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“DETERMINACAO DO PONTO ISOELETRICO DE PROTEINAS A
PARTIR DO USO DE DIAGRAMAS DE RELAXAGAO DIELETRICA.”

A presente patente de mode}o tem por objetivo estabelecer a
utilizac,;ﬁo da espectroscopia de impedéncia como me’todo‘ simples para a
determinac&o direta ¢ mais precisa do ponto jsoelétrico (PI) de proteinas.

Por desempenharem papel ctucial nos diferentes processos e
metabolismos dos érganismos 'vivos, as 'Proteiz-aas sd0 macromoléculas
essenciais para o funcionamento dos sistemas biolégicos (Stryer, 1995),
Elas podem atuar como catalisadores e - conio outros exemplos importantes
- desempenham papel vital no transporte ¢ armazenamento de outras
moléculas (tal como o oxigénio), fornecem protegéo e suporte mecinico a
plantas‘é animais, séo responséveis pela transmisséo de impulsos nervosos
e pelo movimento, estdo associadas a ﬁarotec;ﬁo imuiolégica, e controlam os
processos .de\‘-.cres.cimento e de. diferenciagio cslwlar (Stryer, 1995). O
correto fu:ic:hnamento das p'roteineis depende da maneira como sua
conformagfio znuda da estrutura xllativ.a-'“(is'.co é aquela ado’cflda qu-ando se
encontra isolada ¢ em meio ﬁsio]égico). para oﬁtré, qu'ando.' de sua
associaclio com outras moléculas. Essa mo:liﬁc-a‘gﬁo se d4 por efeito da aglio

de forcas eletrostdticas, que tém . ainds um papel importante na

20 determinagfio da conformagfio e da estrutura (2 peiimeros e polieletrolitos.
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0 reconhecimento molecular e a especificidade das interagdes entre
moléculas sdo caracteristicas essenciais da vida: macromoléculas bioldgicas
s8o capazes do reconhecimento de outra macromolécula ou dé membranaé
ou substratos, de modo a formar associa¢des especificas (Baszkin e Norde,
2000). As forcas intermoleculares sdo de natureza eletrostatica,
particularmente devido & agdio de intexfagﬁés Cculombianas, para as quais é
determinante a natureza da atmosfera idnica em torno das macromoléculas
¢ substratos, Na associagdo e interagfio entre moléculas, o reconhecimento
eventue.al mituo” do héspede e hospedeird e a estabilidade da ligacfo
resultante depeﬁdem das modificagdes na energia livre total do sistema que
resultam do contato e posterioz?‘ liga.q;éo exitre as moléculas interagentes.
Tais mudangas podem ser sensiveis 2 i’:ontriléuigﬁo da dupla camada elétrica
(a-camada difusa que pode ser visualizada come ura “atmosfera” de cargas
que rodcia'um coléigle)' €, para o ente'ndimgnto‘desta associagdo, se torna
necesséria a ‘avalia:gﬁo das ipteragles qlet;-ostéticas eptre um alve-
hospedeiro (tal como uma superficie celular ou urﬁa resina de troca iéniéa)
e um héspede (proteina) como fungdo da forga i6nic§, distancia da
separagdio, orientagdio, e estrutura des materiais envol'vidds (Petty, 1996;

Hiemenz e Rajagopalan, 1997; Baszkin e Narde, 2000). O ponto isoelétrico
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(PI) de uma protefna em solugdo ¢ definide como o valor do pH especiﬁéo
para o qual sua carga liquida éfetiva é nula, -

O objetivo des;a patenie ¢ pﬁ)pdfrf uma nova téericr, baseada na
espectroscopia de impedéncia, para,‘;a detei*rriinag;éb do‘ PI de proteinas.
Neste Relatl()rioa Descritivo, a técnib'a proposts. serd” utilizada para a
caracterizagdo elétrica de trés moléculés protéicas, a sgber: i) lectina dé
Triticum vulgéris '(WGA), 7i) lectina Concandvdlina A (Con A) e iii)
Soroalbumina bovina (BSA). i

i) Lectinas ' o ‘pi‘dt@finas que possuem ao menos um
dominic  nfio-catalftico - rie” se “ligd” reveérsivelmente e
“especificamente a um mono pu'blﬁésSééétideO ‘(P’eur'na';hs‘l e van
Damme, 1995). A WGA (das iniciais em inglés paia aglutinina de ;
gémien de trigo) é uma lectina isolada do embrido de Triticum

