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Purificacao de Proteinas



Funcdes das proteinas

Catalise:

— Hexoquinase (via glicolitica), DNA polimerase (replicacdao de DNA)

Transporte:

— hemoglobina (O, ), lactose permease (lactose atravées da membrana)

Estrutura:

— colageno (tecido conectivo), queratina (cabelos, unhas, penas, cornos)

Motilidade:

— miosina e actina (musculo), flagelos de bactérias

Transducao de sinal e regulacao:

Hormonios, receptores, quinases, fatores de transcri¢gao




Proteinas podem ser conjugadas
a outras moléculas

Class

Grupos prostéticos

Example

Lipoproteins
Glycoproteins
Phosphoproteing
Hemoproteins
Flavoproteins
Metalloproteins

Lipids

Carbohydrates
Phosphate groups
Heme (iron porphyrin)
Flavin nucleotides
Iron

Zinc

Calcium

Molybdenum

Copper

B,-Lipoprotein of blood
Immunoglobulin G
Casein of milk
Hemoglobin

Succinate dehydrogenase
Ferritin

Alcohol dehydrogenase
Calmodulin
Dinitrogenase
Plastocyanin

Table 3-4

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition

© 2008 W.H. Freeman and Company




Aminoacidos podem sofrer
modificacao pos-traducao

Exemplos : H,C —O—I‘!—CH 2—CH z—tliH—CDD'

*NH,
0 Glutamate methyl ester
Il
'OFFT—D—CH,—LI'H—CDO' Hzlil\
b
-0 *NH, t}/c —NH —cu,—cuz—cnz—ﬁn—cm
Phosphoserine Hhi *NH,
CH,
'T'Il CH4 o-N-Methylarginine
'O—Fl’ —0—CH—CH—CO00"™
0 *NH, metilacao
Phosphothreonine
i
'O—FI'—O—Q*CH, —(i'H—CDD' |-mI —CH, —CH, —CH,—CH;—LI'H—CDD‘
"0 *NH, C=0 *NH,

Phosphotyrosine CH

. 6-N-Acetyllysine
fosforilacao |
acetilacao




Proteinas podem ser separadas por
suas propriedades fisico-quimicas

= C a rg a (eletroforese 1soelétrica, cromatografia de troca i6nica)

Tamanho (peSO molecular) (eletroforese, cromatografia

de exclusdo por tamanho)

Afinidade por um ligante (cromatografia de afinidade)
SOI u b| I | d ade (precipitacao por sulfato de amonia+centrifugagao)
Hidrofobicidade (cromatografia de hidrofobicidade)
Estabilidade térmica (choque térmica+centrifugagdo)




Ponto 1soelétrico de uma molécula (ie aminoacido, proteina)
¢ o pH no qual a sua carga liquida € zero

Ponto isoelétrico de algumas proteinas

Protein pl

Pepsin ~1.0
Egg albumin 4.6
Serum albumin 4.9
Urease 5.0
3-Lactoglobulin 5.2
Hemoglobin 6.8
Myoglobin 7.0
Chymotrypsinogen 9.5
Cytochrome ¢ 10.7

Lysozyme 11.0



Solubilidade ¢
dependente do pH

Menos soluvel
quando pH = pl

Solubility (mg nitrogen - mL™%)
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A solubilidade de uma proteina ¢ dependente da “forca 10nica” da
solucao

Na+

i ~_NaCl

1.2

Log solubilidade *° \Q

da proteina  os

(g/L) L
0.6 Em alta for¢a i06nica

os grupos carregados na
superficie da proteina

0.4
sao blindados por
0.2 contra-ions,
neutralizando a carga
liquida da particula. Isso
0 facilita agregacao e
| | | | | | l | precipitacao.
Em baixa forga ionica 02 0 1.0 20 s . “Salting out”
as repulsoes eletrostaticas entre
grupos carregados deestabilizam FOI'(} a 16111 ca da S 0111(} 50 (mOl /L)
a proteina, expondo grupos
hidrofobicos, resultando em "
agregagao ¢ precipitacao. I _ 1 ., oot C = concentragdo do ion
“Salting n” o E Z Ci zf Z = carga do ion

i—1]



