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RESUMO

A precipitacdo de proteinas através da adicao de sais (por exemplo, o sulfato de
amonio e cloreto de sodio) é uma técnica comumente utilizada em recuperagao e
purificacao de proteinas. Contudo, a remogao de sais do precipitado e tratamento
da solucdo remanescente contendo altas concentracdes de sal sdo etapas
limitantes, devido ao custo do processo e a regulamentacao ambiental. O uso de
eletrdlitos volateis € uma alternativa aos sais convencionais neste tipo de
processo, visto permitirem um facil processamento e redugdo do custo do
tratamento de efluentes: os sais volateis podem ser removidos com a reducéo de
pressao ou elevacdo da temperatura. Neste trabalho foram determinadas as
curvas de solubilidade para a lisozima e insulinas bovina e suina em solucées
aquosas de sais volateis, em sistema vedado contendo carbonato, carbamato e
bicarbonato de aménio em equilibrio com CO2 e NHs. Estas curvas de equilibrio
foram determinadas como fungdo da concentracéo salina (1,00 a 7,00 molkg™), da
temperatura (5,0 a 25,0 °C), e razao nitrogénio por carbono (Rnc) (2,0 e 2,5) das
solugdes.O aumento do conteddo de nitrogénio aumentou a solubilidade das
proteinas que, de uma forma geral, apresentaram um comportamento de
solubilidade retrograda em relacdo a temperatura. Espectros de dicroismo circular

sugeriram uma pequena desnaturacao causada pela precipitacao.
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ABSTRACT

Protein precipitation induced by salt addition (e.g., ammonium sulfate and sodium
chloride) is a commoly used technique in the downstream processing of proteins.
However, salt removal from the precipitate and disposal of the salt containing liquid
phase are key steps of the process due to cost and environmental concerns.
Volatile salts are alternatives to conventional salts in this process since they can
allow easy processing and reduce the cost of waste disposal: the volatile salt can
be removed by pressure reduction and temperature increase. In this work we
reported the solubility curves for lysozyme and swine and bovine insulins in
aqueous solutions of the volatile salts of the system comprised of ammonium
carbonate, carbamate, and bicarbonate in equilibrium with CO2 and NH3. These
equilibrium curves were determined as funciton of the salt concentration (1.0-7.0
mol/kg), temperature (5.0-25.0 °C), and N/C ratio (2.0 and 2.5) of the solutions.
The increase of the N content of the solutions increased the proteins solubility that
in general had a retrograde solubility. Circular dichroism spectra suggested some

denaturation caused by the procipitation.
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AGyqy - Variacao da energia livre de Gibbs na dissolucdo de um soluto a partir de
uma fase gasosa devido a variacéo das interagdes de van der Waals em solucao;
GRAVY - “Grand average of hydropathicity” (indice médio de Hidropatia);
CD — “Circular dichroism” — dicroismo circular;
0 - Elipcidade dicrbica (mdeg);
[6] — Elipcidade molar (mdeg.cm™"M™);
n - Orbital molecular pi - ligante;
n* - Orbital molecular pi — antiligante;
n — Orbital molecular néo ligante;
n —n* - Transi¢ao eletrénica do orbital n para n*;
n -l — Transicéo eletronica paralela do orbital © para ©*;

n —»7n*L - Transi¢do eletrdnica antiparalela do orbital = para =*.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

A utilizacdo de proteinas na industria abrange um amplo leque de
aplicacdes, de insumos industriais a especialidades farmacéuticas de alto valor
agregado. Contudo, estas moléculas ndao sao obtida puras, Independente da sua
forma de produgdo, mas sim em uma mistura e uma extensa sequéncia de etapas
de separacao € necessaria para que se obtenha o produto desejado no nivel de
pureza requerido. Estas operagdes sequienciais, conhecidas como Recuperacao e
Purificacdo de Bioprodutos (RPB) ou “Downstream Processing”, constituem uma
das etapas mais dificeis e caras em um bioprocesso. No caso especifico de
farmacos, o custo da RPB no processo produtivo pode atingir até 80% do custo de
producéo (Narayanan et al., 1994).

Dentre as etapas comumente utilizadas em RPB, a precipitagdo de
proteinas com o uso de sais € freqientemente encontrada, devido a sua alta
capacidade de concentrar a molécula de interesse e pelo seu baixo custo, estando
presente em mais da metade dos processos de purificacdo, segundo Bonnerjea et
al. (1986). Neste contexto, a precipitacao se insere como uma etapa intermediaria
entre a separacao inicial e uma pré-purificacao, ocorrendo, geralmente, entre uma
primeira etapa de separacdo sélido-liquido, realizada por centrifugacdo ou
filtracdo, e a purificagdo final utilizando-se adsor¢do ou cromatografia (Ladish,
2001).

Apesar das vantagens inerentes a técnica, a necessidade de um tratamento
da fase precipitado, para a retirada do sal e obtencao do produto desejado em
maiores graus de pureza (sobretudo no caso de aplicacbes farmacéuticas), e
tratamento da fase sobrenadante, para a recuperagao do sal para sua reutilizacao
e/ou descarte da fase liquida (de forma a evitar a contaminacao ambiental), limita
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em parte as aplicagées do processo de precipitagdo por “salting-out” devido ao
custo destes tratamentos.

O uso de eletrélitos volateis (também referidos neste trabalho como sais
volateis) se apresenta como uma alternativa a este tipo de processo, aumentando
a sua viabilidade e diminuindo o custo de producdo. Os eletrélitos volateis
compreendem sais, bases e acidos como o acido sulfidrico (H»S), acido cloridrico
(HCI), acido cianidrico (HCN), além de uma série de compostos cujas solugdes
podem ser obtidas a partir da dissolugdo em agua de dioxido de carbono (COy)
e/ou amobnia (NH3) em diferentes propor¢cées, como o acido carbbnico (H.COs3), 0
hidréxido de aménio (NH4OH), o bicarbonato de aménio (NHsHCO3), o carbonato
de amoénio ((NH4)2CO3) e o carbamato de aménio (NH4sNH-.COO). Com o aumento
da temperatura ou abaixamento da pressao do sistema, altera-se o equilibrio entre
as espécies para a formacao de gases que passam para a fase vapor, podendo
estes gases, a principio, serem recuperados (por adsorcdo, ou outro processo
similar) e os eletrélitos reutilizados. Neste trabalho o sistema de espécies em
equilibrio — diéxido de carbono, amoénia, carbamato de amédnio, carbonato de
amoénio e bicarbonato de aménio — sédo referidos como eletrdlitos volateis CO, —
NHs.

N&o se encontrou na literatura consultada um unico relato de precipitagao
de proteinas por “salting-out” com eletrélitos volateis, exceto o trabalho pioneiro de
nosso grupo de pesquisa no Laboratério de Engenharia de Bioprocessos em
parceria com o Prof. Dr. Pedro Alcéantara Pessoa Filho do Departamento de
Engenharia Quimica da Escola Politécnica da Universidade de Sdo Paulo (USP) —
Sao Paulo - SP (Watanabe, 2004). Neste trabalho, uma uUnica proteina (tripsina
bovina) foi precipitada a 4 °C. Para que a precipitacao de proteinas com eletrélitos
volateis seja realmente uma alternativa viavel em processos de purificacdo, é
necessario avalid-la em detalhe através de estudos sisteméticos com diferentes
proteinas e diferentes condicées de precipitacdo, realizando-se também ensaios
que permitam inferir sobre a influéncia da técnica na qualidade do produto
recuperado, e é essa necessidade que justifica o presente trabalho.
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1.1. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho é a investigacao sistematica da precipitacao de
proteinas por “salting-out” com o uso de eletrélitos volateis CO, — NHs, com
enfoque em purificagdo de proteinas. A abordagem do estudo foi a determinacéo
da cinética de precipitacdo e das curvas de solubilidade para as diferentes
proteinas, analisando-se o efeito da temperatura e da proporcdo de NHj total no
sistema (razdo Rnc). Estudou-se também a recuperacdo do precipitado e foi
realizado um experimento que permitiu inferir sobre possiveis alteragdes
estruturais no produto recuperado (alteracbes estas que podem vir a ser
relevantes na recuperacao da atividade biologica). As proteinas estudadas foram
a lisozima, insulina bovina e insulina suina. Embora estas trés proteinas tenham
sido inicialmente escolhidas por se encontrarem em boa disponibilidade e pureza
em nosso laboratério, elas também proporcionam em conjunto com a tripsina
bovina, cujos estudos ja foram realizados por Watanabe (2004), uma variedade de
propriedades fisico-quimicas (massa molecular, pl, distribuicio de grupos
carregados e hidrofébicos) (dados disponiveis na literatura) suficientemente
grande para que se possa inferir sobre a eficiéncia dos eletrélitos volateis CO»-
NHs como agentes indutores de “salting-out” em proteinas.
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1.2. ETAPAS EXECUTADAS

Ensaios preliminares foram realizados para se verificar o efeito do sal na
determinacao da concentracéo de proteinas por absorvancia a 280 nm. Também
foram realizados ensaios preliminares para a verificacdo da pureza das proteinas

utilizadas em espectrémetro de massa e em HPLC (dados n&o apresentados).

Posteriormente, foram determinados: a cinética de precipitacao das trés
proteinas com o sal volatil, as respectivas curvas de solubilidade, o efeito da
temperatura e da razao nitrogénio por carbono (Rnc) e os balancos de massa.

Os dados relativos a solubilidade das diferentes proteinas foram modelados
conforme a equacao de Cohn e os parametros K's e B’ desta equacéao
devidamente comparados.

Finalmente, foi realizado um estudo de modificacao estrutural da insulina
bovina decorrente da precipitacdo com o carbamato de aménio (Rnc = 2,00),

através da técnica de dicroismo circular.
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CAPITULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. PRECIPITACAO DE PROTEINAS

A precipitacao de proteinas como operagao unitaria é projetada baseando-
se tanto em sua solubilidade, um fator de equilibrio termodinamico, quanto em
fatores cinéticos que regem a nucleacdo (tempo de inducado) e o crescimento das
particulas (cinética de crescimento e sedimentacao) (Arakawa e Timasheff, 1985).

As técnicas de precipitacdo de proteinas em solu¢gdes aquosas, com
posterior recuperacdo do precipitado, constituem uma das mais importantes
operacgdes unitarias de processos de recuperacao e purificacdo destas moléculas
(Hoare, 1982). Proteinas podem ser precipitadas ou cristalizadas a partir de uma
variedade de sistemas de solventes, co-solventes, aditivos e modificacbes do
ambiente fisico-quimico da solucdo (Blundell e Johnson, 1976). Dentre os
métodos utilizados pode-se citar: adicdo de sais, mudanca de pH, adicdo de
solventes ou polimeros organicos e desnaturagcao seletiva. Na adicao de sais, a
precipitacdo ocorre pela diminuigdo da solubilidade ocasionada pela dissolu¢ao do
sal, chamada de “salting-out”. Em um modelo mais simples, diz-se que os ions
salinos competem com a proteina pelas moléculas de agua; uma vez parcialmente
removida a camada de hidratagao, as interacdes proteina-proteina, com destaque
para as interagdes hidrofobicas, se tornam relevantes. Um modelo mais refinado
do fenbmeno de “salting out” leva em consideracdo o aumento da tenséo
superficial do liquido, devido a adicao de sal, e o conseqliente aumento na energia
livre da formacao de uma cavidade para a dissolucdo da molécula de proteina (ver
item 2.1.1). O sulfato de aménio é o sal mais utilizado em “salting-out” devido a
sua alta solubilidade em agua, a baixa densidade de suas solugdes, a posi¢ao
favoravel deste ion na série de Hoffmeister, a auséncia de efeitos desnaturantes e

ao fato de prevenir o crescimento de bactérias na solucdo (Deutscher, 1990). O
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uso de “salting-out” com sulfato de aménio é, por exemplo, comum na purificacdo

de proteinas do plasma sanguineo (Nair et al., 1999).

A precipitacdo de proteinas pode ser feita também por ajuste de pH, a
chamada precipitacdo isoelétrica: adicionam-se acidos ou bases até que o pH do
meio seja igual ao ponto isoelétrico da proteina. Neste pH, a carga liquida da
molécula é nula e a repulsdo eletrostatica entre as moléculas é minima,
prevalecendo as interagdes hidrofébicas proteina-proteina. Como exemplo de
operacgao industrial que possui etapas de precipitacdo isoelétrica pode-se citar o
processo de purificacdo da insulina (McGregor, 1983). A precipitacdo ocasionada
pela adicao de eletrdlitos, seja por “salting-out”, seja por ajuste de pH, produz um
sistema bifasico que contém a proteina precipitada e uma suspensao concentrada
em eletrdlito. A presenca do sal na fragdo (principalmente na fracdo precipitada)
que contém a proteina alvo € muitas vezes deletéria as etapas de recuperacao e
purificacdo de bioprodutos que seguem, sendo necessario remové-lo (por
exemplo, por didlise ou diafiltracdo antes de cromatografia de troca ibnica). Apos a
separacdo da proteina, esta solucdo méae pode ser processada para que 0S
eletrélitos sejam recuperados e reutilizados no processo, enquanto os demais
remanescentes da mistura em que se encontrava a proteina sao tratados para
disposicéo final.

Na precipitacdo de proteinas em solugdes aquiosas por adicao de solventes
organicos, a atividade quimica da agua € reduzida conforme se aumenta a
concentracdo do cosolvente apolar, devido principalmente ao deslocamento e a
imobilizacdo parcial das moléculas de agua pela hidratacédo do solvente organico,
diminuindo a capacidade de solvatagdao da proteina pela agua. Além disto, neste
tipo de sistema a atracdo entre as cargas opostas das moléculas de proteina é
intensificada devido a reducdo da constante dielétrica do meio. Com o
deslocamento da estrutura ordenada de agua ao redor das areas superficiais
hidrofébicas da proteina pelo solvente organico, ocorre uma maior interacao entre
estas macromoléculas que tendem a se agregar e precipitar. Diferente dos
processos de precipitacdo por “salting-out” e da precipitagdo isoelétrica, a
precipitacdo por adicdo de solventes organicos parece ser mais direcionada pelas
interacdes eletrostaticas entre as moléculas de proteina que pelo chamado efeito
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hidrofébico. Dentre os solventes orgéanicos utilizados, os mais citados na literatura
sdo a acetona e o etanol por sua completa miscibilidade na agua e por nao
reagirem com a proteina (Scopes, 1988). Como exemplos de aplicacao, tem-se o
uso de acetona na purificacao de proteinas do sangue (Moure et al., 2003) e a sua
utilizac&o industrial para a produgcédo de bromelina de pedunculo de abacaxi (citado
em Watanabe, 2004).