'vulgari..s' (Gratflinace_,ae), uma planta monocotiledénea. A WGA é

| uma'prdteina dimérica, possuiﬁdo massa ‘molecular de 17 kDa .para \

cada subunidade, que apresenta pont;) isoelétri;:o-elﬁ“tomo do pH 9.
Essa lectina apresenta’ altﬁ aﬁnjdade para\-N-acetil-D-'glicosamina e
acido N-acétil-D-neuraminico é pefte‘nce 5 familia das proteinas que
se ligam a quitina, e que :sﬁo caracterizadas por um elevado

contedo de cisteina e glicina (Nagata e Burger, 1974; Rice e
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Etzler, 1975; Wright, 1992). WGA pode se ligar a oligossacarideos,

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

em um grande nimero de glicoproteinas de ‘membrana ¢ soro.
Peptideoglicanos da parede das c¢élulas bacterianas, quitina e
glicosaminoglicanos de cartilagem também podem se ligar a WGA.

ii) A Con A é uma‘ molé@:ula polimérica cujo grau de
associagdo € dependente de um certa nimero de ;variéveis, das quais
a mais impor!:ante éo valpr do pH cho meio. Para a faixa de pH entre

2 ¢ 5,5, verificamos que a Con A existe como um dimero composto

de duas subunidades e tem ui peso molecular de aproximadamente

55 KDa (Abe e al., 1971; McCubbin e Kay, 1971), enquanto que
para valores de pH maiores que 5,5, uma ¢strutura tetramérica com.

peso molecular de 111 KDa ¢ predominante (Wang et dl., 1971;

| McKenzie et al.; 1972). Os padrSes apresentados na focalizacdo

isoelétrica ‘(técnica usual de determinagdo do PI de proteinas - ver
adiante) de amostras da proteina Con A (metalizadas ¢ nfo-
metalizadas) com subunidacss intactas e ffagmentédeﬂ apresentam

diferentes bandas. O mesmo é observado nos cases em que esta

lectina comiém metais, mas Suas crlsias de polipeptidios

permanecem intactas, situagfop em. que o PI se torna 8,35. No
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entanto, preparagdes metalizadas de Con A consistindo de cadeias
fragmentadas apresentam trés bandas com valores de PI 8,0, 7,8 ¢
7,7. Neste trabalho utilizamos a lectina Con A nﬁo—mgtaliza'da que
possui PI em pH 6,5 (Bhattacharyya e Brewet, 1990).

iii) Por sua vez, a sbré albumina, uiha das proteinas mais
extensivamente estudadas, e;“"u.m.a labunc.iante prbtéina_ plasmatica
com concentragdo tipica de 5g/ 100mL. A: soro albumina bovina
.(BSA), presente no plasma sanguineo bovino, quando na forma de
mondmero apresenta peso molecular de 65 KDa e ponto isoelétrico
igual a4,9. ABSA possui duas importantes fungbes que incluem a
manuteng:ao da pressdo Qsmotica e deposigdo e 0 transpm;&e de uma
série de compostos endogenos e ¢xogenos (Folco et al., 1977,
Fehske et al., 1981; Fitzpratrick‘ et al.r 1982).

Atualmente, pior sua maior conﬁabiﬁdade e acuricia, a focalizagéo
iso,elétrica ¢ a téchica mais amplﬁlnente utiligada para a deténninagﬁo do PI
de proteinas. Na focalizagio isoelétrica capilar, substancias anf_étéras sdo
separadas com base em seué pontos 1soeletr1"os (que podem ser entendidos
também como 0s valores de pH parg os qualn o zdimero de moléculas que
migra para o dnodo iguala 0 nﬁmel_'o de moléculas que migra para o

catodo). Esta técnica é baseada na formagéo de um gradiente de pH, obtido
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pelo uso de substincias conhecidas como anfolitos (que sdo geralmente
acidos poliméricos sintéticos, como, por exemplo, poliaminoécidos; acidos
policarboxilicos ou 4cidos petissulfnicos), cmam meio conectado ao
mesmo tempo a um citodo onde existe uma solugio com pH alto