Eletroforese em condicoes
desnaturantes (SDS-PAGE)

dodecil-sulfato
de sdodio
(detergente)

SDS
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POLYACRYLAMIDE-GEL ELECTROPHORESIS
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Gel de proteina corado com

coomasie blue
MBP MBP-KerV
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Separacao de proteinas por eletroforese
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of L {
Peso molecular (Da)
Myosin 200,000 ||
3-Galactosidase 116,250 | —
Glyeogen phosphorylase b 97,400 || co——
Bovine serum albumin 66,200 ||
Ovalbumin 45,000 || e—
I
Carbonic anhydrase 51,000 || e—— Unknown
. protein
Soybean trypsin inhibitor 21,500 || “-— = S
Lysozyme 14,400 || m— _.E'D _____
®

M., Unknown
standards protein Relative migration

(a) (b)



o Assistir estes videos em casa:

https://eaulas.usp.br/portal/video?idItem=18557

https://www.youtube.com/watch?v=1_6y6Z5UvwE

https://www.youtube.com/watch?v=nsL35Bil3Go



EI etrOfO fese ISOe| ét” CA. sebaseiano fato gue a carga liguida de uma proteina depende

do pH do seu ambiente

A) Solucao de mistura de proteinas € aplicada a uma fita de gel
comum gl’adiente de pH imobilizada (lPG) (https://en.wikipedia.org/wiki/lmmobilized_pH_gradient

https://en.wikipedia.org/wiki/lsoelectric_focusing)

(A)
— R
Low pH +:>< = = e - % ¢ High pH
(+) + ; + =—> @& (-)
(B)
Low pH High pH
(+) (-)
pl=3 4 10

B) Quando um campo elétrico a aplicado, as proteinas se
distribuem segundo seus valores de pl (ponto isoelétrico)

Todas as proteinas que se encontram em uma regido com pH < pl tem carga + e migram para o catodo (a direta)
Todas as proteinas que se encontram em uma regido com pH > pl tem carga - € migram para o anodo (a esquerda)
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Primeira % o
Eletroforese Dimensio |, pl diminuindo
Bidimensional Eletroforese &=

Isoelétrica
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D)D) I

Fita de Eletroforese
Isoelétrica é sentada
acima do gel de

SDS-PAGE

Segunda - -2
Dimensao - Massa molecular diminuindo
SDS-PAGE T - l

Decreasing N
pl

(a)



Eletroforese bidimensional

:> carga

maior A

menor -

—_ e — ——

tamanho




Cromatografia liquida
varios tipos

Todos tem uma fase movel (liquida) e uma fase estacionaria (solida)
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HIC=Hydrophobic Exchange Chromatography
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A coluna contendo a
fase imovel (solida)

Valvula de injecao
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Key: @ Large net positive charge
@ Mot positive chargs

2 Net negative charge

@ Large net negative charge

Fase solida/imovel € um
Polimero com grupos
funcionais carregados

Cromatografia
Negativamente (ou +va)

de Troca Ionica:
Separacao das proteinas

Mistura adicionada a
Resina de troca cationica

. baseadas nas suas
Proteinas movem com velocidades [ 717 cargas liquidas
Que dependem das suas cargas :ie

liquidas no pH sendo usado



Fase solida/imovel
Exemplo: Matriz de celulose (ou outro polissacarideo) modificado com
grupos carregados negativamente ou positivamente

CH;—OH o OH CH;—OH
o O 0 0]
HO 0 HO
OH CH,— O —R OB
: ‘ + xTrocador de anions
DEAE: R= — CH,— CH, — NH(CH,CH,),
. o — o r— D - T 4
CM: R CH,—COO Trocador de cations
sample i
equilibration— injection —» gradient . ash —» re-equilibration
volime elution
high salt wash
1 MA 5 CV _
DEAE-celulose | tightly bound
Py molecules
S / elute in high
s unbound molecules elute salt wash
2 before gradient begins
Q=
=3
2 &,
<
=
o
5]
)
<
0 5-10 CV >

