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  ƒ   Apenas um tamanho de poros (o diâmetro pode ser regulado por ambientes
 hidrofóbicos ou hidrofílicos)
  ƒ   Área superficial muito grande
  ƒ   Habilidade de troca de moléculas “guest” 
  ƒ   Estabilidade térmica e mecânica
 Aplicações
 1.  Absorção
 2.  Separação de membranas
 3.  Transporte de massa através dos nanotúbulos
 4.  Scaffold para síntese de nanotúbulos
 5.  Nanoreactores
 1.   Absorção
 de CO2, CH4 e H2. Diâmetros: 5,0 L-A-L-V; 4,7 L-Val-A; 3,9 L-I-L-V; 3,7 L-Val-L-Isso
 a temperatura embiente VA absorve 30
 litros de CO2 por litro de “host” o que
 excede a fantástica performance do
 recentemente proposto ZIF-100(28L/L)
 selectividade de 3.5-5, retida até à pressoa atmosférica
 IV absorve tantas moles de H+ como de metano (0.5
 mol/mol a 195 K e 1 atm) indicando uma grande afinidade
 por este gás leve.
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 2.  Separação de membranas (permiseletividade)
  Tortuosidade porosa baixa
  Áreas de densidade porosas elevadas
  Uniforme e regulável tamanho poroso
  Poros funcionalizados Selectividade quiral
 a)  Cristais dipeptidicos como materiais selectivamente permeáveis
 Cristalização de dipeptidos
 Cristais AA: crescem por evaporação do solvente numa solução aquosa
 Cristais VI: crescem usando os dois procedimentos (dp=3,7 A)
 Cristais LS: crescem por inversão de fase de uma solução aquosa por
 acetonitrilo (dp=4,9 A)
 b)  Experiencias de permeabilidade de “single-crystals” elaborados
 contra atmosfera usando uma câmara pressurizada
 alimentada com gás na qual a pressão era monitorizada
 A-monitorização da pressão da camara de gás
 B- medição do tempo e distancia de um liquido emmovimento (Al’s Oil) em frente a um tubo de vidro
 colado à saída da camara de gás
 c)  Absorção isotérmica foi medida a temperatura ambiente usando o
 método volumétrico que se baseia na expansão de gás de uma
 camara alimentada (Vfeed) para uma camara de adsorção(Vsample), onde e colocada a amostra.
 As amostras de dipeptidos foram regeneradas ao longo da noite a 60
 C sobre vácuo
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 ->Foi mostrado que a aplicação de cristais dipeptídicos como materiais
 selectivos a membranas é bem sucedida
 -> mostrou-se que os dipeptidos “single-cristals” podem atuar como
 membranas permeáveis capazes de distinguir entre Argon, N e O2 – um processo de
 separação industrial ambicioso.
 3.  Transporte de massa através de nanotubulos
 Difusão em cristais L-S
 Estudo sistemático das propriedades macroscópicas : largura, temperatura,
 concentração, tamanho da molécula “guest” 
 Os cristais cresceram pela inversão de fases de uma solução aquosa por difusão doacetonitrilo
 ->isotérmicos de adsorção mediram-se via volumétrica
 ->pela difusão de “single-cristal” obtiveram-se taxas de difusão de 293.15K (pela
 camara alimentada com gás)
 o  Difusão de pequenas moléculas nos cristais dipeptidicos é rápida;
 o  O bloqueamento dos poros pode ser significante dentro de certas
 condições experimentias
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 o  A grande flexibilidade das “frameworks” do cristal juntas com
 dimensões semelhantes do por e dos “diffusants” provavelmente
 contribuem para a propensão de bloqueamento
 4.  Scaffolds para a síntese de nanowires
 Tubos peptídicos cheios de nanowires de prata( que foram obtidos pela adição
 da enzima proteinase K)
 5.  Nanoreactores 
 Peptidos baseados em MOFs (metal orgânica framework) temos diferentes
 geometrias metálicas possíveis e ligandos. A estabilidade é aumentada em
 materiais porosos baseados em péptidos.