Na desnaturacéo seletiva impdem-se condi¢des de temperatura ou pH em
que a proteina desejada nao é totalmente desnaturada (perde-se no maximo 10 a
20% de sua atividade bioldgica), enquanto que os outros componentes da solugéo
sdo extensivamente desnaturados e, por conseqliéncia precipitam. A
desnaturacao por aquecimento é utilizada na purificacdo de enzimas que sao
relativamente estaveis com o calor como a xantina oxidase (Maia et al., 2002).
Como exemplo de aplicagdo da desnaturacao seletiva por pH, tem-se a
purificacdo (com finalidade de caracterizacao) de polipeptideos que se ligam ao

sitio central do virus Moloney murino, indutor de leucemia (Wang e Speck, 1992).

A precipitagdo por adicdo de solventes organicos, que tém forte interacao
com as regides hidrofdbicas, bem como por meios desnaturantes, € evitada devido
a possivel perda parcial ou total na atividade biologica do produto. Assim, o uso de
solventes e aditivos organicos é limitado a concentracdes relativamente baixas e a
desnaturacao seletiva, como ja mencionado, € restrita para proteinas que
possuam uma estabilidade estrutural relativamente alta e para condicbes onde a
perda de estrutura (com conseqlente perda de atividade) seja minima (Arakawa e
Timasheff, 1985).

A utilizacao de polimeros de alta massa molecular e soluveis em agua, para
a precipitacdo fracionada de proteinas foi introduzida por Polson et al. (1964). O
mecanismo de precipitacdo de proteinas utilizando-se polimeros € similar a
precipitacdo com uso de solventes organicos. O polimero mais utilizado é o
polietilenoglicol devido a variedade de graus de polimerizagdo, sendo
freqUentemente utilizados os de massa molecular de 6.000 e 20.000 Da, embora o
de massa molecular de 4.000 Da seja considerado o mais efetivo para a

precipitacdo de proteinas. O polietilenoglicol juntamente com outro composto
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organico — hexileno glicol (2-metil-2,4-pentanediol, MPD) — tém sido identificados
como agentes fortemente precipitantes de proteina (King et al., 1956; Juckes,
1971) sem, no entanto, serem desnaturantes nas condicdes usadas para
cristalizacao (Pittz e Timasheff, 1978; Atha e Ingham, 1981), embora eles possam
desestabilizar a estrutura nativa de proteinas em condi¢cdes extremas (Arakawa e
Timasheff, 1985). Como exemplos de aplicacéo, a adi¢cdo de polimeros € utilizada
na purificacdo de proteinas do plasma sanguineo humano (Ryzewski, 1993) e na
purificacdo de enzimas de tecido animal (Ozturk-Urek e Tarhan, 2001).

2.1.1. Modelagem da precipitacao de proteinas por “salting-out”

O “salting out” de proteinas pode ser relacionado ao balanco de dois efeitos
antagbnicos (Melander e Horvath, 1977): um devido as forcas de interacéo
eletrostaticas, que tém o efeito de aumentar a solubilidade da proteina (o chamado
efeito “salting in”), e o outro devido as intera¢des hidrofébicas que tém o efeito de
diminuir a solubilidade da proteina ocasionando o efeito “salting out” propriamente
dito. Estes dois efeitos antagdnicos séo representados na equagao 2.1:

In(S/Sp) = p+ Am - Qom (2.1)

Nesta equacdo, S é a solubilidade da proteina no sistema em mgml™ ; Sy é
a solubilidade da proteina em agua pura aos mesmos valores de temperatura e
pressdo; m é a concentragdo molal de sal em molkg' (é utilizada,
preferencialmente, uma escala molal, ao invés de outras escalas de concentracao,
uma vez que a molalidade é independente da temperatura). Os termos A, B, Q e

o, sao explicados mais detalhadamente no texto que se segue.

O efeito de “salting-in” é descrito pelos termos B e A da equacéao 2.1, que
estao relacionados com a variacao de energia livre de Gibbs na dissolucao de um
soluto a partir de uma fase gasosa devido as interagbes eletrostaticas entre o

soluto e o solvente (AGes). O termo A é um coeficiente de “salting in”, oriundo do
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modelo de Kirkwood (Melander e Horvath, 1977) para a variagdo de energia livre

na dissolugdo de um dipolo neutro. O valor de A é dado pela formula:

A =DM/RT (2.2)

onde M é o momento dipolo da proteina, R é a constante universal dos gases

ideais (8,314 Jmol K™, T é a temperatura em Kelvin e D é uma constante.

A constante p da equacao 2.1 esta associada com o modelo de Debye —
Huckel (Melander e Horvath, 1977) para a variagdo de energia livre na dissolucao
de um ion. Em baixas forcas i6nicas, € assumido que a proteina, devido a sua
carga liquida, se comporte como um ion simples e a teoria de Debye-Huickel pode
ser aplicada, sendo a solubilidade protéica proporcional a carga liquida da
macromolécula e a forga ibnica do meio. Contudo, conforme a concentragao salina
aumenta, a distancia média entre as espécies carregadas se torna cada vez
menor, ocorrendo uma “nuvem” ibnica que circunda a molécula protéica carregada
e uma consequente “blindagem” de sua carga superficial, fazendo com que esta
macromolécula se comporte como um dipolo neutro. Desta forma, em
concentragcbes salinas suficientemente altas, o termo de Debye-Hickel tende a
uma constante (aqui chamada de ) e o modelo de Kirkwood passa a ser 0 mais
aplicavel para o “salting-in”, com uma dependéncia linear da solubilidade protéica
em relagdo a forga ibnica (Am). Uma vez que a constante B esta associada a
carga liquida da proteina, ela é fortemente dependente do pH (sendo, a principio,
préxima a zero no ponto isoelétrico), devendo também ser influenciada pela
temperatura, visto que este parametro também afeta a distribuicdo de cargas na
superficie protéica (Melander e Horvath, 1977). Também, implicitos nesta
constante, se encontram termos dependentes de caracteristicas fisico-quimicas
intrinsecas a proteina, como o numero de residuos acidos e basicos (que regem a

carga liquida em baixas forcas ibnicas e o ponto isoelétrico).
O “salting-out” propriamente dito € regido pelo coeficiente -Qc da equacao
2.1, que esta relacionado a variacao de energia livre de Gibbs na formacao de

uma cavidade no solvente para “acomodar” a molécula de soluto (AG¢ay). O termo
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c € 0 incremento na tensao superficial da solugdo com o aumento da molalidade
do sal. O termo Q é diretamente proporcional a area superficial hidrofébica da
proteina (¢) (que é, a principio, a area da superficie protéica dessolvatada quando
esta molécula passa da fase soluvel para a fase sélida) e do volume molar do
solvente (este ultimo, elevado a 2/3) e, para um mesmo valor de ¢, é inversamente
proporcional a temperatura (deve-se frisar, contudo, que a temperatura via de
regra também afeta a distribuicdo de residuos hidrofébicos na superficie da

proteina, afetando, portanto, o valor de ¢) (Melander e Horvath, 1977).

A natureza dos parametros A, B e Qo € utilizada na descricao do
comportamento de solubilidade de proteinas conforme se varia a forca ibnica: em
faixas de baixa concentracao salina, o efeito das forgcas eletrostaticas se sobrepde
ao das interacdes hidrofdbicas e o logaritmo da solubilidade aumenta com a forca
ibnica. Para concentragdes salinas maiores, contudo, os efeitos de “salting in” se
tornam despreziveis em face ao “salting out” e o logaritmo da solubilidade da
proteina comeca a decrescer linearmente com a concentracao de sal. Assim, para
concentracoes salinas significativas, a precipitacao de proteinas por “salting-out” é
usualmente descrita por meio de um rearranjo simplificado da equacao 2.1 de
forma a se obter a constante de “salting-out” (Ks) formulada por Cohn (1925):

In(S/Sp) = B - Ksm (2.3)

sendo que:

Ks = -dInS (2.4)
dm

Esta constante constitui a base tedrica para a série de Héfmeister e do
chamado efeito liotrépico (Melander e Horvath, 1977; Bull e Breese, 1980). Das
equacoes 2.1 e 2.4, obtem-se que a constante de “salting-out” é dada por:

Ks=Q0- A (2.5)
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e, portanto, a constante Ks é composta de um coeficiente de “salting-out”
intrinseco (Qc) e de um coeficiente de “salting-in” (-A), que estao correlacionados
as interac6es hidrofbicas e eletrostaticas, respectivamente. Assim, é esperado
que sais que confiram um alto valor de o apresentem maiores eficiéncias no
“salting-out” de proteinas, com um maior valor da constante K. De forma analoga,
espera-se que proteinas com maiores areas superficiais hidrofobicas ¢ (e,
consequentemente, maiores valores de Q) e/ou menores momentos dipolos M
(menores valores de A) sejam mais facilmente precipitaveis por “salting-out”,
apresentando, igualmente, maiores valores de Ks para concentragbes

significativas de um determinado sal.

Ja Bull e Breese (1980) encontraram, experimentalmente, melhores
correlagdes lineares entre a constante Ks e a tensao interfacial proteina - solvente
(vrs), que entre a tenséo superficial da solugao (ysuperr.). O valor de yps, em teoria, &
uma medida da maior organizagdo das moléculas de solvente que circundam e
solvatam a superficie da proteina em comparacdo as moléculas no seio da
solugcdo. Embora yps também varie com a concentracao salina e com a tensao
superficial da solucao e contribua para as interacbes hidrofdbicas proteina -
proteina, uma redefinicao de K a partir da variacao deste parametro poderia exigir
um formalismo matematico mais elaborado que o desenvolvido por Melander e
Horvéath (1977).

A equacao 2.3 é capaz de descrever, de maneira geral, a solubilidade de
proteinas em solugdes salinas, e é especialmente adequada para solugdes de alta
concentracdo salina; entretanto, seus parametros sao dificeis de serem
relacionados a outras variaveis do sistema, e seus coeficientes tém de ser obtidos

e analisados empiricamente.

A equacao 2.3 também pode ser expressa de modo mais conveniente em

uma escala logaritmica com base decimal:

logS =" —K’sm (2.6)
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em que K’s € uma constante especifica do sal e da proteina, analoga a K, e ' é
uma constante que depende da temperatura, do pH e da proteina utilizada (B’ é o
logaritmo da solubilidade da proteina em baixas concentracdes salinas, mas aos
mesmos valores de pH e temperatura). Em B’, na equacgao 2.6, estao intrinsecos
tanto o parametro p das equacdes 2.1 e 2.3 quanto o logaritmo da solubilidade em
agua (logSp). Assim, além dos fatores limitantes de B, estdo intrinsecos em 3’ dois
parametros relacionados a solubilidade da proteina e que nao sao afetados nem
pela forca ibnica e nem pelo pH do meio, mas que sdo dependentes da proteina e
do solvente: a variacdo de energia livre de Gibbs devido a dissolucdo de uma
espécie em uma solucdo saturada (AGia) e a variagcdo de energia livre de Gibbs

devido as interagdes de van der Waals entre o soluto e o solvente (AGygw).

No trabalho de Howard et al. (1988) os parametros que regem a
solubilidade de proteinas em solugdes salinas (representados por K’s e ') sédo
correlacionados a diferenga entre os valores de potencial quimico da proteina em
solucdo (us) e na fase solida (uc). Desta forma, os autores justificam a maior
solubilidade de sélidos protéicos amorfos em comparacao a proteinas no estado
cristalino, visto os valores de potencial quimico para as formas cristalinas serem,
via de regra, menores que o0s valores para materiais amorfos. Também é
explicado por este modelo o fendmeno de algumas proteinas que apresentam
diferentes habitos cristalinos quando submetidas a diferentes condi¢cdes de
supersaturacao (no trabalho de Howard et al., 1988, sao citadas como exemplo a
lisozima e a aldolase de musculo esquelético de coelho) apresentarem
comportamentos de solubilidade diferentes quando cristalizadas em suas
diferentes formas: uma mudanca de habito cristalino implica em uma variacao no
valor de p). No mesmo trabalho, a forga idnica é apontada como o parametro
dominante na determinacao da solubilidade da lisozima em meio aquoso, seguida

pela temperatura e, por ultimo, o pH.

As correlacbes e os parametros das equagdes acima mencionados sao
generalizagdes. Devido a complexidade estrutural das proteinas, nao é esperado
que estes modelos sejam completamente adequados a descricdo do
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comportamento de solubilidade para todo e qualquer sistema proteina — solvente —
sal (Melander e Horvath, 1977).

2.2. PRECIPITACAO DE PROTEINAS COM USO DE ELETROLITOS VOLATEIS

As dificuldades relacionadas a necessidade de um tratamento posterior a
precipitacdo para remocao e recuperacdo do sal das fases precipitado e
sobrenadante sdo um atenuante quanto a atratividade dos processos de
precipitacdo com o uso de sais convencionais. Diante disso, o uso de sais volateis,
que podem migrar a fase vapor com aumento de temperatura ou abaixamento da
pressao da solugédo, pode aumentar a viabilidade do processo de precipitacdo na
purificacdo de proteinas pela diminuigcdo do custo de operagao.

Em solugbes aquosas os eletrdlitos volateis coexistem nas formas idnica e
molecular (ndo dissociada), mas na fase vapor somente a forma molecular é
encontrada (Prausnitz et al., 1999). Por elevacao de temperatura ou abaixamento
de pressao, a solubilidade da forma molecular em agua reduz-se drasticamente,
diminuindo também a concentracdo das formas idnicas. Assim, o eletrdlito
converte-se a forma molecular gasosa e tem o potencial de ser diretamente

reutilizado, sem necessidade de purificagéo adicional.

A eficiéncia dos sais volateis em um processo de precipitagdo por “salting-
out” foi primariamente sugerida pela formacao de sistemas aquosos bifasicos em
substituicdo ao fosfato de potassio relatado por van Berlo et al. (2000): Tanto o
mecanismo de formagédo de sistemas aquosos bifasicos quanto o de inducao de
“salting — out” por um dado sal sdo baseados no chamado efeito liotrépico (ver
topico 2.1.1).

A precipitagéo isoelétrica com acidos ou bases volateis é apenas recente, e
estudos sistematicos foram conduzidos somente sobre 0 uso de um acido volatil, o
diéxido de carbono, na precipitacao isoelétrica de caseina (Tomasula et al., 1997)
e de proteinas de soja (Hofland et al., 2000). Ao nosso conhecimento, um Unico
estudo foi realizado sobre o uso de eletrdlitos volateis para indug¢ao do “salting out”
de proteinas em solucao (Watanabe et al., 2004). Neste estudo, foram utilizados

os eletrdlitos volateis CO. — NH3 com Ry igual a 2,0 (carbamato de aménio) e 2,5
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para a precipitagdo de tripsina bovina, a temperatura de 4 °C. Estudos
sistematicos com diferentes proteinas a diferentes temperaturas ainda nao foram
realizados. Nos estudos de Watanabe et al. (2004) a remocgao do sal volatil foi
realizada com abaixamento de presséo e a retirada total do sal foi observada, bem
como a completa ressolubilizagéo da proteina, o0 que demonstrou que o método é
factivel e, portanto, é possivel a utilizagdo do carbamato de amoénio na
precipitacdo de proteinas. Apesar de no trabalho de Watanabe et al, (2004) terem
sido observadas alteracbes significativas na atividade enzimatica da tripsina
decorrentes da precipitacdo com o sal (cerca de 30%), ainda ndo foram realizados
estudos refinados visando constatar possiveis alteragdes estruturais em proteinas
precipitadas com o uso de sais volateis.

