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"DETERMINAÇÃO DO PONTO ISOELÉTRICO DE PROTEÍNAS A 

PARTIR DO USO DE DIAGRAMAS DE RELAXAÇÃO DIELÉTRICA." 

A . presente P,atente de mode
1
lo terp. por objt;tivo estabelecer a 

utilização da espectroscopia de impedânci~ como método simples para a 

5 determinação direta e mais preci~a do ponto isoelétrico (PI) de proteínas. 

Por desempenharem pa~el crucial nos diferentes processos e 

metabolismos dos organismos vivos, as prote~11as são macromoléculas 

essenciais para o funcionamento dos sistemas biológicos (Stryer, 1995). 

Elas podem atuar como catalisaqores e - como outros exemplos importantes 

10 - desempenham papel vital no transporte e armazenamento de outras 

moléculas (tal como o oxigênio), fornecem proteção e suporte mecânico a 

plantas' e animai~, são responsáveis p~~la transmissão de impulsos nervosos 

c pelo m~>Vímento, estão associadas à proteção imt:aológica, e controlam os 

processo$ . de crescimento e de. diferenciação rd11lar (Stryer, 1995). O 

15 correto ftLi.cionamento das . proteínas depende da maneira como sua 

conformação muda da estrutura nativé\. (isto é; aquela: adotada quando se 

encontra isolada ·e em meio fisiológico) para outra, quando de sua 

associação com.outras moléculas. Essa mo1i.5.cação se dá p()r efeito da açã~ 

de forças eletrostáticas, que têm, . aindi um papel importante na 

20 determinação da confcnnação e da cst:utura Ce pc :f;neros e polieletrólitos. 
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O reconhecimento molecular e a especificidade das interações entre 

moléculas são características essenciais da vida: macromoléculas biológicas 

são capazes do reconhecimento de outra macromolécula ou de membranas 

ou substratos, de modo a formar associações específicas (Baszk.in e Norde, 

5 2000). As forças intermoleculares são de natureza eletrostática, 

particularmente devido à ação de interações Cüulombianas, para as quais é 

determinante a natureza da atmosfera iônica em tomo das macromoléculas 

e substratos. Na associação e interação entre moléculas, o reconhecimento 

eventual mÍltuo · do hóspede e hospedeiro e a estabilidade da ligação 

10 resultante dependem das modificações .na energia livre total do sistema que 

resultam do contato. e posteriot ligação edtre as moléculas interagentes. 

Tais mudanças podem ser sensíveis à contribuição da dqpla camada elétrica 

(a· camada difusa qu~ pode ser vísualizada como uw...a "atmosfera" de cargas 

que rodeia um colói~e) e~ para o entendimrnto desta associação, se toma 

1$ necessária a avalii\ç:ão das ipteraç:ões ~letrostáticas líJiltre wn alvo­

hospedeiro (tal comq uma superfície celular ou uma resina de troca iônica) 

e um 'hóspede _(proteína) como função da força iônica, distâEcia da 
. ' ' 

separação, orientação, e estrutura dcs · mate!riais envolvidos (Petty, 1996; 

Hiemenz e Rajagopalan, 1997; Baszk~n e Norde, 2000). O ponto isoelétrico 
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(PI) de um~ proteína em solução é ~etiiiido como o valor do pH específico 

pata o q1,1al sua carga líquida efetiva é ~J.ula. · 

O objetivo desta pateQte é phçàr ema nri· .. ·a. t~cd~t.-, baseada na 

espectr~scopia de impedância,. para. a detàrriinação do PI de proteínas. 

. . ' 

s · · Neste Relatório Descritivo, a técnica propcst~. será · utilizada para· a 

caracterização elétrica de três moléculas protéicas, a saber: i) lectina de 

TritiCum vulgaris {WGA), ii) lectina Concanavalina A (Con A) e iii) 

Soroalbumina bovina (BSA). 

i) . . Lectinas . são proteínas que possuem ao menos um 

10 domínio não.:.catalít(c:O · ··(.Jr~e'· .· ~i· ... : lignY'' revet'sfvelmente e . . 

especificamente a uin nion~ ,ou· oligóssacâi'ídeo (Peuriums ' e van .. 

Damme, 1995). A WGA (das iniciais em·.-ínglês para aglutinina de.: 

gérrnen êle trigo) é uma lectina isolada do embrião de Triticum 

· vu/garis (Graminaceae), uma.plan~ monocotiledônea. A WGA é 

15 uma proteína dimérica, possuiD.do m:assa molecular de 17 kDa para 

cada subunidade, que·apresenta ·ponto isoelétrico emtorno do pH 9. 