(tipicamente hidréxido de sddio) e a um &nodo com pH baixo (tipicamente

4cido fosférico). A aplicagfio de um campo elétrico a uma mistura de

“anfolitos gera a formacdo de um gradicnte de pH no meio, e proteinas, que

sdo moléculas anféteras, irdo se comportar de maneira idéntica e serdo,
portanto‘, focalizadas em uma dada posicc Citada pelo seu PI. Neste tipo de
separagdo se torna ainda necessario m paisa ‘adicional;, uma vez que os
diferentes solutos ndo podem ser detectados in sifu: quando, ao se
movimentar dentro do capilar, cada uf:i deles para de se mover ao atingir a
posi¢io em que o valor do pH do meio’ corresponde a seu PI, e assim,
portanto, ndo chega a atingir a cela do detector. Dessa maneira, a coletae a
identiﬁcaqﬁo -dos solutos requerem ima etapa ‘adicional 'que pode ser
irﬂpleméhtada de-difé:rentes‘ ‘mané’airas: B
- Apbs a focalizagic, ias zoias de distirita_ﬁatureza criadas
no capilar podem ser movidas em dife¢dio 4o detector, por meio da
aplicagio de pressdo (isso p§de sfe,r ‘consequido, por exemplo,

elevando-se uma das extremidades docapllar).
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- Alternativamente, pode ser explorado o fato de que apds
g focalizagdo a corrente do sistema costuma ser pequena (pois
somente fons OH ¢ H' gontribuem para a condutividade): quando
um sal como o cloreto de sédio ¢ adiqionado a0 andlito (reservatorio
acido) ou ao: catdlito, oé' ioné cl"ot,:'eto irfio predominar e assim
ocorrerd um aﬁmento na @:ondu;tividade. Pelo principio da
eletroneutralidade, ions sédio podenj ser trocados por prétons no
tubo, gerando um gradiehte desbalaﬁceado. Isso causa a migragio

dos ions em diregdo ao detector.
No ’g‘éra’l',“nd*qnta'.nto;fo—elevadagm&mem__de,.._e_tapaitpma ndo apenas
onerosa ¢ comﬁlicaqla a técnica da focalizaglo isoelétrica, mas também
contribui para, conseqiientemente, aumentar as probabilidades de erro nos

resultados.

Além de demo_radas © onerosas, as atuais técnicas di§poniveis para a
determinagéio do P de protéinas envolvem o uso de reagentes provenientes
principalmente do exterior e & manipulagie- de alguns produtos quimicos
danosos a saude. Mais ainda, 0s ens-;is(}s sdo destrutivos no seﬁtido‘e.m que
envolvem a perda apds o uso da-a:jldstra utilizat‘ia,' 0 que sé torna um

grande problema para pesquisadores”emi véries #zzas de fronteira (como

20 protedmica) em que as amostras de interesse ndo estdo disponiveis
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comercialmente, e sim sdo obtidas em quantidades extremamente limitadas.
Em adi¢do a custos operacionais;. 3o também fatores “rélevantes de
consideragfo na éscolha do proceditmento a ser adotado tanto o tempo
necessdrio para que a informacdo seja obtida, quanto a necessidade de que
os métodos a serem empregados nfo ﬁ_zenham a deixar residuo ou levem a

contaminago das amostras de interesse.

Em contraposicio aos problemas enfrentados quando da aplicagio
das técnicas usuais de determinagio do: PI de proteinas, o método
alternativo que aqui. propOm'oS. e reiétﬁfam_cnte sinipleé e de baixo: custo,
podendo sua aplicagéo ocorrer gom alta eficiéncia, 'é"xﬁ"c’jiiﬁl‘c‘lﬁér‘e‘s‘cala'de

operagdo que se faga necessaria.

A técnica proposta consiste no 1§vantamento d‘or especiro -de
impedancia de uma s%oluqﬁo, em que ura quantidade conhe;cida &a proteina
a ser ané.lisada é dissolvida em um \)olurﬁé determinado de um solvente
padrao As amostras sdo colocadas em um béquer, onde postenonnente sdo
introduzidas duas laminas de ago mox1davel que devem ser mantidas
paralelas entre si @ uma distdncia constante, come mostra 2 Fig. 1. Entre
essas laminas € feifa a aplicacdo (sempolarizaqéd externa) de um potencial
que oscila no tempo de forma senoidal com uma freqiiéncia que varia de

maneira controlada na faixa de 1Hz a {MHz. A partir do levantamento da



10

15

9/10

variagdo das partes real e imagindria da impeddncia como fungio da
freqtiéncia (Daniel, 1967; Hedvig,\1977) tem-se o perfil de resposta do
sistema sob teste como efeito da combiragéc dos processos de transporte de

carga € de polarizagdo elétrica (As:ami, 2002). Pelo uso de solugdes-

. tampfo, o processo pode ser repetido para diforentes valores de pH,

escolhidos em uma faixa limitada de ﬁ')rma a cobrir o eéperado valor do PI
da proteina de interesse.