2.2.1. Equilibrio entre as espécies carbamato, amédnia, dioxido de carbono

A descricao termodindmica destes sistemas contendo eletrélitos volateis
tem recebido bastante atencéo na literatura, mesmo nos estudos concentrados na
determinacao experimental de condigdes de equilibrio. Os primeiros estudos
realizados por Edwards et al. (1975) visavam a estabelecer uma modelagem
termodindmica de solugdes diluidas contendo eletrdlitos volateis (solucdes
aquosas de amonia, didxido de carbono, sulfeto de hidrogénio, diéxido de enxofre

e cianeto de hidrogénio) comumente encontrados na industria quimica.

Nos sistemas que envolvem diversas espécies idnicas, o equilibrio é
calculado através de reacbes de dissociagdo. Para a amoénia, o equilibrio a ser
considerado é:

NH5" + H,O = NH4* + OH (2.3)

e na dissolucéo de didéxido de carbono:
CO," + H-O == HCOs + H* (2.4)

HCO; — CO# +H" (2.5)



Revisao Bibliografica 15

Na dissolucdo simultdnea de aménia e didxido de carbono, deve-se levar
em conta o equilibrio de formacao do ion carbamato:

NH5" + HCO; == NH.COO + H.0O (2.6)

Investigacbes experimentais de solu¢cdes aquosas de amdnia e didéxido de
carbono foram realizadas por Goppert e Maurer (1988) comparando-se os dados
obtidos com o modelo apresentado por Edwards et al. (1978). Esse artigo mostra
que a pressao em equilibrio com uma solucao de amoénia e didxido de carbono é
minima para uma razao entre nitrogénio e carbono préxima a 2,0 — razao
correspondente ao carbamato de amoénio. De maneira geral, os dados permitem
inferir que a conducgao dos experimentos de precipitacdo pode ser realizada como
na precipitagdo com outros sais (como sulfato de aménio), sendo necesséria
apenas a preocupacao de vedar os recipientes em que ocorrera a precipitacao:
embora a quantidade de eletrélitos volateis eventualmente perdida na forma de
CO. e NH3 seja muito pequena, a manutencao continua de uma condi¢cdo de néo-
equilibrio pode levar a uma perda significativa.

Além do estudo do equilibrio liquido-vapor de solugdes aquosas de amdnia
e didéxido de carbono, Kurz et al. (1995) investigaram a precipitagdo de
bicarbonato de aménio sélido. Essa precipitacdo corresponde a uma limitagdo da
quantidade de sal que se pode dissolver. Outras determinacbes experimentais
foram obtidas por Rumpf et al. (1998). As informacgdes obtidas por estes autores
podem ser sintetizadas em fungdo da razdo entre as concentragcbes totais de
nitrogénio e carbono no sal. Essa razao foi definida por van Berlo et al. (2000):

R = m(NH5") + m(NH,)* + m(NH-COQO) (2.7)
m(CO5") + m(HCOs) + m(CO5*) + m(NHCOO)

em que m(i) € a molalidade da espécie i.
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A tabela 2.1 lista, de acordo com as reacdes de dissociacado e a definicao
da razao Ry (Equagdes 2.3-2.7), os valores desta razao para solugbes de quatro
espécimes de eletrolitos volateis CO, — NH3

Tabela 2.1. Valores da razdo Ry para solugdes feitas a partir de diferentes
eletrélitos volateis CO, — NH3

Composto Férmula Rne
Bicarbonato de Amdnio NHsHCO: 1,0
Carbonato de Aménio (NH4)2COg3 2,0
Carbonato de Aménio NH4HCO2 + NH4sNH2CO» 1,4

Comercial (P.A.) (30% de NHs)

Carbamato de Aménio NHsNH-CO» 2,0

O carbonato de amoénio analitico comercial (P.A.) ndo corresponde ao sal
da férmula (NH4)2COs3, mas a uma mistura de bicarbonato e carbamato de aménio
cuja fracdo de amoénia é de aproximadamente 30% em massa (Dai o valor da
razdo Ry de uma solucéo feita a partir deste sal ser menor que 2,0, ao contrario
do que poderia ser erroneamente concluido através da andlise de sua férmula
molecular). A obtencdo de cristais dos sais com férmula molecular (NH4)2COs3
(carbonato de amoénio) ou NH4NH>CO, (carbamato de aménio) em graus de
pureza significativos sdo procedimentos dificeis, 0 que torna o seu custo oneroso.
Contudo, o estado de equilibrio de uma solugcdo depende da quantidade de
solutos adicionados e da razdao Rnc, mas ndo do estado em que o soluto é
adicionado a solucdo. Assim, uma solucdo de carbamato de aménio (ou de
carbonato de amoénio em alto grau de pureza) é idéntica a uma solucao preparada
a partir de bicarbonato de aménio e hidréxido de aménio, ou de carbonato de
amodnio analitico comercial (P.A.) e hidréxido de aménio que possua a razao Ryec
igual a 2,0 (uma vez alcancado o estado de equilibrio). Desse modo, neste
trabalho, assim como no trabalho de Watanabe et al. (2004), solu¢cdes de Rnic

igual a 2,0 serdo tratadas como solugbes de carbamato de amdnio, apesar do
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complexo equilibrio quimico que se estabelece. Também em alguns casos, elas
serao referenciadas pela formula molecular do sal: NH4sNH>CO..

Neste trabalho, o sal volatil sera referenciado pela raz&o entre o nitrogénio
e carbono (Rnc) conforme definida pela Equacdo 2.5. Como exemplo da
importancia desse parametro, van Berlo et al. (2000) sugerem que somente sais
volateis com Ry, maior ou igual a 2,0 sao efetivos para a separagdao de duas
fases aquosas. Além disto, em nosso grupo de pesquisas, alguns experimentos
preliminares com albumina bovina (BSA), quimotripsina e insulina suina em
bicarbonato de amoénio (Rnc igual a 1,0) e carbonato de aménio comercial (Rnec
igual a 1,4) evidenciaram que estes dois sais nao apresentaram efeito de “salting

out” para estas proteinas, sendo a solubilidade das mesmas em solucdes
significativamente concentradas destes sais muito proximas a sua solubilidade em
agua (incluindo um ensaio com BSA em solucao de carbonato de aménio préximo
a saturacdo deste sal) (dados nao publicados de Watanabe, et al., 2004). Por
ultimo, no trabalho de Watanabe et al (2004) verificou-se que solugdes com Ry
igual a 2,5 apresentaram um menor efeito de precipitacdo de proteinas por “salting
out” que solucbes analogas com Ry igual a 2,0. Esta razdo também influencia
bastante a solubilidade dos sais em agua. De acordo com dados fornecidos pela
BASF (1998, 1999, 2000), a solubilidade a 25°C do carbamato de amdnio € de

790 g/L e do bicarbonato de aménio € de 220 g/L.

2.3. CARBAMATO DE AMONIO - BREVE HISTORICO E PRINCIPAIS
APLICACOES

A primeira obtencado do sal carbamato de aménio se deu no inicio do século
XIV em mistura com bicarbonato de aménio e carbonato de amdnio a partir da
destilacao de chifres, casco e couro de animais. Esta mistura era utilizada como
fermento para massas devido a sua decomposi¢cdo em produtos gasosos e pela
facilidade de manuseio (Gerhartz, 1985). Hoje, com o desenvolvimento industrial
da sintese da aménia, o carbamato de aménio tem sido preparado a partir de
reagentes gasosos (aménia e dioxido de carbono) (Brooks, 1946).
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Dentre as utilizagbes industriais deste sal, as mais citadas sdo: produgéo
de inseticidas, agente neutralizador e producdo de carbonato de aménio (na
maioria dos processos, estes dois sais sao obtidos em misturas com outras
espécies, sendo a obtencdo destes dois compostos em suas formas puras
procedimento dificil e oneroso (ver item 2.2.1)) (Gerhartz, 1985).

Em pesquisa, o carbamato de aménio tem sido utilizado em estudos para
aumentar a estabilidade operacional da lipase em sintese enantioseletiva (Du et
al., 2003), na sintese de glicosaminas a partir da reacdo de hexoses, pentoses ou
dissacarideos (Likhosherstov et al., 2002), em sistemas aquosos bifasicos na
particdo de aminoacidos (van Berlo et al., 2002) e na producao de uréia (Claudel
et al., 1986).

2.4. CARACTERISTICAS DA LISOZIMA E DA INSULINA PERTINENTES A
ESTUDOS DE SOLUBILIDADE

2.4.1. Lisozima

A lisozima € uma enzima de massa molecular igual a 14.400 Da e ponto
isoelétrico igual a 11,1 encontrada na lagrima, secre¢ao nasal, saliva, bacgo, e
leucdcitos. A habilidade desta enzima de hidrolisar as ligacdes glicosidicas de
oligossacarideos da parede celular de certas bactérias pode causar a lise de
certos microrganismos. A lisozima esta presente em grandes quantidades nos
ovos de muitos passaros, onde presumivelmente desempenham um importante
papel na defesa do embrido contra infeccdo bacteriana (Smith et al, 1985). A
lisozima de clara de ovo de galinha é a proteina mais usada em estudos de
cristalizacao de macromoléculas (Pusey et al., 2001).

A lisozima tem os grupos carregados distribuidos de forma relativamente
uniforme sobre a superficie da molécula. Por isso, o potencial dos grupos
hidrofébicos para a formacao de oligbmeros é substancialmente reduzido. A baixa
hidrofobicidade da lisozima é refletida em seu indice médio de hidropatia (“Grand
Average of Hydropathicity” - GRAVY) fortemente negativo (-0,415), tipico de uma
proteina hidrofilica (indice estimado através do programa “ProtParam Tool”, a

partir da sequiéncia primaria da proteina).
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Estudos de crescimento cristalino de resolucao molecular sugerem que a
unidade de crescimento do cristal € uma molécula (revelam degraus de

crescimento cristalino de altura monomolecular) (Rosenberger et al., 1996).

2.4.2. Insulina

A insulina € um horménio pancreatico envolvido na regulacdo da
concentracao de glicose sanguinea, assim como tem importancia no metabolismo
de proteinas e lipideos. Esta proteina é produzida pelas células beta das ilhotas
de Langerhans do pancreas e consiste de duas cadeias de aminoacidos —A e B —
ligadas por duas pontes de dissulfeto. Insulinas produzidas por espécies diferentes
tém a mesma estrutura basica, mas diferentes seqiéncias de aminoacidos nas
cadeias. A insulina suina (com massa molecular de 5.777,6 Da) difere da insulina
humana (massa molecular de 5.807,7 Da) em apenas um aminodacido na cadeia B
(Martindale, 1993). Ja a insulina bovina (massa molecular 5.747,0 Da) difere da
insulina humana em trés aminoacidos — dois na cadeia A e um na cadeia B — e
difere da insulina suina em dois aminoacidos na cadeia A (Murray et al., 1993).
Ambas as insulinas apresentam o ponto isoelétrico proximo a 5,4.

Em solugédo aquosa, a insulina pode formar agregados diméricos, mas em
concentragbes fisiologicas provavelmente estard na forma monomérica. Em
concentracdes elevadas na presenca de Zn*? ou outros cations divalentes, trés
dimeros ligam-se formando uma estrutura hexamérica (dois atomos de Zn para
cada seis moléculas de insulina). A estrutura hexamérica apresenta forma
romboédrica, e tende a precipitar em solugdo. A insulina sodica se associa na
forma de hexameros em superficies hidrofébicas, porém, em menor proporcao que
a insulina zincica. A formacao de hexameros ocorre porque a forma monomérica
da insulina é instavel e, portanto, responsavel pela inicializagcdo da agregacao na
presenca de interfaces hidrofobicas (Slusky et al., 1992). Os residuos hidrofébicos
na regido terminal da cadeia B sdo os principais atuantes na dimerizacdo desta

molécula.
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Uma populagdo predominante de hexadmeros de moléculas de insulina é
caracteristica de solucbes de insulina em faixas neutras e moderadamente
alcalinas de pH desde que zinco ou certos outros cations divalentes estejam
presentes (Schlichtkrull, 1956 - a). Com o aumento do pH acima de 8,0, a
dissociacao desses hexameros torna-se predominante mesmo na presenca de
altos conteudos de zinco (Blundell et al., 1972). Segundo Kadima et al. (1993), a
valores de pH mais baixos e concentragdes salinas mais altas (pH 7,5, 100 mM de
NaCl, 12 mg/ml de insulina livre de zinco), a massa molecular média em solucao é
préxima a do hexamero, e a valores de pH mais altos e concentragdes de sal mais
baixas (pH 10,5, 10 mM de NaCl, 1,9 mg/ml de insulina livre de zinco) a massa
molecular média é proxima a do monémero. Além disso, os raios hidrodinamicos
dos mondémeros, dimeros, tetrAmeros e hexameros das insulinas com zinco e sem
zinco praticamente coincidem (sdo coincidentes também com a estimativa por

volumes de van der Waals).

E razoavelmente certo que o hexamero encontrado nos cristais de insulina

€ 0 mesmo encontrado em solucéo (Schlichtkrull, 1956).

Schlichtkrull (1956) cita a primeira cristalizacao de insulina feita por Abel em
1926 e a primeira cristalizagdo de insulina com zinco em 1929 por Hartig. Em seu
trabalho, Schlichtkrull (1956) descreve a cristalizagdo de insulina suina e bovina
em tampao citrato pH 6,0 na presenca de acetona, na qual pdde observar cristais
pequenos (5 a 10 um). Os cristais de insulina suina eram romboédricos, enquanto
que os cristais de insulina bovina tinham a forma de estrela. Além disto, a
concentracdo de proteina no sobrenadante dos cristais romboédricos de insulina
suina era maior que a concentracao no sobrenadante dos cristais em forma de
estrela da insulina bovina, indicando, portanto, uma maior solubilidade para a
insulina suina que para a insulina bovina nestas condicées. Utilizando uma
solucao supersaturada de insulina bovina de concentracdo inicial 2,42 mg/ml em
tampao acetato 0,1 M, pH 5,5, com 7% de NaCl, Schlichtkrull determinou uma
concentragéo de insulina em solugéo igual a 0,085 mg/ml (Schlichtkrull, 1957 - a).