Essa lectina apresenul' alta afin,idade ptra N-acetil-D-glicosamina e 

ácido N-acetil-D-neuramínico e pertence à família das proteínas que 

se ligam à quitina, e que são caracterizadas por um elevado 

20 conteúdo de cisteína e glicina (Nagata e Burger, 197 4; Rice e 
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Etzler, 1975; Wright, 1992). WGA pode se ligar a oligossacarídeos, 

. quitobiose ou N-acetil-D-glicosamina terminal, estruturas comuns 

em um grande número: de glicoproteínas de 'membrana e soro. 
. . ' 

Peptídeoglicanos da p~ede das células bacteriánas, quitina e 

5 glicosaminoglicanos de qartilagem t~bém podem se ligar a WGA. 

iQ A Con A é uma molécula polimérica cujo grau de 

associação é dependente :de um certQ número de 'variáveis. das quais 

a mais importante é o valor do pH dq meio. Para a faixa de pH entre 
. ' ; 

2 e 5,5, veriqcamos que a éon A exfste como um d{mero composto 

10 . de duas subup.idades e tep1 um. peso ptolecular d~ aRroximadamente 

55 KDa (t\.b~ et a/., 1971; McCubbin e Kay, 1971), enquanto que 

para valores de pH maiores que 5,5, uma estrutura tetramérica com. 

peso molepular de 111 KDa ·é predominante (W ang et al., 1971; 

McKenzie et al:; 1972). Os _padiões apresentados na focalização 

15 isoelétrica;(técnica usual de detenninação do PI de proteínas -ver 

adiante) de amostras da proteína Con A (me~lizadas e não-

metalizadas) com subunidarl~·s. intactas e fragmentad~J apresentam 

difer~ntes bandas. O mesmo ·é observado nos .cases em que esta 

lectina ·contém metais, mas ' suas cr ~1'-'Úas de polipeptídios 

20 permanecem intactas, situaçãp. em que o PI se torna 8,35. No 
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entanto~ preparações metalizadas de Con A consistindo de cadeias 

fragmentadas apresentam três bandas com valores de PI 8,0, 7,8 e 

7,7. Neste trabalho utilizamos a lectina Con A não-metalizada que 

possui PIem pH 6,5 (Bhattad~àryya:e·Brewer, 1990);··:· · 

5 iii) Por sua vez, a soro albumina, uina das .proteínas mais 

extensivamente estudadas, é uma abundánte proteína plasmática 

com concentração típica de Sg/1 OOmL. A soro albumina bovina 

.(BSA), presente no plasma sanguíneo bovino, quando na forma de 

monômero apresenta peso molecular de 65 KDa e ponto isoelétrico 

10 igual a 4,9. ~ BSA possui duas importantes funções que incluem a 

manutenção da pressão qsmótica e deposição e á transpoqe de uma 

série de compostos enqógenos e ~xógenos (Folco et Jll., 1977; 

Fehske et al., 1981; Fitzpatrick et al., 1982). 
~ i 

Atualmente, ppr sua maiçr confiabiHdade e acurácia, a focalização 

15 isoelétrica é a téc~ca·mais amplp.mente utiliplda para a det~nninação do PI 

de proteínas. Na foqalização isQelétrica capilar, substâncias anfóteras são 
. . 

separadas com base em seus pontos isoelétt:icos (que podem ser entendidos 

também como os valores de pH .par~. os quais ·a rtfunero de moléculas que 

migra para o ânodo iguala o número c!e moléculas que migra para o 

20 cátodo). Esta técnica é baseada na formação de um gradiente de pH, obtido 
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pelo uso de substâncias conhecidas como anfólitos (que são geralmente 

ácidos poliméricos sintéticos, como, por exemplo, poliaminoácidos~ ácidos 

policarboxílicos ou ácidos poUssulfônicos)t em .um meio conectado ao 

mesmo te~po a um cátodo onde. existe uma . solução com pH alto 

5 (tipicamente hidróxido de sódio) e a um ânodo com pH baixo (tipicamente 

ácido fosfórico ). A aplicação de um campo elétrico a uma mistura de 

· anfólitos gera a· fotriiação de um gradiente de pH no meio, e proteínas, que 

são moléculas anfóteras, irão se comportar de maneira idêntica e serão, 

portanto, focalizadas em uma dada posição ditada pelo seu PI. Neste. tipo de 

10 separação se toma ainda necessário .:!Jm pa~so·, adicional; uma vez que os 
I 

diferentes solutos não podem ser detectados in situ: quand,o, ao se 

movimentar dentro do capilar, cada wn deles para· de se mover ao atingir a 

posição· em que o· valor do pH do J:11.eio· corresponde a seu Pl, e assim, 

portanto, não chega a atingir a cela do ;detector. Dessa maneira, a coleta e a 

15 identificação ·dos· solutos requerem uma etapa /adicional· que pode ser 

I ' 

implementada de·dife:rentes ·man~iras: 