Column volumes [CV]



Cromatografia Hidrofobico:
Separacao das proteinas

baseadas nas suas
hidrofobicidades

Lysozyme

a-chymotrypsin

Absorbancia 280 nm

Proteins seporated in order of increasing surface hydrophobicity

gelifesciences.com

HIC ligand candidates
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Cromatografia

de exclusao por tamanho

(filtracao em gel):
Separacao das
proteinas baseadas
nos seus tamanhos
(pesos moleculares)

Particula
menor  maior

T @
&
0%

Fase solida/imoével:
Resina feita de
particulas porosas

Mistura adicionada ao

= High molecular
= weight
|| — =
2 Z
| <
Sample
injection

_

Intermediate
molecular weight

|

weight

|

Low molecular

-

topo da coluna de resina '.___.::n.“
. _ . &
Moléculas maiores n&o entram nos — (7|
poros e portanto sao transportadas ; o

mais rapidamente do que moléculas °

menores.

1¢v



2X60

2x100

SDS-PAGE

- 2-mercaptoetanol

+ 2-mercaptoetanol

Abs wim Mix A B C || wpuMixA B C
280 200m=m 200 ==
| — | —
nm 102 == == 100 == =0
o | o | == o |
50 == 0 mm ==
20 == 20 ==
Volume eluida
R
s Py Py
/ T Ho * Ho
R 1
PM = marcadores de peso molecular R oH
/ S—S/\/
SH + HS

+HO/\/




3.0

2.5

15

1.0

Ve = volume de eluicao
Vo = Volume excluido (blue dextran)

Sucrose Vi = Volume interno (dentro das particulas)
T yiotal = Vi + Vo (sacarose)

—

Chymotrypsinogen

Ovalbumin

Ovomucoid mm Malate dehydrogenase
B2 Bovine serum albumin E. coli phosphatase
‘:’;nsferrin‘ Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
2 F;m“ﬁ’a“ Lactate dehydrogenase
Serium allbumin dimer Aldolase
20 kDa Yeast alcohol dehydrogenase Fumarase
— Ceru in m Catalase
50 kDa e
v-Globulins Apoferritin
80 kDa R-Phycoerythrin <
/ B-Galactosidase
- a-Conarachin
100 kDa wu Ferritin
200 kDa Fibrinogen m
= Urease
a-Crystallin Blue dextran
1 1 L1111 ] | | M ! 0y (O Y 2] | ] | |
10 100 1000

Molecular mass (kD)



y: N Key:
Cromatografia , o
de Afinidade: - | | .
= . / ) \ Protein of
Separacao das proteinas /|, interest
baseadas nas suas Sy
° - of proteins
afinidades especificas & o
para outras moléculas %) Ligand
ou proteinas. e
£y
Ligand
attached to
polymer bead
Mistura adicionada a
resina polimérica
com ligante ligada 12345 {
covalentemente Proteinas ndo ————~>—
desejadas o ®
ndo liggme & | 8%
passam 34 5 86 7 8
livremente Eluir a proteina de interesse

pela coluna passando uma solu¢do do ligante livre




Immobilized metal affinity chromatography (IMAC)

IMAC explora a capacidade do aminoacido histidina de se ligar a ions de metais de transi¢cao
guelatados. A histidina é globalmente o marcador mais usado, frequentemente encontrado
como seis residuos de histidina em série, mas também esta presente na superficie de
muitas proteinas ndo modificadas. Dos ions metalicos usados nesta técnica, o niquel (Ni?*)
geralmente provou ser o mais bem-sucedido.