Como diversas proteinas globulares, a insulina tende a adotar e manter sua

estrutura tridimensional. Alteraces na conformacdo nativa da proteina séo
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comuns e podem ser causadas por uma série de fatores, os principais deles
relacionados a exposicdo de residuos hidrofébicos e interacdo e adsorcdo com
superficies hidrofébicas (Murray et al., 1993).

Ambas as insulinas, bovina e suina, possuem indices médios de hidropatia
(GRAVY) positivos relativamente altos, tipicos de proteinas hidrofobicas. Contudo,
a insulina bovina possui um indice médio significativamente maior que o da suina
(0,310 e 0,267), respectivamente, o que esta em concordancia com a maior
solubilidade encontrada para a insulina suina em relacao a bovina por Schlichtkrull
em 1956.

Estas informagcbes acerca da hidrofobicidade e do potencial de
oligomerizacdo das moléculas de lisozima e de insulina bovina e suina sao
relevantes no presente trabalho, para uma posterior correlacdo com os dados de
solubilidade para estas moléculas, visto serem as interagdes hidrofébicas entre as
proteinas o principal fator limitante para o efeito “salting out” (Cohn, 1925,
Melander e Horvath, 1977; Bull e Breese, 1980; Curtis et al, 2002). E importante
frisar que os valores de indice médio de hidropatia (GRAVY) aqui apresentados
para a lisozima e insulinas bovina e suina sdo estimados levando em
consideracdo apenas a estrutura primaria destas proteinas. O “salting-out” esta
mais relacionado a hidrofobicidade superficial das proteinas (Melander e Horvath,
1977), que é um parametro mais dificil de se medir ou estimar. Desta forma, o
valor de GRAVY deve ser tomado apenas como um indicativo, mas nao como uma
medida da hidrofobicidade protéica real, envolvida no fenédmeno de precipitacdo

por “salting-out”.
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CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS
3.1.1. Reagentes

A lisozima de clara de ovo de galinha utilizada foi obtida da Sigma, EUA
(chloride; L-2879) (EC 3.2.1.17) com pureza de aproximadamente 90%, segundo o
fabricante. As insulinas zincicas, bovina e suina, utilizadas foram gentilmente
doadas pela Biobras, Brasil, com pureza maior que 95%, segundo o fabricante.
Para a preparacao da solucao de carbamato de amdnio foram utilizados carbonato
de aménio e solucao de hidréxido de aménio obtidos da LabSynth, Brasil. Para a
preparacao das solu¢des de Tris foi utilizado Trisma-HCI da Sigma, EUA. Para
preparacao da solucdo de carbamato de aménio e de sal volatil com Rpyc 2,5
foram utilizados carbonato de amoénio e hidréxido de amdnio obtidos da LabSynth,
Brasil. Para analise microscépica dos cristais de lisozima foi utilizado um corante
de cristais macromoleculares Izit (codigo HR4 — 710) da Hampton Research, EUA.
O tampéao fosfato com cloridrato de guanidina foi feito utilizando-se fosfato
monobasico também da LabSynth, Brasil, e cloridrato de guanidina da Sigma,
EUA. Todas as solucdes foram feitas com agua ultrapura obtida com a utilizacao
do aparelho Milli-Q da Millipore, EUA. Todos os reagentes utilizados possuiam

qualidade analitica certificada.
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3.1.2. Equipamentos

Durante a precipitacao, a temperatura foi mantida constante através de um
banho termostatico Tecnal TE-2000, Brasil, com precisao de 0,2 °C. Uma
centrifuga 5804 R da Eppendorf, Alemanha, com ajuste de temperatura, foi
utilizada para separacao das fases precipitado e sobrenadante apés a precipitacao
das proteinas estudadas. Para a determinacdo da concentracdo das proteinas
presentes em cada fase foi utilizado um espectrofotémetro Beckman modelo
DU650, EUA. Para andlise microscopica do precipitado foi utilizado um
microscopio biologico trinocular modeloTIM-108 da Anatomic, Brasil, com aumento
de 40X até 1600X e adaptador para camera de video, bem como uma camera
digital Sony MVC-FD75, Japdo. A remocao dos vestigios de sal volatil do
precipitado de insulina bovina para o experimento de dicroismo circular foi feita
utilizando-se sistema Speed Vack Eppendorf-Concentrator 5301, Alemanha, do
Laboratério de Metabolismo de Lipides, Instituto de Biologia, UNICAMP
(Campinas, SP). Os espectros de Dicroismo Circular (CD) foram obtidos em um
aparelho Jasco J-810, Japdo, no Laboratério Nacional de Luz Sincroton
(Campinas, SP).

3.2. PROCEDIMENTOS
3.2.1. Determinacédo da concentracao das proteinas

A determinacédo da concentragcédo de proteina em solucgao foi feita através de
medidas de absorvincia a 280 nm. Para tal, os valores dos coeficientes de
absorcio(a®°

solugéo tampé&o Tris-HCI 0,01 M pH 9,8.

mgmi) para cada proteina foram determinados previamente em
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3.2.1.1. Verificacao da influéncia do sal volatil no coeficiente de absorcao da

lisozima

Para a lisozima foi feito um estudo de influéncia da concentragdo molal de

sal volatil no coeficiente de absor¢cao obtendo-se uma equacgéao do tipo:

&% ngm = m(salya + ap (3.1)

que é valida nas faixas de valores de concentracdo de sal volatil e concentragcéo
de proteina estudadas. Nesta equacao, azsomg/m € o coeficiente de absorcdo em
mg'ml”, para uma dada concentragdo molal de sal volatil (m(sal)) em mol'kg™, o é
0 acréscimo no valor do coeficiente de absorcao por unidade molal de sal volatil e
ap é o coeficiente de absorcdo em concentracdo zero de sal volatil. E pertinente
frisar que a solucdo utilizada como branco nestes estudos foi o tampé&o Tris-HCI
0,01 M pH 9,8, mesmo quando as amostras de proteina se encontravam
dissolvidas em solugdes contendo sal volatil. Assim, os parametros a e ap da
equacao acima nao se destinam a evidenciar possiveis modificacdes estruturais
na proteina decorrentes do acréscimo do sal. Destinam-se, sim, a serem fatores
de correcdo para que se possa determinar a concentragcdo de lisozima em
solugdes contendo diferentes concentragdes de sal volatil (por absorbéancia a 280
nm) sem, contudo, que se faga necessario variar a concentracao deste sal na

célula de referéncia.
3.2.1.2. Curvas padrao de insulina bovina e suina

Para as solugdes de insulina bovina e suina nao foram realizados estudos
de influéncia da concentracdo de sal volatil na absorcao a 280 nm, o que sera
discutido posteriormente (item 4.3), tendo sido determinados apenas o0s
respectivos coeficientes de absorcdo em tampao Tris-HCI 0,01 M pH 9,8.

Embora os ensaios de precipitacdo posteriores tenham sido realizados em
diferentes temperaturas no banho térmico, as medidas da concentragdo nas fases
precipitado e sobrenadante por absorgdo a 280 nm, bem como as curvas padrao
para a determinacédo dos a28°mg/m| para as respectivas proteinas foram realizadas

sempre a 25 °C.
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3.2.2. Preparo das solugdes de sal volatil

O sal carbamato de amoénio foi preparado a partir do sal carbonato de
amoénio em forma soélida e hidroxido de aménio de tal modo que a razao entre
nitrogénio e carbono (equacgédo 2.5) fosse igual a 2,0. Fixou-se uma massa de
carbonato de aménio de 10 g e calculou-se a quantidade de aménio e diéxido de
carbono presente no carbonato. Como o carbonato de aménio utilizado néo
corresponde ao sal da férmula (NH4)o.CO3s, mas a uma mistura de bicarbonato e
carbamato de aménio cuja fracdo de amobnia é 30% em massa, para se alcancar a
razdo Rnc igual a 2,0 hidroxido de aménio teve de ser adicionado. Sabendo-se
ainda a quantidade de agua contida na solucédo de hidréxido de aménio e que a
solubilidade do carbamato de amdnio em agua é de 790 g/L (~ 10 mol de sal
volatil por quilograma de agua) (BASF A. G., 2002), determinou-se a quantidade
de agua a ser acrescida a solucao de modo a produzir uma solucao saturada. O
recipiente contendo o sal era perfeitamente vedado e o carbamato de aménio era
preparado cerca de 10 h antes do uso e mantido a temperatura ambiente.
Posteriormente, preparou-se de modo analogo uma solucao de sal volatil de razao

Rnic igual a 2,5.

3.2.3. Condicoes comuns a todos os ensaios de precipitacao

Para os ensaios de precipitacdo, inicialmente foram preparadas solugdes
estoque das amostras de proteina em Tris-HCI 0,01 M pH 9,8 (para a lisozima a
solucdo estoque era de 75 mg'ml™ enquanto que, para as insulinas bovina e suina,
era de 18 mgml"). Esta solucdo foi escolhida por ser o valor de 9,8
aproximadamente o valor de pH da solugdo saturada de carbamato. A baixa
concentracao de Tris (0,01 M) proporciona uma fraca forga iénica, de forma a que
nao € esperado que este sal altere significativamente os efeitos decorrentes dos
eletrélitos volateis CO, — NH3 em solucao (ap6s a adicao da solucao de sal volatil).
Adicionava-se, entdo, a um frasco tipo Eppendorf de capacidade 1,5 ml, uma

aliquota da solucéo estoque de proteina, uma aliquota de solugéo de sal volatil 10
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molal e completava-se o volume para 1,0 ml com o préprio tampao acima
mencionado. As aliquotas de proteina eram adicionadas de forma a se obter
sempre uma mesma concentracao inicial de proteina em solucao (que nao era a
mesma para a lisozima e para as insulinas bovina e suina, como se vera mais
adiante). Ja as aliquotas de solucao de sal volatil variavam, de forma a se obter
um conjunto de dados para diferentes concentracées deste sal. A seguir, 0s
frascos eram mantidos em repouso em banho termostatico até que se alcancasse
o tempo de equilibrio, apés o qual separou-se o sobrenadante e o precipitado por
centrifugacado a 8000 g. A concentracdo de proteina na fase sobrenadante, apés
as devidas diluicbes, foi determinada por absorbancia a 280 nm. A fase
precipitado foi dissolvida em 1,0 ml de tamp&o Tris-HCI 0,01 M pH 9,8 sob
agitacao e, assim como a fase sobrenadante teve a sua concentragdo de proteina
medida por absorcdo a 280 nm. Esse procedimento foi realizado para a
determinacao das cinéticas de precipitacao e para a determinagéo das curvas de
solubilidade das trés proteinas a diferentes temperaturas, tanto em solucao com
Rwneigual a 2,0 (NH4NH>CO>) quanto para a solugcédo de sal volatil com Ry igual a
2,5.

A determinagdo da curva de solubilidade constituiu-se de um grafico de
concentragao de proteina na fase sobrenadante em miligramas por mililitro de
solucao em funcéo da concentracdo de sal em mol de sal volatil por quilograma de
agua. Sé foram incluidos nesta curva, pontos em que se obervava a presenca de

precipitado.
3.2.4 Cinética de precipitacao da lisozima

Estudos de cinética de precipitacdo de lisozima foram realizados a 25 °C
com sal volatil de Rycigual a 2,0 (razdo correspondente ao carbamato de aménio)
a fim de se determinar o tempo para que se alcancasse o equilibrio de fases
(tempo que inclui o tempo de inducdo e crescimento das particulas). A razao
desta determinacao era se ter uma base para se estipular o periodo de tempo, a
ser utilizado nos ensaios subsequientes, entre a formagdo do sistema de
precipitacdo (adicao de solucado de sal a solucao de proteina) e a separacao de

fases.



Materiais e Métodos 27

Foram realizados ensaios a concentracbes relativamente altas de
carbamato (7,00 e 8,50 molkg”) e a concentragdes menores (4,00, 4,50 e 5,00
molkg™), para intervalos de tempo que variaram de 30 min a 88 h. A concentracdo
inicial de proteinas para as amostras de concentragdes molal de carbamato iguais
a 4,00; 4,50; 5,00 e 7,00 molkg™ era de 15,00 mg'ml. J& para a concentragdo
molal de carbamato de 8,50 molkg' a concentracdo inicial de proteina era de
11,25 mg'ml™'. Os dados para as cinéticas em intervalos de tempo menores (0,5 a
25 h) foram obtidos em duplicatas, enquanto que para as cinéticas em intervalos

de tempo maiores (10 a 88 h) foram obtidos em triplicatas .
3.2.5. Curvas de solubilidade da lisozima

Apés a estipulagdo de um tempo de equilibrio, foram determinadas as
curvas de solubilidade para a lisozima nas temperaturas de 5,0 °C, 15,0 °C, 17,5
°C, 20,0 °C e 25,0 °C (+ 0,2 °C) em carbamato de amoénio (Ry. igual a 2,0) e nas
temperaturas de 5,0 °C, 15,0 °C, 20,0 °C € 25,0 ° C (+ 0,2 ° C) em solugéo de sal
volatil com Ryyc igual a 2,5. A concentracéo inicial de lisozima em solugéo utilizada
nestes experimentos era sempre de 15,00 mg/ml e o0s ensaios foram realizados

em duplicata.
3.2.6. Analise microscopica de cristais de lisozima

Em um dos ensaios de determinacao de solubilidade foram obtidos cristais
que foram analisados em microscoépio biolégico trinocular nos aumentos de 40X e
100X. Para averiguar se os cristais observados ao microscépio 6tico eram de fato
cristais de proteina e nao cristais inorganicos decorrentes dos sais em solucao,
estes foram corados com corante Izit, de coloracao azul, que cora especificamente
cristais macromoleculares, ndo alterando cristais inorganicos ou de moléculas
menores. Para uma gota de solucdo (volume de aproximadamente 0,1 ml), foram
adicionados 5 pl de solucdo de Izit, e esta gota foi deixada em repouso por 1 h

antes da analise ao microscopio.
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3.2.7. Solubilizacdo de insulina bovina e suina

Para o preparo de uma solucdo estoque com concentragdo relativamente
alta de insulina a pH 9,8, optou-se por uma solubilizagdo por etapas (Costa,
2002). Inicialmente, foram pesados 0,05 g de insulina e esta massa foi solubilizada
em 10 ml de solucédo de HCI 0,01 N a pH 2,0 sob agitacdo suave com auxilio de
agitador magnético. Apos a solubilizagdo, uma nova massa de insulina era
adicionada e, desta forma, sucessivamente, solubilisou-se 0,20 g de insulina em
10 ml de solugéo de HCI 0,01 N com um pH final de aproximadamente 2,4 (uma
vez que, apods a adicdo da insulina, o pH da solucao se eleva). Em seguida, ainda
sob agitacao branda, o pH desta solucao foi cuidadosamente elevado até 9,8 com
NaOH 4,0 N, obtendo-se, assim, uma solugéo de insulina 20,00 mg'ml”" em NaOH
pH 9,8 (aproximadamente 0,1 mM) com NaCl 0,01 M. Esta solug&o foi, entdo,
diluida com tampéao Tris-HCI 0,10 M pH 9,8 na proporcdo de 9:1 (solucdo de
insulina com pH 9,8:tampéao Tris-HCI), obtendo-se uma solugéo final de insulina
18,00mg/ml em tampdo Tris-HCI 0,01 M pH 9,8 contendo NaCl a
aproximadamente 9 mM. Esta solu¢do foi filtrada em seguida, sendo esta a
solucao final utilizada em todos os experimentos com insulina em solucdo. Este

protocolo foi utilizado tanto para solubilizacao de insulina bovina quanto suina.