Page 6
                        
                        

7/28/2019 Sebenta II.pdf
 http://slidepdf.com/reader/full/sebenta-iipdf 6/24
  
 Fibras de amilóide
 Propriedades:
   Uma condiçao medica resultante da agregaçao de depositos
 extracelulares de proteínas anormais designadas fibras de amilóide que
 causam estragos em órgãos e tecidos
   Estas fibras são insolúveis, lineares, rígidas e medem aprox. 7.5-10 mm
 em largura;
   Fibras de amilóide surgem de proteínas com misfolding. De alfa-helices
 a folhas beta pregueadas;
   Proteinas são depositas extracelularmente  Proteinas agregam-se e formam fibrilas (fibras de amilóide)
   Proteinas com misfolding podem resultar de mutações pontuais
   Depositadas assim que localizadas vs sistemaitcas
   Doenças associadas: neurodegenerativas, hereditárias, espinocerebrais
   Amilóide funcional: estrutura de amilóide encontrada que tem
 beneficios funcionais em sistemas vivos
   Nano-filamentos condutores construidos por auto-agregaçao de fibras
 amiloidas de TTR e deposiçao de metal seletiva
 A estrutura das fibras
 NMR
 Cristalografia de raios-X
 Microscopia crio-eletronica (EM)-estrutura protofilamentosa das fibrilas de amiloide
 São nanotubulos cheios de agua
 A fibra amiloide da TTR e uma folha beta continua
 STEM- quantitative scanning transmition
 Cinética
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 Toxicidade
   Os intermediário podem
 exercer efeitos significativos na
 viabilidade e no metabolismode celulas neuronais cultivadas
   Fragmentaçao fisica de fibrilas
 pré-formadas em fragmentos
 de pequeno tamanho
 exacerbaods os efeitos das fibrilas nas celulas
   Data sugere um mecanismo generico pelo qual os oligomeros podem
 ser efeitvos, isto é, um que resulta de propriedades conformacionais
 comuns de oligomeros em vez de sequencias especificas de cadeias
 polipeptidicas subjacentes  Um mecanismo tao generico pode ter as bases moleculares na
 interaçao de intermediarios com membranas celulares, agregados
 especificos mostraram ter perturbaçoes na integridade das membranas.
 Inibição
 Estudos estruturais em Inibidores
 1.TTR: iodoflunisal crystal stucture
   Carateristicas únicas quando comparada com outras estabilizadores de TTR
 como diflunisal, acido flufenamico e dicoflenac
   Efeito de estabilização evidente em TTR tetrâmeros no plasma em condições
 semi-desnaturantes
   O iodine está altamente ancorado ao bolso de ligação da proteína
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   A ligação do ligando induz uma rotação da cadeia lateral de Ser117 permitindo
 a formação de novas ligações intermonomeras de H
   Pequeno colapso dos locais de ligação de TTR
 2. Conclusões
   As propriedades protectoras do iodoflunisal reflectem o facto de que todos os
 substituintes aromáticos estão envolvidos nas interaçoes de estabilização de
 tetrâmeros.
   A ligação de ligando induz a rotação da cadeia lateral de Ser117 permitindo que
 a formação das novas ligações hidrogénio intermonomericas
   Todas estas novas onterações são responsáveis por uma estrutura mais
 compacta, o que resulta num ligeiro colapso do canal de ligação que
 ocorre(atravessa) pela molecula
 Separaçao e purificaçao de proteínas Todas as técnicas de purificaçao utilizam diferentes propriedades de proteínas:
 ->solubilidade (função do sal, pH, Tº)
 ->carga
 ->tamanho
 ->Locais de ligação (ligandos)
 Cromatografia: refere-se a um grupo de técnicas de separação que envolvem uma
 retardação de moléculas com respeito à frente de solvente que progride através do
 material. O nome (“cromos”+”grafia”) significa o “desenho as cores” e foi
 originalmente usado para descrever a separação de pigmentos naturais em papeis de
 filtro por retardação diferencial.
 Cinco tipos:
 1.troca iónica;
 2. de hidrofobicidade;
 3. por afinidade;
 4. por metais imobilizados;
 5.exclusao de tamanho
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 1.1 Propriedades de carga
   Proteínas são complexos ‘’ampholytes’’ que tem quer carga positiva(arginina,
 lisinas, histidinas) quer carga negativa(aspartato,glutamato);  O ponto isoeléctrico (pI) de uma proteína (pH no qual a carga total de rede é
 zero);
   Para obter boa adsorção o pH do tampão escolhido dever ser pelo menos uma
 unidade de pH acima ou abaixo dos pI dos ‘’analytes’’ a
 ser separados;
   O pH do microambiente de um iao ‘exchanger’ não é
 exactamente igual ao do aplicado no tampão (Donnan
 effect);
   Se uma proteína é adsorbida num catião ‘exchanger’ a pH
 5, vai ser exposto a pH 4, e se tiver pouca estabilidade a
 esse pH, pode ser desnaturado;
   A maioria das proteínas são carregadas negativamente a
 valores de pH fisiológicos (pH 6-8);
   A interaçao entre uma proteína e um trocador iónico
 depende não só da carga da rede e da força iónica mas
 também na distribuição de carga superficial da proteína
   Se há regiões superficiais com alta concentração de
 grupos carregados na proteína, a ligação pode ocorrer mesmo quando a carga
 total da proteína é zero.
