias.

proteina >
inteira
peptideos > > > >
metodo A
peptideos

Diferentes metodos sao utilizados para obter-se diferentes peptideos da proteina: A) enzimas
proteoliticas, como tripsina (quebra em residuos de Lys ou Arg) e quimotripsina (quebra em
residuos de Phe); B) tratamento com brometo de cianogénio (quebra em Met); e outros.



Exopeptidades

Carboxipeptidase A - hidrélise de aromaticos e alifaticos de acido amino terminal
carboxila neutro. Por exemplo, tirosina, fenilalanina, alanina.

Carboxipeptidase B - hidrolise C-terminal: Lys ou Arg, exceto se o penultimo aminoacido
é Pro.

Endopeptidases:

Tripsina — hidrolise depois de Arg or Lys, exceto seguido por Pro.

Quimiotripsia — cliva depois de Phe, Trp, ou Tyr, exceto seguido por Pro.

Elastase — cliva depois de Ala, Gly, Ser ou Val, exceto seguido por Pro.

Termolisina — cliva antes de lle, Met, Phe, Trp, Tyr, ou Val, exceto precedido de Pro.
Pepsina — cliva antes de Leu, Phe, Trp ou Tyr, exceto precedido de Pro.

Endopeptidase V8 — cliva depois de Glu



Espectrometria de
massa

Analyte ions and
A analyte molecules
Matrix ions and matnix
molecules

R * Moléculas dos peptideos
-b Mass analyzer sao ionizadas utilizando
diferentes métodos

il moloes g * Moléculas ionizadas sdo
U ) " aceleradas e diferentes
Upod ! TOF-mass analyzer 1 | métodos
_ e espectrometricos
s e T £ S podem ser utilizados
Eélaf’ﬁ“” para medida da sua
Ton source | massa
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SEQUENCIAMENTO DE PROTEINAS POR
ESPECTROMETRIA DE MASSAS

MALDI-TOF-MS

- : - Vopager Spec F1 MC> DILIP » 2502 3, 839429]
Digestdo enzimatica 2502 3311 -
e 0,
R --: .
-3 '
= e :
o=
2665 55T
X - . 0a
! 013 6422
= pul
008 R008 0
Mass (miz)
Cruzamento dos resultados obtidos com a
base de dados Mascot
Protein View
MATRIX
Metch Sc: AANIO299 Scoce: 228 Expect: 3.2e-18 .S.(‘,E.\'('ﬁ.
AXO16791 WiD: Puoudomonan utids Kr7440
Hosinel mass (M) GB073; Caloulated pX velus 4.03 Watetad Deitenn 1hown o Bold Had
NCBI DLAAT search of AA ' AgAAnDT nx
Unfotmatted spqusncs stsing et peoting inco other spplicatican 1 MONAGIDLG TIRSOVSL | NONVEWE NA £ GARLTTI'SY AYANODGI Y
51 GOSAXFOAST NPHNTLFAC RUGRRFEED WOKDMLE NaOVEANGD
Tuidotny: Nevwbmmmnas gotide NPLE 101 SERAGFEMAPPOEASA i M NTAETY LGEPVTEAV IVPAYIHOST
- —o=—=—1st = o ) 151 ROATHDAGH! AGLDVRIN EPTANALAYG MOKAXGONTY NYDLGSGTF
;:?:,»::1:;;;::? N L S 201 DVEVEARY DEEHOFEVIA THGOTFLGGE OF DARL ITYL VO | KRESGM
N e > e - 250 DLENDMALQ R EAAD RS IEL SSAQS D VIR PV ADA T Q0L A
DUAE. P'NETE fteom Posudssmanas pasids nrses m:MLF‘IL'A" u"g:pmrc bewii-k‘-‘:mv&ml.ﬁt'-\ﬁ
IST LEVADFF GVE AUKDVAP DX A VARCANQCAVI ACDWVICAA, LLDVELTLO
Pixed moditications: Carbamidosathyl (€} 401 ETWMGOMTA LERNTTIPT S0V STAD DNCEAVTRV LOCERTAAD
Variable sodificeticne: Oxidation {M) 453 MoSL0HT QLA DFPAPRGS GEVTF DDA NCLMVGAD ¥ATGETOSN
= 3 ¢ 2 2 R O} : : SOt MANSCESOE £1ERMAIAE AMASECTKRT T FLAARRNGOD ALVIISTROA
n}“:::":b: ’i’i’i":.'fl’. :ni'."ql" Do kaacicrbons Yot woocte 51 ADACIRVTAE EXTAEAMWY ALEARVKIGDD MANDRIVES LSKVSAPVAD
- g gt o SERWRSS $01 VMYAL QSALQ POCGASOAEP € ANHODVDA EFESWINNK O
Nunketr of mess valuas matched: 18

Sequence Coverage: 40%
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