3.2.8. Cinéticas de precipitacdao e curvas de solubilidade para as insulinas

bovina e suina

Diferente da lisozima, os experimentos para determinacdo de cinética de
precipitacdo e determinagdo de curvas de solubilidade das insulinas bovina e
suina foram realizados simultaneamente. Nestes experimentos, amostras
contendo uma concentracao inicial de insulina de 5,00 mg'ml em solugéo e quatro
diferentes concentracbes de sal, com valores bem distribuidos, foram
envelhecidas em diferentes intervalos de tempo até que se observasse a
manutencdo de um estado de equilibrio por medida de absorcao a 280 nm das
fases liquidas. Apds os sucessivos tempos de envelhecimento, as amostras eram
centrifugadas e suas fases sobrenadante e precipitado eram analisadas. Os
ensaios foram realizados com carbamato de aménio e sal volatil com Ry igual a

2,5 e para as temperaturas de 25,0 ° C e 15,0 °C.
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3.2.9. Modelagem da precipitacao (graficos de Cohn)

Para a estimativa de parametros relacionados a efetividade da precipitacao
das diferentes proteinas estudadas com os sais volateis e de como esta
efetividade variou com o Ry € com a temperatura, expressou-se as solubilidades
determinadas experimentalmente através da equacédo de Cohn (1925), em que o
logaritmo da solubilidade da proteina (logS) € plotado em fung¢do da concentracédo
de sal volatil (Csal).

3.2.10. Balancos de massa

ApGs a separacgao das fases precipitado e sobrenadante por centrifugacéo a
8000 g, a fase precipitado era adicionado 1,0 ml de tampao Tris-HCI 0,01 M pH
9,8. Estas amostras eram, entdo, deixadas sob agitacdo branda entre 4 e 48 hs.
As amostras onde se visualizava a completa solubilizacdo do precipitado tiveram
sua concentragdo de proteinas dosadas por absor¢édo a 280 nm. A determinagéo
da concentracdo de proteina no sobrenadante (cujo volume total foi considerado
como de 1,0 ml, mesmo apds a precipitacao e centrifugacdo) e na solugao de
precipitado ressolubilizado (1,0 ml) permitiu o calculo do balango de massa do
processo de precipitacdo. O balango de massa foi feito com a intencdo de se
estudar a confiabilidade do método de medida de concentracdo de proteina por
A280 como instrumento analitico nas precipitacdes realizadas, para se obter uma
estimativa dos erros do processo como um todo e para se estudar a recuperagao
da proteina ap0s a precipitacéo.

3.2.11. Avaliacao de modificacdo estrutural pos-precipitacao de insulina

bovina pela técnica de dicroismo circular

Apesar dos estudos com tripsina, relatados por Watanabe (2004), terem
mostrado que a desnaturacdo ocasionada pelo carbamato de amoénio foi
relativamente pequena, optou-se por realizar um estudo de avaliagdo da
modificacdo estrutural de molécula protéica pos precipitacdo e ressolubilizacdo

através da técnica de dicroismo circular (CD). Escolheu-se a insulina para este
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estudo por ser esta a proteina de maior pureza que tinhamos em estoque no
momento, por possuir estruturas secundaria e terciaria relativamente simples e por
apresentar uma completa ressolubilizacdo do precipitado em tampéao

relativamente rapida.

Experimentos de precipitacdo foram realizados a 25 °C e os precipitados,
expostos ao sal volatil por diferentes tempos, foram analisados pela técnica de
CD. Inicialmente, foi preparada uma solucdo de insulina 2,0 mg/ml em solucao
aquosa de NaOH pH 9,0 (0,01 mM) com NaCl 0,01 M. Esta solucéo foi preparada
dissolvendo-se 20 mg de insulina em 10,0 ml de solugcdo de HCI 0,01 N (pH 2,0)
cujo pH foi, em seguida, ajustado para 9,0 com solucao de NaOH.

Preparou-se, entdo, quatro aliquotas de 1,0 ml de uma solucao para
precipitacado utilizando-se 600 pl da solucao original de insulina em NaOH pH 9,0 e
400 pl de uma solucdo de NH4NH-CO2 10,00 molkg™. Esta solugéo final continha,
entdo, insulina 1,20 mg/ml, NaCl 6 mM e sal volatil 4,00 molkg™, cujo pH estima-
se proximo a 9,8 (o pH aproximado das solucées de NH4sNH>CO,, visto que a
concentracao de carbamato de aménio é 5 ordens de grandeza maior que a
concentracao de NaOH), caracterizando assim uma solucdo de NH4sNH>CO, com
Rnie = 2,0.

Observou-se a formagao de precipitado imediatamente apds a adicdo de
NH4sNH2>CO,. Dos quatro sistemas de precipitacdo, um foi imediatamente levado a
centrifugagdo (amostra identificada como tempo 0 h) e cada um dos outros trés
foram incubados a 25 °C por diferentes intervalos de tempo: 2,48 e 72 h.

Apé6s a centrifugacdo, os precipitados de cada uma das amostras foram
coletados, congelados a —8 °C e submetidos a vacuo em sistema “speed vack” por
2 h para remocédo do sal volatil e agua residual; em seguida, eles foram
dissolvidos em 1,0 ml de tamp&o Tris-HCI 0,1 M pH 9,0. Uma solugéo de insulina
2,00 mg/ml em NaOH pH 9,0 com NaCl 0,01M (volume de 200 pl) foi seca no
mesmo sistema “speed vack”; o residuo seco foi em seguida dissolvido em 1 ml
do mesmo tampao Tris-HCI 0,1 M pH 9,0 e esta solucdo foi utilizada para o
experimento controle de CD.
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A concentracdo molar de insulina em cada uma destas amostras foi medida
por absorvancia a 280 nm (diluidas, para este ensaio, na base de 50 pl de cada
amostra e 250 pl de tampao fosfato 0,02 M pH 6,5 com 6,0 M de cloridrato de

guanidina). O coeficiente de extingdo molar (220"

250c) da insulina neste tampao
foi obtido através do programa “ProtParam tools”, disponivel, via internet, no
endereco de ferramentas para bioinformatica “ExPaSy”, e foi calculado conforme

a seguinte equacao:

280 500 = 3 € (3.2)
onde ¢, € o coeficiente de extingdo molar a 280 nm e 25 °C para cada um dos
residuos de aminodcidos que absorvem neste comprimento de onda (residuos
aromaticos e de cisteina) e ry € o numero total de cada um destes residuos por
unidade molar da proteina. Este calculo tedrico pode ser aplicado a este sistema
devido ao fato da concentragdo de 6,0 M de cloridrato de guanidina tornar este um
sistema desnaturante, onde se pressupde estar a molécula protéica desenovelada
e, assim, os residuos de aminoacidos nao estarao interagindo entre si. O valor de
¢280"™ previsto a partir da seqiiéncia primaria da insulina bovina e utilizado para o
calculo de sua concentracdo foi de 5480 M'cm™. As concentraces molares de
insulina calculadas para o precipitado ressolubilizado das amostras controle, 0 h, 2

h, 48 h e 72 h foram, respectivamente: 345, 316, 347, 362 e 365 uM.

De posse destas informacdes, obteve-se os espectros de dicroismo circular
das amostras de insulina bovina a temperatura ambiente na faixa de
comprimentos de onda de 205 a 260 nm. As amostras foram previamente diluidas
de 1:5 em 4gua, de forma a evitar interferéncias oriundas da alta concentracao
salina (Tris, NaCl e possiveis resquicios de sal volatil) e minimizar a voltagem na
parte optica do aparelho. Os valores de elipsidade (0) para cada comprimento de
onda foram devidamente corrigidos pelas concentracbes molares em cada

amostra, de forma a se obter os valores de elipsidade molar ([6]).
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. ENSAIOS PRELIMINARES
4.1.1. Determinacao da concentracao de proteina

Para a determinacdo da concentracdo de proteina através da medida de
absorbancia a 280 nm obteve-se o coeficiente de absorcao especifica para cada
uma das trés proteinas estudadas. Este coeficiente de absorcao relaciona a
concentracdo de proteina em solugdo com a fragdo de luz incidente que é
absorvida pela solucao, e é formulado pela equacéao de Lambert — Beer :

A=aXCXlI (4.1)

Em que A é uma medida logaritmica da fracdo de luz absorvida na amostra de
proteina em relacdo a amostra de referéncia (“branco”), conhecida como
absorbancia; C é a concentracdo de proteina em solugdo em mgml™; | é a
distancia que a luz percorre através da solucao da amostra (caminho 6tico) em
cm, neste caso 1 cm, e a é o coeficiente de absorcao especifico na faixa linear da
curva A versus C em unidades de cm®*mg™ (Harris e Bashford, 1987).

4.1.1.1. Curvas padrao de lisozima

Como foi dito no topico 3.2.1.1, foi realizado um estudo para verificar a
influéncia da concentragdo de sal volatil na absorbancia a 280 nm da lisozima, de
forma a que se pudesse corrigir os valores de absorbéncia encontrados para as
solugdes sobrenadantes a diferentes concentragdes de sal volatil, utilizando-se
sempre como “branco” a solucdo na qual as amostras protéicas se encontravam
originalmente em solugdo — Tris-HCI 0,01 M pH 9,8. Embora seja bem
documentado que sais s6 apresentam influéncia no coeficiente de absorgéo de

proteinas a concentracdes extremas, usualmente acima de 30%, optou-se por
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realizar tais estudos devido ao fato de ser o sal volatil um agente de “salting out” e
portanto passivel de interagir ou mesmo modificar a estrutura tridimensional de
proteinas, o0 que poderia acarretar em uma modificacdo do coeficiente de
absorcao. Além disso, diferencas no indice de refracdo de solucbes contendo
carbamato de aménio, em relagdo a solugcdo tampao Tris-HCI, poderiam resultar
em uma variagdo aparente no coeficiente de absorcao linear da proteina. Os
estudos foram realizados apenas com o carbamato de amoénio, assumindo-se que
as propriedades fisico-quimicas das solucdes deste e do sal volatil com Ryc igual

a 2,5 sejam suficientemente proximas.

A Figura 4.1 contém as curvas de absorcdo a 280 nm das solucdes de
lisozima em tampao Tris-HCI 0,01 M, pH 9,8 e solucdes de carbamato de ambnio
1,00; 2,00 e 4,00 molal.

190 k NH,NH,CO, 1,00 m

- NH;NH,CO,
2,00me4,00m
0,80 F

Tris pH 9,8
0,40

Absorbancia a 280 nm

0,00
0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50

Concentragao de lisozima (mgml’')

Figura 4.1. Curvas padrao de absorcao a 280 nm para a lisozima a pH 9,8 com
diferentes molalidades de NHsNH>COs,. ¢ -Tris-HCI 0,01 M, pH 9,8;
O — NH4NH,CO, 1,00 molkg™; A - lisozima em NH4NH2CO:
2,00 molkg™; [ - NHsNH,CO, 4,00 molkg™.
Na Tabela 4.1, séo listados os respecitvos coeficientes de absorcao (a) e os

fatores de correlacdo (R?) para uma reta passando pela origem para cada uma

das quatro curvas de absorgéo.
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Tabela 4.1. Parédmetros das curvas padrdo de lisozima em solugdes com
diferentes concentracées de NHsNH,>CO..

Solucio a(cm*mg™) R?
Tris-HCI 0,01M, pH 9,8 2,30 0,9994
NH4NH>.CO- 1,00 mol'kg'1 2,50 0,9985
NH4NH>CO, 2,00 mol'kg'1 2,72 0,9991
NH4NH>CO: 4,00 mol'kg'1 2,74 0,9979

Este conjunto de dados aponta para um comportamento hiperbdlico do
coeficiente de absorcdo em relacdo a concentracdo molal de NH4sNH>CO,,
conforme pode ser visto na Figura 4.2. Tomando-se, entdo, da faixa linear da
curva mostrada na Figura 4.2, pode-se tracar uma linha de tendéncia para a
variacdo do coeficiente de absorcdo linear a 280 nm com a concentragcao de
carbamato de aménio, que é valida para concentracoes de carbamato de 0 a 2
molal e para concentracbes de proteina na faixa de 0 a 0,5 mg/ml. Através desta
linha de tendéncia, que pode ser visualizada na Figura 4.3, obtem-se a equacéao
4.2:

a = 0,2084 m(NH4sNH2CO,) + 2,2995 (4.2)

com um fator de correlagao igual a 0,9999, e que foi utilizada na determinacao da
concentragcado de lisozima em solucao neste trabalho. O coeficiente linear obtido
nesta equacao (2,2995) é o coeficiente de absorcdo da lisozima a pH 9,8 na
auséncia de sal volatil e em baixas concentracdes salinas (no presente estudo, 10
mM de TRIS-HCI). Ja o coeficiente angular (0,2084) é o acréscimo conferido a
este mesmo coeficiente de absor¢ao por unidade molal de NHsNH>CO- adicionada
(quando se utiliza como “branco” o tampéao Tris-HCI 0,01 M pH 9,8), desde que a
concentracao molal deste sal se mantenha na faixa de 0 a 2,00.
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Figura 4.2. Influéncia da concentragao de carbamato de amdnio no coeficiente de
absorcao a 280 nm para solucdes de lisozima em pH 9,8. A variavel independente
m(NH4sNH2CO3) é a molalidade de carbamato de aménio.
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Figura 4.3. Correlagéo linear entre a concentracdo molal de carbamato de aménio
e o coeficiente de absorcdo a 280 nm da lisozima em pH 9,8. Coeficiente angular
da curva = 0,2084; coeficiente linear = 2,2995; fator de correlagdo linear R? =
0,9999..

Para a determinacdo da concentracdo de lisozima nas solugdes
sobrenadantes dos ensaios de precipitacdo, foram feitas as diluicdes nescessarias
para que tanto a concentracao de sal volatil quanto a de proteina se mantivessem
dentro das faixas utilizadas nos experimentos de curva padrdo. Para a
determinacao da concentracao protéica no precipitado ressolubilizado, considerou-
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se a concentracao de sal volatil (decorrente da co-precipitacdo de sal e proteina)
como desprezivel, utilizando-se entdo o coeficiente linear da equacéao 4.2 como
coeficiente de absorgéo.