 1.2. Fase estacionária
   Fortes trocadores de iões tem grupos funcionais, e.g sulfonato e amónio
 quaternário, com valores de pKa fora do alcance de pH no qual é normal o
 trabalho de proteínas (i.e. pH4-10)
   Ao contrario, fraco trocadores iónicos tem grupos iónicos funcionais
 e.g.carboxilato e dietil amonio, com um alcance de pH limitado;  Fracos trocadores iónicos: reduzem a tendência para a desnaturação da
 amostra, inabilidade de se ligar impueza fracamente carregadas e resolução de
 eluição aumentada
 1.3. Fase móvel
   A baixa condutividade e pH dão a proteína uma carga óptima para ser escolhida
   A escolha do tampão também influencia a separação. Por exemplo, a atraçao
 electroestática entre dois grupos de carga oposa é mais alt num ambiente
 hidrofóbico
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   Este tampão também tem a vantagem de ser volátil e assim pode ser
 facilmente removido por liofilização
 1.3.1. estratégias de eluição
 Eluição Isocrática: componentes da amostra são apenas diferencialmente
 retardadas e assim separados sob composição de solvente constante; não sãonecessárias alterações na composição do tampão.
 Apenas volumes de amostras muito mais pequenos do que o volume total do
 ‘bed’ podem ser aplicados e a resolução aumenta com a raiz quadrada do
 comprimento da coluna.
 Frequentemente um decréscimo em afinidade e mediado no tampão.
 Dois métodos gerais: mudar o pH do tampão do eluente; aumentar a força
 iónica por adição de NaCl.
 Mudanças de tampão requeridas para eluição podem ser adicionadas em
 qualquer estadio, por eluição por fases ou continua, por eluição de gradiente.Diminuir o declive do gradiente levará a uma separação maior dos solutos,
 contudo, à medida que o declive diminui, as proteínas estarão mais diluídas.
 IEXC é uma das técnicas de purificiaçao mais importantes acessíveis e provavelmente a
 mais usada para a separação de propteinas/péptidos, ácidos gordos, polinucleotidos, e
 outras biomoléculas carregadas.
 Em geral, os trocadores iónicos estão mais densamente substituídos que outros
 adsorventes usados na cromatografia de proteínas e a sua capacidade para ligar
 proteínas e muito alta. A sua ampla especificidade permite também a remoção de
 impurezas significativas tal como formas desaminadas, endotoxinas e glicoformes
 indesejados. Mesmo assim, interaçoes não-especificas com proteínas devido a
 interaçoes hidrofóbicas ou outras interaçoes não-ionicas são baixas.As resinas de
 trocadores iónicos são robustas e podem ser sanitized no lugar e usadas para centenas
 de ciclos.
 Desvantagem de IEXC: limitado em selectividade
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 2 metodos: HIC (hidrofobic interaction cromatography); RPC (reversed phase
 cromatography)
 Em ambos métodos as proteínas são retidas diferencialmente por um suporte
 hidrofóbico dependendo da sua hidrofobicidade
 2.1. Hidrofobicidade
   Isoleucina, valina, leucina e fenilalanina
   A ordem crescente das moléculas de agua leva a um decréscimo em entropia
 (deltaS)
   Adsorção hidrofóbica das proteínas é um processo guiado pela entropia,
 termodinamicamente favorável onde a força motora é a redução da área desuperfície
 2.2 HIC- hidrofobic Interaction Cromatography 
 Ligação de proteínas é aumentada por altas concentrações de sais neutros, e a eluição
 das proteínas ligadas é obtida pela lavagem da coluna com um tampão sem sal ou pela
 diminuição da polaridade do eluente.