Após a focalizaÇão~.•as zottaà de distirita_natureza criadas 

no capilar podem ser movidas em direÇão áo detector, por meio da 

aplicação de· pressão (isso pf.de s~r · c·"Onseg'uido, por exemplo, 

~o elevando~se uma das extremidades do 'capilar).· 
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Alternativamente, pode ser explorado o fato de que após 

a foc~lização , a corrente, do sistema costuma ser pequena (pois 

somente íons OH" e W ~ontribuem para a condutividade ): quando 

um sal como o cloreto de sódia··,é adiqionado ao anólito (reservatório 

5 ácido) ou ao: católito, o.s · íons clo~eto irãe predominar e assim 

ocorrerá um aumento na condutividade. Pelo princípio da 
' 

eletroneutralidade, íons spdio pode~ ser trocados por prótons no 

tubo, gerando um gradiente desbalanceado. Isso causa a migração 

dos íons em direção ao de\ector. 

1 o N-o geral;-no-~ntanto;·-o-elevado::-número:_.de._etap_as toma não a:eenas 

onerosa ~ compiicaçla a técnica da focalização isoelétrica, mas também 

contribui para, conseqüentemente, aumentar as probabilidades de. erro nos 

resultados. 

Além de deJ.lloradas e onerosas, as atuais técnicas di~poníveis para a 

15 determinação do PI de proteínas envolvem o uso de reagentes provenientes 

principalmente do exterior e a manipulaçãQ· de alguns produtos químicos 

danosos à saúde. Mais ainda, os ensak:3 são. destrutivos no sentido em que 

envolvem a perda após o uso da· ~ostra utilizada, o que se toma um 
. . 

grande problemâ para pesquisadores·'·em: várie.s 1rf!as d~ fronteira (como 

20 proteômica) em que as amostras de inter~sse não estão disponíveis 
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comercialmente, e sim são obtidas em .quantidades extremamente limitadas. 

Em adição a custos operacionais,:·. sãO. também fatores .·ro!levantes de 

consideração na escolha do procedimento a ser ··adotado tanto o tempo 

necessário para que a informação seja obtida, quanto a necessidade de que 

5 os métodos a serem empregados não venham a deixar resíduo ou levem à 

contaminação das amostras de interesse. 

Em contraposição aos problemas enfrentados quando da aplicação 

das técnicas usuais de detef111inação dei: · PI de prpteínas, o método 

alternativo que aqui propomos ~ relat~vam~nte sirriples e de ·baixo.custo, 

1 o podendo sua aplicação ocorrer ~om àlta e:tl~iêriCia~- ·e-m. quãlquer~escala-lle 

operação que se faça necessária. 

A técnica proposta COl)Siste no l~vantamento do espectro ·de 

impedância de uma ~olução, em que urna quantidade conhecida da proteína 

a ser ap.atisada é Pi$solvida em um volum~ determinado de um solvente 

15... padrão. As amostr's são colocadas em um béquer, onde po~teriormente são 

introduzidas duas lâminas de aço inoxidável que devem ser mantidas 

paralelas entre si :11 uma distância constante, comp mostra a Fig. 1. Entre 

essas lâminas é feita a aplicação (sem polarização externa) de um potencial 

que oscila no tempo de forma senoidal com uma freqüência que varia de 

20 maneira controlada na faixa de 1Hz a i Nffiz. A partir do levantamento da 
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variação das partes real e imaginária da impedância como função da 

freqüência (Daniel, 1967; Hedvig, 1977) tem~se o perfil de resposta do 
'· 

sistema sob teste como efeito da combi11ação dos processos de transporte de 

' carga ~ de polarização elétrica (Asami, 2002). Pelo uso de soluções~ 

5 · · tampão, o processo pode ser repetido para di.fcr~ntes valores de pH, 
I 

escolhidos em uma faixa limitada de forma a cobrir o esperado valor do PI 

da proteína de interesse. 