4.1.1.2. Curvas padrao de insulina bovina e suina

Como sera discutido no item 4.3, ndo se julgou necessario a determinacao
de curvas padrao das insulinas suina e bovina em diferentes concentragbes de sal
volatil. Assim, foram determinadas apenas as respectivas curvas padrdao das duas
insulinas em tampéao Tris-HCI 0,01 M pH 9,8 (Figura 4.4) bem como seus
respectivos coeficientes de absorgdo (a) a 280 nm e os fatores de correlacdo (R?).

A)- B)-
1,00
e 0,80
< E 0,80
§ 0,60 S
© N 060
S 0,40 «
3 © 0,40
S 0,20 S
2" S 0,20
< <
0,00 » a 'l a » 'l » » » B a » » '} 0,00
000 020 040 060 080 0,00 020 0,40 0,60 0,80 1,00
Concentragdo de insulina suina (mg'ml Concentragéo de insulina bovina

) (mgml”)

Figura 4.4. Curvas padrdo de insulina suina e bovina em tampéao Tris-HCI 0,01 M
pH 9,8. A) — Curva padrao de insulina suina; a = 0,976; R? = 0,9973.
B) — Curva padrao de insulina bovina; a = 0,9052; R? = 0,993.
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4.2. PRECIPITACAO DE LISOZIMA COM SAIS VOLATEIS

4.2.1. Determinacao do tempo de equilibrio para a precipitacao de lisozima

com sais volateis

Ensaios iniciais a relativas altas concentragdes de carbamato (7,00 e 8,50
molkg™”) (Figura 4.5) mostraram que a reducgdo da concentracdo de proteina na
fase liquida € intensa ja na primeira meia hora. Para a concentragdo de carbamato
de aménio de 8,50 molkg”, a concentracdo de proteina no sobrenadante
permanece com um valor constante préximo a 1,02 mg/ml, no intervalo de tempo
entre 1 e 25 h. Para a concentracdo de 7,00 mol'kg™, no entanto, mesmo apés 15

h o estabelecimento do equilibrio ndo estava bem definido.

Ensaios de precipitacdo a menores concentracées de sal (4,00 e 4,50
molkg”) (Figura 4.6) mostraram a influéncia desta varidvel na cinética de
nucleacdo com a existéncia de um tempo de inducdo mensuravel pela técnica
utilizada para a dosagem de proteinas: até cerca de 10 h, ndo havia reducao da
concentracao de lisozima na fase liquida, o que acontece em grande extensao a
partir de cerca de 12 h. Ao contrario do determinado para as concentracao de 8,5
molkg”, mesmo apés 25 h de envelhecimento ndo se podia afirmar que o
equilibrio havia sido atingido.

Estes resultados apontam para um alto limite de metaestabilidade para a
nucleacdo da lisozima induzida por “salting-out” com eletrélitos volateis, sendo
necessario, em baixas supersaturacoes, a decorréncia de um tempo de inducao
relativamente longo antes que se detecte a reducdo da concentracao na fase
liquida; reducao esta que, no equilibrio, é de cerca de 96% para concentracdes de
carbamato de aménio préximas a 5 molkg”. Bernardo et al (2004) também
observaram tempos de indugado relativamente longos para a lisozima, contudo
bem menores que os aqui observados, devendo-se, no entanto, levar em conta
que tanto o sistema de precipitacdo (tampéo acetato de sédio 0,05 M, pH 3,5 ou
4,0, com 10% de cloreto de sédio (m/v) a 15, 20, 25 e 35 °C, em recipiente de
quartzo), quanto o método de monitoramento da nucleagdo (medida do
espalhamento de luz através da aborbancia a 320 nm) eram distintos do método

aqui utilizado.
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Figura 4.5. Cinética de precipitacdo de lisozima em NH4NH>CO, (solugdo com
Rnec = 2,0 e pH 9,8) com concentragdes de sal de 7,00 molkg™ (O) e 8,50 mol'kg™
(A). Concentragéao inicial de proteina de 15,00 mg/ml. Temperatura igual a 25 °C.
Dados sdo médias de duplicatas.
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Figura 4.6. Cinética de precipitagdo de lisozima em NH4NH>CO; (solugdo com
Rnic = 2,00 e pH 9,8) com concentracdes de sal de 4,0 molkg™ (O) e 4,5 molkg™
(A). Concentracao inicial de proteina de 15,00 mg/ml. Temperatura igual a

25 °C. Dados sdo médias de duplicatas.
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A decorréncia de um tempo relativamente longo entre a detecgdo da
nucleacdo e o estabelecimento de um estado de equilibrio, sobretudo para as
amostras de menor supersaturacao, sugere uma cinética lenta para o crescimento
cristalino (particulas de precipitado) da lisozima quando sob a influéncia do
carbamato de aménio. Howard et al. (1988) citam um fator limitante na cinética
para o crescimento cristalino da lisozima: A difusdo de moléculas de proteina do

seio do liquido para a face cristalina.

Um segundo conjunto de ensaios de precipitacao, para periodos de tempos
maiores, foram realizados para as concentracdes de sal de 4,00 e 5,0 molkg™
(Figura 4. 7). Ap6s 48 h, verificou-se que foi atingido o equilibrio, ndo se
observando mais variagdes significativas da concentracdo na fase liquida que

permaneceu com um valor constante de aproximadamente 0,55 mg/ml.
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Figura 4.7. Cinética de precipitacdo de lisozima em NH4NH>CO, (solugdo com
Rwve = 2,0 e pH 9,8) com concentracdes de sal de 4,00 molkg™ (®) e 5,00 molkg™
(O). Concentragao inicial de proteina de 15,00 mg'ml”. Temperatura de 25 °C.
Dados em triplicatas, exceto para um ensaio em duplicatas: 5,00 molkg™" no
tempo de 24 h.

A partir destes resultados, entdo, optou-se por realizar os experimentos de

precipitacdo de lisozima com um tempo de envelhecimento de 48 h.
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4.2.2. Curvas de solubilidade de lisozima em solucao de carbamato de
amonio

As concentragdes de lisozima na fase sobrenadante, representando a
solubilidade da proteina, foram inicialmente determinadas em solugcbes de sal
volatil com Ry igual a 2,0 nas temperaturas de 5,0; 15,0; 17,5; 20,0 e 25,0 ° C. A
concentracao inicial de lisozima em solucao foi de 15,00 mg/ml. As curvas de
solubilidade de lisozima em Rnc igual a 2,0 mostraram uma diminuicdo da
concentracao de proteina na fase sobrenadante com o aumento da concentragao

de sal, evidenciando o efeito “salting-out” na precipitacdo da proteina.

As curvas de solubilidade de lisozima a diferentes temperaturas (Figura 4.8)
revelaram o comportamento de solubilidade retrograda (menor solubilidade da
proteina na medida em que se aumenta a temperatura). Este fato ndo é incomum.
Christopher et al. (1998) mediram a solubilidade de 28 proteinas, das quais 24
mostraram ter solubilidade dependente da temperatura e, destas, 13 mostraram
ter solubilidade retrograda. Analisando-se de inicio os valores dos pontos da curva
a 25,0 ° C para as concentracdes de sal de 4,00 e 5,00 molal, pode-se verificar
que estes valores sdo muito proximos aqueles encontrados no platd para os
tempos mais longos na Figura 4.7, mostrando que, a partir do tempo de 48 h o
sistema realmente se encontra em equilibrio. Contudo, os valores para a
concentracdo de 7,00 molal sado significativamente menores que aqueles
encontrados tanto para a concentragdo de 7,00 quanto para a de 8,50 molal apés
25 h no grafico da Figura 4.6. Este fato permite constatar que ao tempo de 25 h, o
sistema, de fato, ainda ndo se encontra em equilibrio na faixa de concentragcbes
estudadas (enquanto que apds 48 h o equilibrio, ao que tudo indica, foi atingido),
e, portanto, o tempo de 48 h ¢é realmente um intervalo de tempo de

envelhecimento adequado para a precipitagdo de lisozima com sais volateis.

Nota-se também que os valores de concentragdo de proteina no
sobrenadante para as temperaturas de 5,0 e 15,0 ° C sao muito préximos. Para as
temperaturas de 20,0 e 25,0 °C, as solubilidades a altos valores de

supersaturacao (maiores concentracdes de carbamato de aménio) tendem a se
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aproximar. A curva de solubilidade a 17,5 °C parece apresentar um
comportamento intermedidrio: 0s ensaios com maior supersaturagdo apresentam
valores de concentracao de proteina no sobrenadante préximos aos de maiores
supersaturacoes das curvas a 20,0 e 25,0 °C, porém, ao se baixar a concentragao
de carbamato de aménio de 5,00 para 4,50, a concentragcao no sobrenadante sobe
bruscamente para um valor proximo aos das curvas a 5,0 e 15,0 ° C. Este
comportamento pode ser melhor visualizado na modelagem das curvas de

solubilidade através da equacgao de Cohn (Figura 4.9).
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Figura 4.8. Solubilidade de lisozima em NH4sNH>CO, (Rnc = 2,0) a: [15,0 °C,

m 15,0 °C, & 17,5 °C, @ 20,0 °C, e o0 25,0 °C. Tempo de envelhecimento de 48

h. As solubilidades sdo expressas como o0s valores de concentracdo no
sobrenadante, medidos por absorbancia a 280 nm. Dados sdo médias de
duplicatas.

A analise dos graficos de Cohn aponta para uma mudanca de
comportamento entre as curvas a temperaturas mais altas (20,0 e 25,0 °C) e
aquelas a temperaturas mais baixas (15,0 e 5,0 °© C). Na Tabela 4.2 sao

apresentados os valores de K’s e B’ para as curvas da Figura 4.9.
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Figura 4.9. Solubilidade de lisozima a diferentes temperaturas em solucao de
carbamato de aménio Ry igual a 2,0 expressa segundo o grafico de Cohn.
Solubilidades a: 15,0 °C; m 15,0 °C; & 17,5 °C; @ 20,0 °C e O 25,0 °C. Os dados
da figura sdo pontos colhidos da faixa linear das curvas da Figura 4.8 e tratados
segundo a equacao de Cohn . Variavel independente — molalidade de carbamato
de aménio em molkg™; variavel resposta — logaritmo da concentragéo de lisozima
(mg'ml™") em solugao.

Tabela 4.2. Parametros B’ e Ks, respectivos erros destes parametros com intervalo
de confianga de 95% e correlacao linear (R?) da equagdo de Cohn para a lisozima
em solucao de carbamato de amoénio (Ryc = 2,0) a diferentes temperaturas.

Temperatura Ks Erro B’ Erro R?
(¢ C)
5,0 0,35 + 0,02 2,64 + 0,09 0,9925
15,0 0,38 + 0,05 2,79 + 0,27 0,9530
20,0 0,71 + 0,06 3,67 + 0,25 0,9790
25,0 0,72 + 0,03 2,69 + 0,09 0,9974
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Nos ensaios aqui apresentados, pode-se observar dois grupos de valores
para K¢': para as temperaturas de 20,0 e 25,0 °C observam-se valores mais altos e
muito préximos entre si (diferenca estatisticamente nao significativa em relacao
aos desvios com 95% de confianca para estes pardmetros estimados pelo
programa Origin na regressao linear); enquanto que para as temperaturas de 5,0 e
15,0 °C observa-se valores significativamente mais baixos e também muito
proximos entre si (diferenca nao significativa com intervalo de confianca de 95%)
(vide Tabela 4.2). Estes dados sugerem a existéncia de dois padrées de “salting-
out” pelo carbamato de aménio para a lisozima: de 5,0 a 15,0 °C, um padrao de
menor supersaturacado pela presenca do sal (menor eficiéncia precipitante do
carbamato de aménio), e de 20,0 a 25,0 °C, um padrdao de maior supersaturacao
pela presenca do sal (maior “eficiéncia” do carbamato como agente precipitante).
Para uma temperatura intermediaria (17,5 °C) é observado um comportamento
também intermediario entre os dois padrdes: os pontos de maior supersaturacao
tém comportamento semelhante ao da curva a 20,0 °C, enquanto que o ponto de
concentracao de carbamato igual a 4,50 (menor supersaturacdo) é mais bem

representado pelas curvas a 15,0 e 5,0 °C.

O duplo padrao de solubilidade da lisozima apresentado nas Figuras 4.8 e
4.9 parece estar em conformidade com os dados de Howard et al. (1988) que, ao
estudarem a solubilidade de lisozima com diferentes concentracdes de NaCl e a
diferentes temperaturas, verificaram uma mudanga nas curvas de solubilidade
préximo a 20,0 — 25,0 °C. Entre 10,0 e 20,0 °C (ou, dependendo da concentracao
salina, entre 10 e 25 °C), a lisozima exibia uma solubilidade caracteristica para um
calor de cristalizacdo (AHcis) negativo, com a solubilidade aumentando com o
aumento de temperatura, enquanto que para temperaturas maiores ela
apresentava um comportamento de solubilidade caracteristico de um calor de
cristalizacao positivo (solubilidade retrégrada). Esta mudanca ocorria justo na faixa
de temperaturas onde Jolles e Berthou (1972) descreveram a transicao da
geometria do cristal, de tetragonal (baixas temperaturas) para ortorrdombico (altas
temperaturas). Também foi observado, pelo grupo de Howard (1988), que a
variacdo entre os calores de cristalizagdo calculados para as curvas em
temperaturas acima e abaixo da zona de transicdo (20 — 25 °C) apresentava um
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valor préximo ao AH de conversdo do habito cristalino de tetragonal para
ortorrdombico, em concordancia com os dados de Jolles e Berthou (1972).

E esperado que esta variagdo de hébito cristalino e de comportamento da
solubilidade em relacdo a temperatura esteja associada a alguma mudanca
conformacional na lisozima nesta faixa de temperaturas, quando submetida a
concentragdes salinas consideraveis. Esta mudanga também afetaria a constante
K’s, uma vez que ela implica em uma mudanca nos valores de ¢ (e portanto de Q).
De fato, pode-se especular que o aumento no valor de K’s para a lisozima a
temperaturas mais altas esteja associado a uma maior exposi¢cdo dos residuos
hidrofobicos da proteina proximo a 20 °C. Estas mudangas conformacionais com a
temperatura poderiam ser acentuadas pela alta concentracdo salina em solucéo e
por possiveis efeitos desnaturantes dos eletrélitos volateis. Uma possivel
explicacdo do comportamento intermediario a 17,5 °C € a de que nesta
temperatura exista uma certa proporcédo, em solucao, de moléculas com estrutura
mais compacta e de moléculas com motivos hidrofébicos mais expostos. Em
baixas concentracdes salinas, o equilibrio estaria voltado para a presenca de um
maior numero de moléculas com estrutura nativa, com um comportamento de
solubilidade proximo ao observado para temperaturas menores (5 e 15 °C). Com o
aumento da concentracao salina o equilibrio se deslocaria para um maior nimero
de moléculas parcialmente desenoveladas, observando-se um comportamento de
solubilidade proximo ao da curva a 20 °C.