 2.2.1 Fase estacionaria
   Mais usada é a agarose
   Quando a técnica foi aplicada a HPLC, sílica e resinas de polímeros orgânicostambém tem sido usados
   Os ligando mais usados para HIC são alcanos de cadeia linear, a força da
 interaçao entre a proteína e os ligandos hidrofóbicos aumenta com o aumento
 do comprimento da cadeia de C. ligandos contendo entre 4 e 10 atomos de C
 para a separação
   Por vezes pode ser vantajoso usar ligando de aril (fenil) que também podem
 dar interaçoes aromáticos (pi-pi)
   Uma densidade de ligando (10-50 micromol/ml gel) é vantajosa para preservar
 a estrutura da proteína devido a absorvancia ‘multi-point’ 
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 2.2.2. Fase Móvel
   Iões de sal assumem as moléculas de agua ordenadas, e assim promovem
 interaçoes hidrofóbicas.
   Geralmente um sal que aumenta a tensão de agua também irá dar um
 aumento na força da interaçao entre proteínas e do HIC adsorvente. A força da
 tensão molal superficial segue:
   O efeito da composição do sal na remoção de proteína é muito complexo
   Amonio sulfato (pH<8) e sulfato de sódio são os sais mais utilizados no HIC.Estes sais também são conhecido por ter uma influencia estabilizadora na
 estrutura proteica;
   A força iónica elevada há o risco da proteína precipitar;
   1 M de sulfato de amonio é um bom ponto de partida num tampão livre de sal
 com alta recuperação;
   O pH dos tampões usado como uma influencia decisiva na adsorção de
 proteínas. Usualmente um aumento no valor do pH (9-10) diminui as
 interaçoes hirdofobicas devida a mudança na carga da proteína. 
 2.2.2.1. Estratégias de Eluição
   Concentração de sal mais baixa;
   Diminuição da polaridade do solvente (adição de um componente redutor da
 polaridade, tal como o etileno de glicol) pode ser feito apos o sal ser removido;
   A amostra é carregada num tampão contendo uma alta concentração de sal, o
 que torna este método muito útil como passo subsequente depois das
 proteínas serem eluídas de colunas de troca iónica com muito sal;
   As proteínas são então eluídas do HIC à medida que a concentração do sal no
 tampão é diminuída e aí estão prontas para o próximo passo de purificação
 sem mais troca de solução tampão
 2.3. RPC- Reverse Phase Chromatography
   Adsorventes para RPC são uma ordem de magnitude mais altamente
 substituída com ligandos hidrofóbicos, do que aqueles usados para HIC
   Suficientemente fortes para adsorver proteínas em agua pura;
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   Normalmente requere o uso de solventes orgânicos e outros aditivos para
 desabsorver a proteína:
   Tem um efeito desnaturante na proteína. Adsorção a fase estacionaria normal/
 por ‘multi-point’ attanchment 
 2.3.1. Fase Estacionária
   A matriz de base mais comum são as contas de sílica porosa com grupos Si-Oh
 modificados para agarrar ao ligando. Ph>7.5 grupos silanol carregados
 negativamente expostos no suporte;
   As partículas de sílica devem estar quase completamente coberta com grupo
 químicos ligandos de cadeias de hidrocarbonetos que representam a fase
 hidrofóbica
   Polímeros orgânicos sintéticos: e.g.contas de poliestireno, também estãodisponíveis como géis de fase reversa.
   Packings de polímeros orgânicos são estáveis em pH ate 12. Contudo, não são
 tao estáveis mecanicamente e tendem a encolher quando expostos a
 diferentes solventes;
   Estas contas tem uma superfície que é por si só altamente hidrofóbica, deixada
 por derivatar
   Cadeias de carbono mais curtas (C2-C8) são comprimentos usados para
 separação de proteínas, para poder evitar interaçoes demasiado fortes que
 requerem concentrações mais altas de modificador orgânico para eluição.
 Contudo cadeias alifáticas mais longas (C8-C18) podem ser usadas para
 separação de péptidos mais pequenos
 2.3.2. Fase Móvel
   As condições de ligação iniciais são primariamente aquosas
   Ligação proteica muito forte e requere o uso de solventes orgânicos na
 fase móvel para eluição
   A retenção relativa de um polipéptido em particular ou proteína diminui
 como na seguinte serie de modificadores de solventes à mesma
 percentagem volúmica:
   Isopropanol: grande viscosidade
   Eluição de coluna é tipicamente monitorizada usando detetores de UV.