No presente Relatério Descritivo, foi usada uma aliquota de 1mL da
solugiio de cada proteina (Img/mL) para um volume final de 10mL de cada
solugdo-tampdo para a*detenninagéz_ﬁdos~va—1ares—daS—pat*,esfreaL(Zﬁ_);e_
imaginaria (Z”) da impedancia (Figs. l‘2, 3 e 4). A curva que caracteriza o

termo referente as perdas no material para uma fiegiiéncia fixa (em nosso

caso, 1MHZ) versus o pH da solugo pode ser entdo construida, quando

entﬁo-veriﬁcan'los qlie' sua segunda derivada‘_ passa por um valor maximo
para um dado valor de pH (Figs. 5, 6 ¢ 7). Comio a existéncia de um valor
nulo para 4 terceira derivada de um pafém@t‘ro*é um dos critérios usados
para a identificagdo de um f&mﬁ"nwﬁ 'crit'im’ em unte sotucio (Phillips,
1955), associamos a transigéo obsefvéxda com o valor do pbnto isoelétrico

da proteina considerada. Assim; em nossa técniza » quebra na inclinagio

20 observada para a curva de Z’ versus pH ¢ usada como um método simples e
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direto de determinacfio do ponto isoelétrico das amostras consideradas que,
caso riecessario, podem ser facilmenté recupéradas para uso posterior, apés

as medidas realizadas.



Novas Reivindicacdes do Pedido de Patente “Pl 0602995-7", de 24/07/2006

1 - Método para a determinagéo do ponto isoelétrico de uma proteina, caracte-
rizado pelo uso de diagramas de relaxagao dieletrica, compreendendo as eta-
pas de:

a) medir a resposta elétrica de um tipo especifico de proteinas, usando
um egquipamento do tipo potenciostato/galvanostate, com aplicacio de potenci-
al elétrico de baixo valor (entre 10 mV e 100 mV), tanto para o caso de uma fai-
xa de frequéncia mais larga (de 1 Hz a 1 MHz), para usoc mais geneérico, ou
mais estreita, no caso de medidas realizadas a uma frequéncia tnica,

b) o potenciostatofgalvanostato descrito em (a) deve estar conectado a
um reator, composto por i} recipiente de material nao condutor, onde a amostra
de interesse deve ser colocada, e i) os eletrodos metalicos, que devem ser in-
troduzidos de maneira a estar posicionados paralelamente a uma distancia fixa,
para permitir a excitagcao elétrica da amostra, o que vem a possibilitar o monito-
ramento da variacao de cargas das moléculas em estudo, bem como, pela inje-
¢ao de volumes controlados de solugdes de substancias acidas, alcalinas ou do
tipo "soluglo-tampac”, se faz ainda possivel variar de maneira controlada o pH
do meio;

c) medir os valores das componentes real e imaginaria da impedancia
elétrica da solugdo mantida no reator, para diferentes valores do pH do meio,
de modo a acompanhar a variagao correspondente das cargas da macromolé-
cula, possibilitando determinar o ponto isoelétrico da proteina pela identifica-
¢ao do pH do meio para o qual ocorrerdo mudangas subitas na taxa de varia-
¢ao dessas grandezas, sendo o sistema de registro correspondente de nature-
Za elétrica ou eletrénica, com indicagao luminosa, sonora ou grafica do valor do

ponto isoeletrico assim determinadoe.

2 - Método para a determinagao do ponto isoelétrico de uma proteina, de acor-
do com a Reivindicagao 1, caracterizado pelo fato de que o equipamento do ti-
po potenciostato/galvanostato com gerador de frequéncia possui um recipiente
onde a amostra de interesse deve ser colocada, de modo a possibilitar 0 moni-
toramento da variagdo de cargas das moléculas em estudo a partir da injecéo

de volumes liquidos de substancias, e assim, medir os valores das componen-



tes real e imaginaria da impedancia elétrica da solugao mantida no reator, o
que permite acompanhar a variagao de cargas da molécula e, desse modo, de-
terminar o ponto iscelétrico da proteina pela identificagdo do valor do pH do
meio para ¢ qual ocorrerdo mudangas subitas na taxa de variagao dessas gran-
dezas.
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