No trabalho de Howard et al (1988), verificou-se que préximo a 20,0-25,0 °C
ocorria um maximo local de solubilidade da lisozima, devido a referida mudanca
no habito cristalino. Este comportamento também pode ser constatado nas curvas
de solubilidade de lisozima em carbamato de aménio pela andalise dos termos 8’
na Tabela 4.2. Como ja mencionado (tépico 2.1.1), o parametro B’, que varia de
forma independente da natureza do sal utilizado, mas é influenciado pela proteina,
pH e temperatura, reflete o logaritmo da solubilidade na auséncia de sal. Nota-se
que também ocorre uma inversao do comportamento deste parametro a 20,0 °C,
onde ocorre um maximo local. Os valores de B’ nas demais temperaturas nao sao

significativamente diferentes entre si.
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4.2.3. Curvas de solubilidade de lisozima em solucao de sal volatil Ryc = 2,5

Para avaliacao do efeito do parametro de razao entre as quantidades totais
de nitrogénio e carbono dos sais volateis (Rnc), determinou-se a curva de
solubilidade de lisozima em solugdo de sal volatil de Ry igual a 2,5 nas
temperaturas de 5,0, 15,0, 20,0 e 25,0 °C (Figura 4.10). Nestes ensaios, a
concentragdo inicial de proteina era também de 15 mgml'. Para efeito de
comparacao entre as solugdes de diferentes Ry, a concentragdo de sal de razédo
igual a 2,5 é descrita em funcdo da molalidade de didxido de carbono total
(considerada como se todo o sal em solucéo se converte-se em amoénia e COy).

Observou-se que de forma analoga a precipitagcdo de proteina com o sal
volatil de Ry igual a 2,0, ocorre uma reducdo da concentracdo de lisozima na
fase sobrenadante com o aumento da concentracdo de carbamato de aménio.
Apesar da verificacdo do efeito “salting-out” na precipitacdo da proteina com a
solucao de Rnc igual a 2,5, a precipitacdo ndo se mostrou tdo efetiva quanto
aquela obtido com o sal volatil de Ry igual a 2,0. Este fenbmeno também foi
observado por Watanabe et al (2004) na precipitacao da tripsina bovina, que
atribuiu & concentracdo de fons carbonato (COs%) em solugdo uma possivel
explicagdo deste fendbmeno. Para altas concentragdes de sal, a concentragéo de
carbonato € proporcionalmente maior para uma razdo Ry igual a 2,0. Pode-se
especular que um aumento na concentracdo de aménia (e consequentemente na
razdo Rnc) faca com que parte dos ions carbonato se converta a carbamato
(Lichtfers, 2000), o que em principio faz com que a capacidade de induzir o
“salting-out” diminua, pois o ion carbonato é um ion bivalente de tamanho préximo
ao carbamato, e um aumento na densidade de cargas é, de modo geral,
relacionado a um aumento na capacidade de induzir o “salting-out” (a principio,
devido a um aumento no termo o nas Equagdes 2.1 e 2.5).

Assim como para as solucdes de carbamato de amoénio, foram verificados
dois padrdes de comportamento de precipitacdo, sendo que para as solugdes a
Rwne igual a 2,5 um comportamento intermediério € verificado na temperatura de
20 °C (analogo ao comportamento a 17,5 °C em Rpc igual a 2,0). Este duplo

comportamento pode ser melhor visualizado na Figura 4.11, onde s&o plotadas as
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curvas a Ry igual a 2,5 para as diferentes temperaturas em graficos de Cohn. Na
tabela 4.3 se apresentam os valores dos parametros K’s e B’ para as diferentes
curvas, os erros destes parametros com 95% de confianga e os coeficientes de
correlacdo (R?) para cada curva.

Nota-se que os valores de K’s para as solugées a Ry igual a 2,5 séo
significativamente menores que seus andlogos nas solucées de carbamato de
amonio, confirmando um decréscimo na capacidade de induzir o “salting out” com
o aumento do Ryc. Assim como nas curvas a Ry igual a 2,0, os valores de K's a
Rne igual a 2,5 nas temperaturas de 5,0 e 15,0 °C, embora n&o possuam
diferenga significativa entre si, sdo significativamente menores que o valor a 25,0
°C. Isto confirma a existéncia de uma mudanca no padrao de “salting out” também
em Ry 2,5. Ja os valores do parametro B’ das curvas a 5,0, 15,0 e 25,0 °C nao
tiveram diferenca estatisticamente significativa, nem entre si (média igual a 2,75
com SD + 0,18) e nem entre seus analogos em solucao de carbamato de aménio
(média igual a 2,71 com SD + 0,08), mostrando que a pequena diferenga entre os
valores de pH das duas solugdes nao foi suficiente para alterar a solubilidade da
lisozima na auséncia de sal (pH da solugcdo de carbamato de amobnio é
aproximadamente igual a 10,0, e da solucao de sal volatil de Ry igual a 2,5 é
aproximadamente 10,5) (Watanabe et al. 2004).
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Figura 4.10. Variacdo do parametro razdo entre as quantidades totais de
nitrogénio e carbono (Rn/) do sal volatil na precipitacdo de lisozima a diferentes
temperaturas. Concentragdo inicial de proteina igual a 15 mgml’. A e B -
temperaturas de 25 e 20 °C, respectivamente; O Ryec = 2,0; OO Rye = 2,5. C -

temperaturas de 5 e 15 °C; O 5°C Ry =2,0; ¢ 15° C Rye = 2,0; @ 5 °C Ry =

2,5; L 15 °C Rne = 2,5. D — Solubilidades em solucdo com Rpc igual a 2,5 a

diferentes temperaturas: [1 5 °C; ¢ 15 °C; @ 20 °C e O 25 °C. Tempo de
envelhecimento de 48 h. Dados sdo médias de duplicatas.
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Figura 4.11. Solubilidade de lisozima a diferentes temperaturas em solucao de sal
volatil Ry igual a 2,5 expressa segundo o grafico de Cohn. [ - solubilidade a 5
°C; B -solubilidade a 15 °C; ® solubilidade a 20 °C; O - solubilidade a 25 °C. Os
dados da figura sdo pontos colhidos da faixa linear das curvas na Figura 4.8 e
tratados segundo a equacao de Cohn . Variavel independente — molalidade de
diéxido de carbono em molkg™; variavel resposta — logaritmo da concentracdo de
lisozima (mg'ml™") em solugao.

Tabela 4.3. Parametros B’ e Ks, respectivos erros destes parametros com intervalo
de 95% de confianca e correlagdo linear (R?) da equacdo de Cohn para a lisozima
em solucdo de sal volatil com Ry = 2, 5 a diferentes temperaturas.

Temperatura (°C) K’s Erro B’ Erro R?
5,0 0,24 + 0,01 2,61 + 0,05 0,9982
15,0 0,25 + 0,02 2,70 + 0,17 0,9828

25,0 0,51 + 0,07 2,95 +0,34 0,9461
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4.2.4. Analise microscopica de cristais de lisozima obtidos em Ry igual a
2,5

Em solugdo com Ry igual a 2,5, a 25 °C e em concentracao molal de sal
igual a 4,0 molkg”, foi observada a formagdo de cristais aciculiformes que
permaneciam em suspensao ou se aderiam as paredes do tubo Eppendorf. Estes
cristais foram analisados em microscépio 6tico trinocular com aumentos de 40X e
de 100X. Para diferenciar se estes cristais se tratavam de cristais de proteina ou

cristais inorgéanicos, eles foram corados com Izit.

O Izit € uma molécula pequena de corante (em solugao possui cor azul) que
se infiltra nos canais de solvente, de dimensdes relativamente grandes, existentes
em cristais de macromoléculas bioldgicas, atribuindo uma coloracédo azul a estes
cristais. Tais canais de solvente com grandes dimensdes nao estao presentes em
cristais inorganicos ou de moléculas pequenas, de forma a que o lIzit ndo penetra
nestes cristais e eles ndo adquirem a coloragédo azul (lzit Crystal Dye User Guide,
Hampton Research, EUA).

Verificou-se uma coloracdo azul relativamente intensa nos cristais
analisados apds sua exposicao ao lIzit, o que confirmou tratarem-se de cristais de
proteina (Figura 4.12). E sabido que a lisozima de clara de ovo de galinha se
cristaliza com relativa facilidade, o que faz com que ela seja a proteina mais
utilizada em estudos de cristalizacdo de macromoléculas (Pusey et al., 2001).

O fato de ter sido observado precipitado cristalino apenas em solugao com
Rnic igual a 2,5 provavelmente esta ligado a baixa supersaturagdo desta em
relacdo a solucao de Ry igual a 2,0 (onde nédo houve a evidéncia da formacao de
cristais tendo sido observado apenas precipitado amorfo). Solugdes menos
supersaturadas favorecem o surgimento de um menor nimero de nucleos,
possibilitando um crescimento mais ordenado das particulas, com maior chance
da formacao de soélido cristalino ao invés de precipitado amorfo (Boistelle e Astier,
1988).
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A)

Figura 4.12. Cristais de lisozima obtidos em solugéo de sal volatil com Ry, igual a
2,5, a 25 °C, concentracdo inicial de proteina em solucdo de 15 mgml™,
concentracdo molal de sal volatil de 4 mol'kg™'. A — aumento de 40X. A estrutura
maior ao centro, aparentemente, € um “cluster” de cristais menores e possui cerca
de 1 mm de comprimento. B — aumento de 100X. S&o visualizados, em outro
campo € em maior aumento, cristais com dimensdes da ordem de 0,1 mm. Cristais
desta ordem de grandeza também sao visualizados em A, circundando o “cluster”
central. A coloracao azul dos cristais se deve a fixacao de moléculas de Izit, o que
comprova tratarem-se de cristais macromoleculares.

Embora estes dados em si possuam pouca reprodutibilidade (de dois
ensaios nas condicbes mencionadas na Figura 4.12, a formacao de cristais foi
observada em apenas um) devido a superficie irregular e ndo padronizada da
parede dos tubos eppendorfs, e embora alguns autores contestem a eficacia da
lisozima como proteina modelo de cristalizacdo (chayen e Saridakis, 2001;
Rosenberg et al. 1996), estes resultados s&o um incentivo para o estudo da
utilizacdo de sais volateis na formacao de cristais de proteinas. Eles também
sugerem a importancia da variacao do parametro razao Ry, bem como outros
parametros que influenciem a supersaturacao do sistema, na qualidade do produto
obtido: é sabido que cristais de proteinas possuem uma série de vantagens
definitivas em relacdo a estocagem, densidade, concentracao protéica e diversas
propriedades mecanicas e reoldgicas sobre sélidos amorfos ou pds cristalinos
(Kam et al., 1978).
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4.2.5. Balanco de massa para a precipitacao de lisozima com sais volateis

Um experimento de precipitagdo de lisozima a diferentes concentragdes de
carbamato de amoénio foi realizado com o intuito de se fazer o balanco de massa
em termo de proteina na fase sobrenadante e precipitado de forma a se verificar a
exatidao das andlises de concentracao de proteina na fase liquida e no precipitado
pelo método utilizado (absorbancia a 280) (Figura 4.13). Estes experimentos
foram realizados em duplicatas a 25 °C com uma concentracao inicial de proteina
em solucdo de 15 mg'ml'. Uma vez que a lisozima apresentou dificuldades em
sua ressolubilizacdo ap6s decorrido o tempo de equilibrio (48 h), optou-se por se
determinar os balangos de massa a partir de um experimento de precipitacdo com
um tempo de envelhecimento de 3,5 horas.

Verificou-se um erro maximo de menos de 15% e um erro minimo de
menos de 1,8% para os balangos. Tanto o valor médio dos balancos (101,5%)
quanto o valor da mediana (103,6%) sao bem préximos do valor teérico (100%).
Assim, pode-se constatar que a metodologia utilizada para a precipitacéo,
dissolugdo, diluicdo e medida das concentracdes na fase sobrenadante por
absorbancia a 280 nm é adequada desde que repeticoes sejam feitas para
assegurar a exatidao nos valores obtidos no caso de estudos sem sequléncia de
pontos experimentais que permitam a determinacdo de uma tendéncia. Uma
possivel fonte de erro no balanco de massa € o fato de o isolamento das duas
fases apdés a centrifugacdo ter sido realizado por pipetagem da solucao
sobrenadante, o que pode acarretar no arraste de pequenas particulas de material
precipitado em suspensao juntamente com o sobrenadante pipetado. A otimizacao
do processo de isolamento é possivel, o que deve levar a menores erros no

balanco de massa, mas seu estudo foge ao escopo deste trabalho.
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Figura 4.13. Balangco de massa de ensaio de precipitacdo de lisozima. As barras
indicam a recuperacao de massa de proteina na fase liquida (I) € a recuperacao
total na fase liquida e precipitado ([). Condi¢des: solucdo de NH4sNH.CO, com
Rne = 2,0 (pH 9,8); tempo de envelhecimento, 3,5 h; temperatura, 25,0 °C;
concentracao de lisozima inicial, 15,0 mg/ml. Dados sdo médias de dois ensaios.
Variavel independente — molalidade de Carbamato de aménio (molkg™); resposta
— percentagem de lisozima quanto a quantidade inicialmente adicionada.

A ressolubilizacao do precipitado por agitagdo branda apds a decorréncia
do tempo de equilibrio para a precipitacdo (48 h) ndo ocorreu, nem para as
solucdes de carbamato de aménio e nem para as de Ryc igual a 2,5. Uma
hipotese é a presenca de sais volateis no precipitado de lisozima em quantidades
suficientes para dificultar ou mesmo impedir a completa ressolubilizacdo da
proteina. Neste caso, a retirada do sal por diminuicdo da pressao ou elevacao da
temperatura pode ser checada como uma variavel passivel de aumentar a
recuperacao da proteina. Outra hipétese é a de que o longo periodo de tempo
utilizado neste ensaio, para que o sistema atingisse o equilibrio, seja suficiente
para que o sal volatil induza modificagbes conformacionais ou mesmo
desnaturacao das moléculas de proteina de forma “irreversivel”, impedindo assim
a sua completa ressolubilizacdo. O intervalo de tempo necessario para se alcancgar
o equilibrio pode ser encurtado aumentando-se a supersaturacao do sistema com

uma elevagdo da concentracdo da proteina ou do sal, embora o ultimo, em
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principio, alteraria a solubilidade da proteina e poderia intensificar possiveis
efeitos desnaturantes do sal. Também é possivel uma explicagdo que tende por
um caminho em contrario: a alta supersaturagao oriunda da elevada concentracao
inicial de lisozima utilizada nos ensaios de precipitacdo poderia ser a causadora
de possiveis mudancas conformacionais irreversiveis que dificultariam sua
ressolubilizacdo. Pode-se também aumentar a ressolubilizagdo do produto
aumentando a forca idnica da solucao (utilizar, por exemplo, Tris 0,1 M ao invés
de 0,01 M), o que, em principio, poderia intensificar o efeito “salting-in” para a
proteina precipitada. Pode-se ainda utilizar outra solugdo com um pH mais acido,
visto que o pH da solugéo utilizada (9,8) € muito préximo do ponto isoelétrico da
lisozima (11,1). Todas estas hipdteses sdo passiveis de serem checadas em
trabalhos futuros.