 Acetonitrilo é a escolha adequada para a separação de péptidos que
 não tem aa’s romaticos, uma vez que dá uma absorvancia muito baixa a
 baixos comprimentos de onda
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   Adiçao de um modificador do solvente orgânico a uma proteína vai, no
 geral, ter um efeito desnaturante;
   Separação em RPC é pois, concordante com as diferenças na
 hidrofobicidade total, uma vez que todos os resíduos de aa’s estão
 disponíveis para a interaçao com a fase estacionaria;
 2.3.1. Suspensão iónica
   Fase móvel com ácidos fortes como o ácido trifluoroacetico (TFA) que reduz o
 pH a 2-3
   pH baixo deitará o resultado da suspensão iónica na eliminação dos efeitos dos
 métodos de retenção misturados devido aos grupos silanol que restam na
 superfícies do gel de sílica
   a um pH baixo ocorre a suspensão do grupo carboxil e os grupos amino estão
 essencialmente todos protonados  por razoes ainda não esclarecidas, uma maior selectividade pode ser obtida
 quando se corre num valor baixo do pI de um polipéptido ou proteína nos
 sistemas de fase reversa
 2.3.2. Emparelhamento iónico
   TFA pode ser também atribuído o efeito de um agente de emparelhamento
 iónico
   Agentes de emparelhamentoionico ligam-se as moléculas da amostra por
 interaçoes ionicsa, o que resulta na modificação da hidrofobicidade de rede
   A maior vantagem é uma selectividade que afecta e assim aumenta a hpotese
 da resolução completa dos componentes da amostra
   A retenção dos componentes da amostra pode ser afectada quer pelo tipo quer
 pelas concentração do ião
 2.3.2. Estratégias de Eluição
   O único método pratico para separação RPC de amostras biológicas complexas
 é o gradiente de eluição  Isto é feito pelo decréscimo da polaridade da fase móvel pelo aumento da
 percentagem do modificador orgânico na fase móvel
 2.3.3. Carateristicas e aplicações
   Para proteínas, esta técnica é usada para verificar a purificaçao e analise de
 controle de qualidade, quando a recuperação da actividade e da estrutura
 terciária não são essenciais
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   Para proteínas mais pequenas (Mw<30000) os efeitos da desnaturação são
 rapidamente reversíveis e o RPC pode ser usado com sucesso para isolar uma
 forma biologicamente ativa
   Polipeptidos mais pequenos normalmente não tem uma estrutura secundaria
 ‘’real’’ para preservar e por isso não podem desnaturar no sentidoconvencional, o RPC é a escolha nesses casos.
 Um ligando especifico é covalentemente ligado a uma matriz cromatográfica inerte.
 A amostra é aplicada em condições que favorecem a ligação reversível e especifica da
 proteína alvo ao ligando.
 Uma vez que apenas a proteína pretendida é adsorvida do extracto passando pela
 coluna, as outras substancias serão “washed away”. 
 Para euluir a molécula alvo as condições experimentais soa mudadas para que a
 interaçao proteína-ligando seja rompida
 A-  Conta
 B-  Spacer arm
 C-  Ligando
 D-  Proteína alvo
 3.1. Fase Estacionária
   Deve possuir grupos químicos adeuados para qual o ligando deve ser ligado
 covalentemente e ter uma superfície de área relativamente grande para
 ocorrer ligação;
   As condições duras em que são usadas ao longo da derivatizaçao demandam
 que a matriz seja quer quimicamente quer mecanicamente estável;
   Também devera ser inerte nos solventes e nos tampões usados;
   Matrizes hidrofilicas e inertes são preferíveis para prevenir o próprio gel de
 matriz;
   Agarose tem sido a base mais popular para a afinidade de matrizes. Uma razão
 contribuinte a esta popularidade é que haviam métodos de emparelhamento
 convenientes, e até matrizes preativadas comerciais
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   Um numero e contas de matriz sintéticas orgânicas e inorgânicas estão
 disponíveis, e.g: cross-linked dextrans, poliestireno, celulos, vidro poros e sílica
 3.1.1. Ligandos
   Ligandos bioespecificos que podem ser covalentemente ligados à matrizcromatográfica
   Podem ser extremamente selectivos. Ex: anticorpos, receptores de
 proteínas, esteróides hormonais, vitaminas e inibidores enzimáticos.