HsN—CH—CO0”
H
N \ N \
L SR NN/
Imidazole Histidine

HiTrap™ 5ml
hC g e HisTrapr e
Crude gy
witap™ 1™
Chelating HP -
Hlsr,ap ™
— Crugg . FF
— Tmi

Nickel NTA support Polyhistidine tag

Ni2*-NTA = Niquel-Acido Nitrilotriacético).






Resultado esperado oxtiv] B |

nsay

e Absorbancia 280 nm ---- [imidazol] ———; PM~

BN !

T« ' LA ‘GxHisProtein

contaminantes B

EEY T € T U

500 25

400

300 20
200

100 18 .
0
-100 e
-200 . e - . - e 5
E E E_[E EE EEEEEEL I SDS-PAGE
s 5 X - = e T S R - R E o

20 -10 0 10 20 30 0 80 0 100 10 120 1 140
[
T

Column Sample Wash Elution
Equilibrium  pppication unbound Gradient: 0-50%B
and
weakly
bound

proteins



Cromatografia
de Afinidade:

O ligante pode também ser

o , 1 Immobilize first
um anticorpo especifico para antibody on solid
a proteina desejada. support

antibody

2 Incubate with
protein-containing
sample

— Protein



Tabela de purificacao para uma enzima hipotética

Procedimento Volume da Proteina Atividade Atividade
fracao (mL)  Total (mg) (unidades) especifica
(U/mg)
Extrato celular bruto l ":]-DD 1,[:' DGD IDD DGD ].'D

Precipitacdo com

Sufato de amonio 280 3,000 96,000 32
Cromatografia
troca i6nica 30 400 80,000 200
Cromatografia de
gel filtragdo 80 100 60,000 600
Cromatografia por g 5 45000 15.000

afinidade



Degradacao de Edman — sequenciamento de
proteinas (amino-terminal

P
8v%
Proteina P H P LC
or
Polipeptideo Fenilisotiocianato NH
| N e NH
S=(
( N
.\ Ca TN
S *NH: s N S=C c=0
& \ /, L. © pH baixo N\, /[  pHbeio | [ Identificar o residdo de
ka : R 7(\ H C—CH HN -CH aminoacido do polipeptideo.
| © pH levado C=0 g R e
pri— |
| P s
i Conm, | Anilinotiazolinona Feniltioidantoina
: R*—CH | derivada do residuo derivada do residuo
1 | de aminoacido de aminoacido
C=0 \
| \ .
| ( = R? R?
: ( H { L. N | P Peptideo Purificar e reciclar o fragmento
| 2 . Wiiﬂ (H 7i17§17(‘ " encurtado de peptideo remanescente
f g 0 (8] lo processo de Edman
5 feniltiocarbamil il ’
FIGURA3-27 A quimica do seq i to de proteinas d vol levadas a cabo sob condigdes de reagao muito diferentes (condigdes basicas

vida por Pehr Edman. A ligagao peptidica mais proxima do aminoterminal na etapa @ e cidas na etapa @, permitindo que uma etapa prossiga até sua
da proteina ou polipeptideo é clivada em duas etapas. As duas etapas sao conclusdo antes que a segunda se inicie

Pouco usada atualmente, o sequenciamento de proteinas em larga escala é feito majoritariamente por
espectrometria de massas.



. Espectrometro
Capilar  Amostra de massa
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Sequenciamento de proteinas por espectrometria de massa

=0

Glu | o! Gly iy
R/=1 ' VA

| H/Avg
/t\ B NP PN L N N
HyN TR ¢ /c\ N COOH
Oi gy H [H OimaH iH
: : ] { Mass-to-charge ratio
H (+1 ion)
{ HN COOH 175.11
| HyN COOH 306.16
L (et | cooH 36318
H (et | coon 4%
M Gy —{ et oo enz
®
62127
B 306.16
tF 49222
£ 363.18
175.11
§
E
- Ag Met |Gly|] Glu Glu
1 I 1 1 1
o 100 200 300 400 500 600 700

30,000

Casein?*
Casein

&
g Lactoglobulin
£ Lactalbumin

0 1 Al 1 J
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