No presente Relatório Descritivo, foi usada unía alíquota de lmL da 

solução de cada proteína (l"mg/mL) para um volume final de lOmL de cada 

imaginária (Z") da impedância (Figs; 2, 3 e· 4). A curva que caracteriza o 

termo referente às perdas no material para um~~ fée·qüência fixa (em nosso 

caso, 1 MHz) versus o pH da soluçãq pode ser então construída, quando 

então· verificamos que sua segunda derivada passa por um valor máximo 

15 para um dado valor de pH (Figs. 5, 6 e 7). Conio a existência de um valor 

nulo para a terceira derivada d~ um -~arâmletro ·é um dos critérios· usados 

para a identificação de um f~ômt{w· crítico ~-m um~ sàfuyão (Phillips, 

1955), associamos a transição observada corri o valor do ponto isoelétrico 

da proteína considerada. Assim; em P.ossa técnbd · ~ quebra na inclinação 

20 observ~d~ para à curva de.Z' versus pH é ~sada como tun método ·simples e 
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9ireto de determinaç~o do ponto isoelétrico ,:las amostras consideradas que, 

caso necessário, podrm ser facil~ent~ recu1-1eradas para uso posterior, após 

as medidas realizada~. 



Novas Rei\'indicasões do Pedido de Patente "'PI 0602995-7". de 24/0712006 

1 -Método para a determinação do ponto isoelétríco de uma proteína, caracte­

rizado pelo uso de diagramas de relaxação dielétrica, compreendendo as eta­

pas de: 

a) medir a resposta elétrica de um tipo específico de proteínas, usando 

um equipamento do tipo potenciostatofgalvanostato, com aplicação de potenci~ 

a! elétrico de baixo valor (entre 10 mV e 100 mV), tanto para o caso de uma fai~ 

xa de frequência mais larga (de 1 Hz a 1 MHz), para uso mais genérico, ou 

mais estreita, no caso de medidas reali.zadas a uma frequêncía única; 

b) o potenciostato/galvanostato descrito em (a) deve estar conectado a 

um reator, composto por i) recipiente de material não condutor, onde a amostra 

de interesse deve ser colocada, e ii) os eletrodos metálicos, que devem ser in­

troduzidos de maneira a estar posicionados paralelamente a uma distância fixa, 

para permitir a excitação elétríca da amostra, o que vem a possibilitar o monito­

ramento da variação de cargas das moléculas em estudo, bem como, pela inje~ 

ção de volumes controlados de soluções de substâncias ácidas, alcalinas ou do 

tipo "solução-tampão", se faz ainda possível variar de maneíra controlada o pH 

do meio; 

c) medir os valores das componentes real e imaginária da impedância 

elétrica da solução mantida no reator, para diferentes valores do pH do meio, 

de modo a acompanhar a variação correspondente das cargas da macromolé­

cula, possibilitando determinar o ponto isoelétrico da proteína pela identifica­

ção do pH do meio para o qual ocorrerão mudanças súbitas na taxa de varia~ 

ção dessas grandezas, sendo o sistema de registro correspondente de nature­

za elétrica ou eletrônica, com indicação luminosa, sonora ou gráfica do valor do 

ponto isoelétrico assim determinado. 

2 ~Método para a determinação do ponto isoelétrico de uma proteína, de acor­

do com a Reivindicação 1, caracterizado pelo fato de que o equipamento do ti­

po potenciostato/galvanostato com gerador de frequência possui um recipiente 

onde a amostra de interesse deve ser colocada, de modo a possibilitar o moni­

toramento da variação de cargas das moléculas em estudo a partir da injeção 

de volumes líquidos de substâncias, e assim, medir os valores das componen-



tes real e ima.ginária da impedãncia elétrica da solução mantida no reator, o 

que permite acompanhar a variação de cargas da molécula e, desse modo, de­

terminar o ponto isoelétrico da proteína pela identificação do valor do pH do 

meio para o qual ocorrerão mudanças súbitas na taxa de varíaçao dessas gran­

dezas. 



FIG.l 

fiG.2 

-400 

-300 

s--
~ -200 

-100 

200 

1/4 

FIGURAS 

300 400 

z· (n) 

500 600 700 



2/4 

FIG.3 

-500 

-pH2 
-400 -pH3 

•-pH4 

-300 
c- pH5 
._pHS -$ Ih- pH7 

~ -200 pHS 
pH9 

-100 

o 
100 200 300 400 500 600 700 

z· (n) 

FIG.4 

-400 

-300 

s 
N -2oo 

-100 

o~--~~~~~~~~~~~--~ 
100 200 300 400 500 600 700 

z· (n) 



:~/4 

FIG. 5 

6001-:----------

500 

â 400 - pH " 

• 
300 • 

• WGA leçtina 
200 

1 2 3 4 5 6 7 B 9 10 

pH 

FIG. 6 

600 

Con A lectina 

pH 



4/4 

FIG. 7 

• 

• BSA proterna 

2 3 5 6 7 8 9 

pH 


	Folha de Rosto
	Relatório Descritivo
	Reivindicações
	Desenhos