   Alguns ligandos esta ligados a um grupo de compostos relacionados
 (imunoglobulinas)
   O ligando ligado deve ser capaz de formar complexos reversíves. A
 estabilidade do complexo deve ser suficientemente grande para a
 retardação do processo. É importante que seja fácil dissociar o
 complexo por uma simples alteração no “médium”   O ligando deve processar pelo menos um grupo químico
 funcional(grupos comuns: aminas, tiois, carbohidroxidos e grupos
 hidroxilo) pelo qual pode ser imobilizado a matriz
   Os grupo funcionais utilizados para emparelhamento não devem ser
 essenciais para as suas propriedade de emparelhamento para assegurar
 que o ligando retém a sua capacidade de ligação especifica para as
 moléculas alvo.
 3.1.2.Spacer arms
 Para prevenir a ligação do ligando a matriz interfere com a sua
 habilidade para se ligar à molécula alvo, e é geralmete vantajoso colocar
 um braço de separação
 3.1.3. Ligação de Ligandos
 1. matriz é activada para torna-la reagente ao grupo funcional do
 ligando
 2. o ligando torna-se covalentemente igado através de uma reacção
 química
 3. grupos residuais não ligando são bloqueados por um excesso de uma
 substância adequada de baixa massa molecular como a etanolamina
   A a tivaçao normalmente consiste na introdução de um grupo
 eletrofilico na matriz
   Durante a ligação do ligando este grupo reage com grupos
 nucleofílicos, tal como amino, tiois e grupo hidroxilo no ligando.
 Alternativamente, uma matriz activada com grupos nucleofilicos,
 e.g tiol, pode ser usado para imobilizar um ligando contendo umgrupo eletrofilico
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 3.2. Fase Móvel
 As condições do tampão são optimizadas para garantir que as moléculas alvo
 interagem efectivamente com o ligando e que são retidas pelo ‘medium’ de
 afinidade enquanto que as interaçoes não especificas são minimizadas.
 Variações na taxa de fluxo podem exibir efeitos monumentais no sucesso da
 cromatografia de afinidade. Se a amostra é bombeada demasiado rapidamente
 a ligação pode ser adequada.
 3.2.1. Estratégias de eluição
   Interaçao entre o ligando e a proteína é baseada na combinação
 electrostática e nas interaçoes hidrofóbicas e igaçoes de
 hidrogénio
   Consideração cautelose da importância relativa destes 3 tipo da
 interaçoes para a estabilidade da proteína ligada irá ajudar na
 escolha de um eluente apropriado
   O método mais frequente para eluir substancias fortemente
 ligadas não especificamente é pela diminuição de pH
   Estabilidade química da matriz, o ligando e a substancia
 adsorvida determinam quão baixos os pH podem ser
   Um aumento na força iónica do tampão pode ser útil para a
 eluição da proteínas ligadas predominantemente por interaçoes
 electrostáticas 1M de NaCl é frequentemente usado;  Quando a ligação é predominada por ligaoes hidrofóbicas fortes,
 são usados métodos de eluição drásticos como reduzir a
 polaridade.
 3.3 Caraterísticas
   Mesmo quando a proteína de interesse é um pequeno componente de uma
 mistura complexa da cr.pr afinidade pode ser bem sucedida uma vez que o
 efeito de concentração permite grandes volumes serem processados
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   Moléculas ativas frequentemente são separadas das desnaturadas ou formas
 funcionalmente diferente uma vez que a tecnina depende das propriedades
 funcionais
 3.4. Aplicaçoes
 3.4.1. Imunoafinidade: a alta especificidade de anticorpo torna-os
 extremamente uteis como ligando para cr.pr.afinidade especialmente quando a
 molécula alvo não tem estruturas complementares ligantes imediatamente aparentes,
 outras que não o seu anticorpo
 3.4.2. purificação por proteínas: proteína A ou G como ligandos para
 purificação de imunoglobulinas de várias espécies. Estes ligando são proteínas de
 parede celular com afinidade para a região constante de IgG. Aligaçao é alcançada a
 valores de pH fisiológicos e baicxos valores de pH pra eluição.
 3.4.3. Purificação de glicoconjugados: lectinas imobilizadas são invalidas para a
 separação de glicoconjugados como glicoproteínas. Substancias ligadas à lectia
 imobilizada podem ser remvidas com um competidor como o monossacarídeos pelo
 qual a lectina tem afinidade
 3.4.4. Purificaçao de proteínas ligadas ao DNA: purificaçao de afinidade
 especifica usando a heparina como ligando. Heparina é um glicosaminoglicano
 altamente sulfatado. Imita a estrutura polianiónica do ácido nucleico e por isso,
 interage fortemente com proteínas de ligação ao DNA.
 3.4.5. purificação de proteínas receptoras: para isolar uma enzima, o ligando
 deve ser o substrato, ou um competidor inibidor reversível
 3.5 Tags de afinidade
   Geneticamente fundem o gene que codifica a proteína alvo com o gene que dá
 a proteína com afinidade adequadas- purification tag  Sistemas de fusão para purificaçao de proteínas podem ser baseadas em vários
 tipo de interaçoes tal como: protei-portina, enzima-substrato.
   Ex: GST, MBP, FLAG tag
 Assenta na formaao de pequenas ligações cordenadas entre iões metálicos
 imobilizados e alguns aa’s em proteínas, principalmente e histidinas. 
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 4.1. Afinidade de metais iónicos
 Alguns aa’s são especialmente adeuados para ligar aa histidina é a que demostra a
 interaçao mais forte, como um dador electrónico no anel de imidazole na histidina
 forma ligações de cordenaçao com o metal de transição imobilizado.
 Cisteínas também podem contribuir para ligar se grupos sulfidil livres estivessem
 disponíveis (estados reduzido) cadeias laterais de Trp, Phe e Tyr para interaçao.
 4.2. Fase Estacionaria
   ‘beaded’ agarose é o suporte;
   Um braço separador apropriado e um ‘chelator’(IDA, NTA, TED) é
 adicionado à matriz;
   Átomos dadores de electrões (N,S,O) presentes são capazes de
 coordenar iões metálicos e formar ‘chelates’ metálicos 
   O quelato pode ser bidentado,
 tridentado.. dependendo de
 quantas ligações de coordenação
 que o metla iónico irá ocupar
   E importante que o iao metálico
 não tenha todos os locais de
 coordenação ocupados pelo
 quelato. Os locais de ligação
 sobrantes são inicialmente ocupados(pobremente) por água ou
 moléculas de tampão.
   A afinidade aparente de uma proteína par aum quelto metálico
 depende do metal iónico envolvido na coordenação. Mais usados são os
 iões divalentes dos metais de transição: Fe, Co, Ni, Zn, Cu.
   Ligandos chataling são relativamente bratos e capazes de transportar
 grande metais iónicos, que permitem altas capacidades de ligação
 proteica. Alem disso, as matrizes podem ser reusadas tantas vezes
 quanto desejado tal como regeneradas.
 4.3. Fase Móvel
   Colunas metálicas de quelatos possuem uma carga total, uma vez que o
 quelato é negativo, os metais são positivos e podem não se cancelar. Por isso
 os tampões de concentração iónica relativamente alta usam-se para reduzir
 adsorção iónica não especifica;
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   Uma vez que a adsorção de uma proteína ao suporte IMAC só é possível
 quando os nitrogénios imidazole nos resíduos de histidina não são protonados
 o tampão ligante deve ter um pH neutro ou ligeiramente alcalino
 4.3.1. Estratétigas de Eluição
   Pode alcançar-se pela protonação de histidina, pelo decréscimo de pH a
 4-5
   Para proteínas sensíveis a pH baixo, eluição competitiva com imidazole a
 pH quase neutro é mais favorável. Contudo a adição de imidazole pode
 causar precipitação da amostra
   Aplicação de um agente ‘chelating’ como o EDTA mas destrói as
 propriedades coligativas e a coluna devera ser carregad com iões
 metálicos.
 4.4. Características
 Não podem ser consideradas como específicas mas quase. Contudo, beneficia a
 estabilidade de ligandos, grande carregamento de proteinasm condições de eluição
 leves, regeneraçao simples e baixo custo.
 A matriz consiste em partículas porosas e a separação é alcançada pelo tamanho e fora
 das moléculas
 5.1.  Clivagem molecular
   O processo de separação depende das diferentes
 habilidade das proteínas para entrar nos canaisdas contas porosas
   Embora a separação no SEC é geralmente
 assumida a ser concordante com o peso
 molecular, é mais correcto dizer que é obtida pela
 diferente inclusão ou exclusão dentro das
 partículas porosas
   A facilidade de filtração é dependente do volume
 hidrodinâmico, que é o volume criado pelo movimento da molécula em
 água;
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   Proteínas tendem a ser globulares enquanto o DNA ou polissacarídeos
 são lineares-> tem volumes hidrodinâmicos bem maiores do que as
 globulares, então um DNA de 10000 MW eluirá antes.
 5.2.  Fase Estacionária  As matrizes usadas são frequentemente compostas de polímeros
 natrais como a agarose ou o dextran mas também podem ser
 compostas de sintéticos como a poliacrilamida
   Podem ser formados géis destes polímeros por cross-linking para
 formar uma rede tridimensional. Diferentes tamanhos de poros podem
 ser obtidos por quantidades de corss-linking ligeiramente diferentes
   Resinas são normalmente classificadas consoante a capacidade de
 separação de uma proteína globular hipotética
   O ‘upper range’ é o range ao qual moléculas largas são completamenteexcluídas dos canais
   O ‘lower range’ é o range ao qual pequenas moléculas são capazes de
 entrar todos os canais e as moléculas que são ainda mais pequenas não
 terão nenhum canal para aceder
 5.3.  Fase Móvel
 a amostra pode requerer uma solução tampap com um pH bem definido e
 composição iónica escolhida para preservar a estrutura e actividade
 biológica do substrato de interesse.
 5.3.1.  Estrategias de Eluição: uma vez que as moléculas não são adsorvidas mas só
 retardadas numa coluna SEC as proteínas são eluídas isocraticamente
 começando com a a maior. Um só tampão é usado, o que significa que não
 é necessário nenhum sistema de bombardeamento de gradiente.
 5.4. 
 Características  A resolução mais fraca com a capacidade mais baixa e a maior diluição
 da amostra com respeito as outras cromatografias;
   A sua não-interaçao com a amostra permitindo alta preservação da
 actividade biológica
   Métodos para separação de multímeros que não são facilmente
 distinguidos por outros métodos
   É preferencialmente usada como passo de refinamento final quando os
 volumes da amostra foram reduzidos
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 5.5.  Aplicações
 5.5.1.  Troca de tampão: Componentes de baixo peso molecularda amostra são
 trocadas por outra substancia padrao
 5.5.2.  Fracionaçao protéica 
 5.5.3.  Determinação do tamanho:os volumes de eluição de proteínas globularessão determinados pelo tamanho da molécula
 CENTRIFUGAÇÃO1.  Tipos de separação centrífuga
 A separação é obtida principalmente com base no tamanho das partículas na
 centrifugação diferencial.
 Fracionamento celular
 O fraccionamento celular consiste na separação, por centrifugação, das
 estruturas sub-celulares, após rompimento das células.As células podem ser rompidas
 de váriasmaneiras, sendo a técnica mais comum, o emprego um pilão plástico rotativo
 dentro de um tubo. O espaço entre o pilão e a parede do fracionamento celular tubo
 deve ser suficiente para romper as células provocando um mínimo de danos nos
 organitos. Os fragmentos de retículo endoplasmático unem-se e formam vesículas
 isoláveis, os microssomas. Utilizando porções de tecido ou células em cultura, obtém-se uma suspensão homogeneizada. É essa suspensão que será sujeita a centrifugação
 2. Centrifugação por gradiente de densidade
 A centrifugação de gradiente de densidade é o método preferido para purificar
 organelas subcelulares e macromoléculas. Os gradientes de densidade podem ser
 gerados ao aplicar camada após camada do meio gradiente, tal como a sacarose. A
 separação por gradiente de densidade pode ser classificada em duas categorias.
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 2a. Separação por índice regional (tamanho).
 Esta separação baseia-se no tamanho e massa da partícula para
 sedimentação. Uma utilização para este tipo de centrifugação é a
 separação de proteínas e anticorpos, que possuem densidades
 similares, porém massas diferentes. Assim, a separação com base na
 massa separará as diferentes classes.
 2b. Separação isopícnica (densidade).
 Neste caso, vamos considerar uma partícula que possui uma
 determinada densidade e, que será submetida ao processo
 de centrifugação. Após o processo, a partícula irá“estacionar” numa posição onde a densidade da solução em
 que se encontra é próxima à densidade da partícula. Uma
 vez estabelecida a sua posição, o tempo total de
 centrifugação não irá alterar a migração da partícula. Uma
 aplicação bastante utilizada para este método é a separação
 de ácidos nucléicos em umgradiente de cloreto de césio
 (CsCl)
 Critérios para uma separação isopícnica bem sucedida:
 A densidade da partícula de amostra deve estar dentro dos limites das densidades de
 gradiente. Qualquer extensão de gradiente é aceitável. O tempo de execução deve ser
 suficiente para atingir o equilíbrio. Os tempos de execução em excesso não causam
 efeitos adversos.
 Fracionamento por centrifugação em gradiente de densidades
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