4.3. PRECIPITACAO DE INSULINAS BOVINA E SUINA COM SAIS VOLATEIS

Para as insulinas suina e bovina, os estudos de cinética de precipitacao e
de curvas de solubilidade foram realizados simultaneamente. Em ambos os casos,
foram realizados ensaios com diferentes concentracbes de sal volatil, a
temperaturas de 25,0 e 15,0 °C e em Ry igual a 2,0 e 2,5 em diferentes tempos
de envelhecimento até que se verificasse que o equilibrio foi alcancado. Nestes
ensaios, a concentracdo inicial de insulina em solucéo era de 5 mg'ml™. Optou-se
por utilizar uma menor concentracao inicial de proteina para as duas insulinas em
relagdo a lisozima (cuja concentragdo inicial, como ja mencionado, foi de 15
mg/ml) uma vez que ensaios preliminares (dados nao mostrados), além das
informacdes da literatura consultada (Schlichtkrull, 1957, a-b; Blundell, et. al.,
1972, Sluzky, et. al., 1992) sugeriam uma solubilidade significativamente menor e
uma cinética de precipitacdo mais rapida para a insulina. Estes ensaios nao foram
realizados em duplicata, uma vez que, ao se atingir o equilibrio do sistema, os
subsequentes valores de concentracdo no sobrenadante podem ser considerados

como repeticoes.

Como mencionado no tépico 3.2.1, para as insulinas nao foi realizado um

estudo de modificacdo do coeficiente de absorcdo a 280 nm com a molalidade de
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sal volatil, visto que os estudos com a lisozima mostraram que este acréscimo foi
relativamente pequeno e é tanto maior quanto maior for a concentragdo de sal
volatil e de proteina no sobrenadante. Uma vez que tanto a concentracdo de
proteina no sobrenadante quanto as concentragdes de sal volatil utilizadas nos
ensaios de precipitagdo de insulina bovina e suina foram significativamente
menores que para a lisozima, ndo se julgou necessario a realizacdo de tais
estudos. Posteriormente, os balancos de massa (tépicos 4.3.2 e 4.3.4 deste
trabalho) confirmaram esta suposigao.

4.3.1. Cinética de precipitacdao e curvas de solubilidade de insulina bovina

em solucées com sais volateis

As curvas de solubilidade de insulina bovina (Figura 4.14) mostraram, assim
como para a lisozima, o efeito de “salting out”. Percebe-se que ja nos primeiros 30
min. de precipitacdo o sistema alcanga o equilibrio. Entretanto percebe-se também
que, ao contrario do sucedido para a lisozima, os parametros temperatura e razao
Rwne, nas faixas estudadas, parecem nao ser significativamente relevantes para a
precipitacdo de insulina bovina com o sal volatil. Os valores dos pontos
experimentais determinados a 25 °C e 15 °C e em Rpyc igual a 2,00 e 2,50 sao

praticamente idénticos.
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Figura 4.14. Solubilidade de insulina bovina em solugdes de sal volati em
diferentes tempos de envelhecimento. A e B — solubilidades em solu¢gées com Ry,c
igual a 2,0 e 2,5 respectivamente. < - solubilidade a 25,0 °C e em tempo de
envelhecimento de 0,5 h; O -25,0°Ce 5h; A -25,0°C 13,5h;-25,0°C e 20
h; B-150°Ce05h; A-150°Ce5h; Xx-150°Ce 13,5h; +-5,0°Ce 20
horas. C - Sobreposicao das curvas em Ry igual a 2,0 e 2,5. O - média das
curvas em Ryigual a 2,0 (dados de A); [1 - média das curvas em Ry igual a 2,5
(dados de B). A concentracao de proteina inicial em todos os ensaios foi de 5
mg'ml™". m(i) — molalidade da espécie i em molkg™; [insulina] — concentracdo de
insulina em mg'ml™,
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A Figura 4.15 apresenta a sobreposicdo das médias das curvas em Ry
igual a 2,0 e 2,5 em gréfico de Cohn e a Tabela 4.4 apresenta os parametros K’s e
B’. Nota-se que as duas curvas praticamente se sobrepéem e que valores dos
respectivos parametros nao apresentam diferenca estatisticamente significativa
com intervalo de confianca de 95%, ressaltando a pequena influéncia das
variaveis temperatura e Ry para a precipitagao de insulina bovina nas condic¢des

estudadas.
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Figura 4.15. Solubilidade de insulina bovina em solugdes de sal volatil com Ryc
igual a 2,0 e 2,5 expressa segundo o grafico de Cohn. O - média das curvas em
Rwneigual a 2,0 (Figura 4.14.A); U - média das curvas em Ry igual a 2,5 (Figura
4.14.B). m(CO,) - molalidade de CO, em molkg™; log[insulina] — logaritmo da
concentracao de insulina bovina no sobrenadante em mg'ml™.

Tabela 4.4. Pardmetros B e K’ respectivos erros destes parametros com
intervalo de 95% de confianca e coeficiente de correlagdo linear (R?) da equacéo
de Cohn para a insulina bovina em solucdo de carbamato de amédnio e sal volatil
com Rpigual a 2,5.

Rne K’s Erro B’ Erro R?

2,0 0,43 + 0,04 1,05 +0,13 0,9902

2,5 0,41 + 0,05 0,97 +0,13 0,9746
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Percebe-se que os valores de K’s para a insulina bovina sado préximos aos
valores para a lisozima em carbamato de aménio (Rnc igual a 2,00) a 5,0 e 15,0
°C, sendo significativamente menores que os valores para esta mesma proteina
no mesmo Ry a 20,0 e 25,0 °C (onde se observou, para a lisozima uma mudanca
no comportamento de precipitacdo com uma maior eficiéncia no “salting out”
induzido pelo sal volétil). Contudo, a insulina bovina apresentou, em todas as
condigbes estudadas neste trabalho, valores de solubilidade significativamente
menores que os valores obtidos para a lisozima. Aparentemente, esta menor
solubilidade esta mais relacionada as propriedades intrinsecas da molécula que
ao efeito do sal: os valores do parametro B’ para a insulina bovina sao
aproximadamente iguais a 1,00 enquanto que este mesmo parametro para a
lisozima apresenta valores em torno de 2,70. Estes dados apontam para uma
solubilidade cerca de 50X maior para a lisozima que para a insulina bovina, na
auséncia do efeito precipitante do sal volatil. Embora a lisozima possua massa
molecular mais de duas vezes maior que a da insulina, a distribuicdo mais
uniforme dos grupos carregados e hidrofébicos da lisozima em comparag¢do com a
insulina (com uma consequente reducao substancial do potencial para a formacao
de oligbmeros) contribui para uma maior solubilidade da primeira em relacdo a
segunda (Rosenberg et al., 1996; Slusky et al., 1992).

A reduzida solubilidade da insulina bovina nos valores de pH e
concentracdo salina estudados pode ser uma possivel explicacdo para a nao
discriminagéo do efeito da temperatura e da razdo Ry nas curvas de solubilidade
desta proteina em solucdes de sais volateis pela técnica utilizada: os efeitos da
concentracao salina, da proporcdo de aménia e da temperatura se tornam pouco
significativos perante a ja elevada tendéncia para a agregacado desta molécula
(Slusky et al., 1992). Além disto, a molécula de insulina (na forma monomérica)
apresenta uma complexidade estrutural relativamente menor que a da lisozima
(Blundell et. al, 1972 e 1976) o que implica em uma variabilidade
comparativamente menor de sua estrutura tridimensional e, consequentemente,

de seu parametro ® com a temperatura.

O aumento da concentracado salina provavelmente induz a uma maior

formacado de hexameros de insulina em solugdo (Kadima, et. al 1993) o que,
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paradoxalmente, contribui para os valores relativamente baixos de K’s: a maior
ocupacao de sitios interfaciais para a formacao de dimeros e hexameros reduz a
area superficial disponivel para a desnaturacao parcial do monémero, necessaria
para a agregacao da insulina (Sluzky, et. al, 1991, Susanne, et. al, 2006) (ver
Tépico 4.4).

A superficie hidrofébica das paredes do tubo Eppendorf pode, em principio,
fornecer uma matriz para a associacdo de hexameros de insulina, contribuindo
ainda mais para os menores valores de solubilidade da insulina em relagdo a
lisozima. E esperado que tal efeito seja muito mais potencializado na insulina —
uma molécula que possui 0s grupos hidrofébicos mais expostos, apresentando
portanto tendéncia para a agregacao na presenca de interfaces hidrofébicas
(Slusky et al., 1991) — que para a lisozima — que, como ja citado, possui 0s grupos
hidrofébicos bem distribuidos em sua estrutura superficial e interna, apresentando
assim uma menor tendéncia para a formacao de oligdmeros (Rosenberg et al.,
1996).

4.3.2. Balanco de massa para a precipitacao de insulina bovina com sais
volateis.

Assim como foi feito para a lisozima, foi realizado o balan¢co de massa para
a precipitacdo com sais volateis da insulina bovina (Figura 4.16). O balanco de
massa foi feito para pontos com molalidade de sal volatil iguais a 1,00 e 2,00
molkg™ no tempo de 13,50 horas das curvas a 25 e 15 °C com Ry iguais a 2,00
e 2,50. A completa ressolubilizacdo do precipitado foi alcangada, tanto para estes
tempos quanto para os tempos maiores da cinética (dados ndo mostrados).
Obteve-se um erro maximo de 13% e um erro minimo de 1,6%, com um valor
médio dos balancos de 95,3% e uma mediana de 92,5%. Os maiores desvios
foram encontrados para a menor concentragao de sal (1,00 mol'Kg™), com um erro
maximo de 13%, um erro minimo de 8,7%, um valor médio de 89,6% e uma
mediana de 90%. Ja para a concentracdo de 2,00 mol'kg™', obteve-se um erro
maximo de 6,4%, um erro minimo de 1,6%, um valor médio de 100,9% e uma
mediana de 101,9%.



Resultados e Discussdes 59

A) 25.0 °C e Rue = 2.0 B) 250°CeRnc=25
S .
= 100,00 o £ 1200
@ 80,00 8 100,0 _
2 2 80,0
£ 60,00 g
S 40,00 o 0500
S S 400
§ 20,00 | | ‘_Z,i 20.0
2 000 g o0 . i
1,00 2,00 e 00 200
m(NH4NH,CO,)(molkg™) m(COy)(matkg™)
C) 15,0°CeRnc=2,0 D) 150°CeRnc=2,5
@ 1000 g 100,0
\U) ‘7)
g 80,0 \% 80,0
8§32 60,0 E 60,0
® ~— 40,0 18., 40,0
() ©
% 20,0 g 20,0
e 00 ! '3 00 : :
1,00 2,00 T 1,00 2,00

m(NH,NH,CO,)(molkg™) m(CO,)(molkg ")

Figura 4.16. Balanco de massa da insulina bovina precipitada com sais volateis.
Concentragdes de 1,00 e 2,00 mol'kg'1, tempo de envelhecimento de 13,5 horas e
concentracio inicial de proteina em solugdo de 5,00 mgml'. A e B — insulina
precipitada a 25°C em solucao de Ry igual a 2,0 e 2,5, respectivamente. Ce D —
insulina precipitada a 15 °C em solucao com Ry igual 2,0 e 2,5, respectivamente.
Dados coletados a partir dos pontos dos ensaios de solubilidade representados na
Figura 4.14. B - porcentagem de insulina no precipitado; [J- porcentagem de
insulina total (precipitado e sobrenadante).

Embora para os pontos de menor concentragdo salina tenham sido
alcangadas menores recupera¢des massicas, 0os desvios encontrados no balanco

de massa da insulina bovina sdo da mesma ordem de grandeza que O0s
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encontrados no balan¢o de massa da lisozima. Isto permite constatar que, de fato,
a influéncia do sal no coeficiente de absorcéo da proteina ndo é um empecilho nas
medidas de recuperacdo massica na fase sobrenadante e precipitado (nas faixas
de concentracdo utilizadas), visto que para a insulina bovina néo foi feito um
estudo prévio de influéncia da concentracdo salina no coeficiente de absorgéo
(como foi feito para a lisozima).

Uma vez que as medidas de recuperagcao massica sao feitas por via de
absorcao a 280 nm da fase sobrenadante e do precipitado ressolubilizado em
tampado, e que a concentracdo de sal volatil no precipitado é, em principio,
significativamente menor que a concentracdo no sobrenadante, & pertinente
afirmar, em vista da proximidade dos desvios nos balangos para a lisozima e para
a insulina bovina, que esta diferenca de concentracdo do sal nas duas fases néo
influenciou de forma significativa as medidas de concentracédo de proteina

4.3.3. Cinética de precipitacao e curvas de solubilidade de insulina suina em

sais volateis

As curvas de solubilidade para a insulina suina em sais volateis (Figura
4.17) também evidenciaram o efeito “salting out”. Embora se observe uma reducao
da concentracdo de proteina no sobrenadante ja nas primeiras 4 h e a presenca
de precipitado (principalmente para as amostras de maior supersaturacao) seja
visivel no instante em que o sal é adicionado, a manutencao de um estado de
equilibrio s6 foi observada a partir de 14 h para a solugéo a 15,0 °C com Ry, igual
a 2,0 e a partir de 24 h para as demais solu¢des. Observa-se também que as
variaveis temperatura e razdo Rp tiveram uma influéncia significativa, embora
pequena em comparacao com a lisozima, na precipitacdo de insulina suina por
sais volateis. Estes dados podem ser melhor contemplados a partir da analise da
Figura 4.18, onde sdo apresentadas as solubilidades de insulina suina a 15 e 25
°C, com Ry igual a 2,0 e 2,5 expressadas pelo grafico de Cohn, e da Tabela 4.5,

onde sao apresentados os respectivos valores de K’s e de B'.
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Figura 4.17. Curvas de solubilidade de insulina suina em sal volatil a diferentes
valores de Ry, temperatura e tempo de envelhecimento. A e B— 15,0 °C em Ryc
2,0 e 2,5, respectivamente. C e D — 25,0 °C em R 2,0 € 2,5, respectivamente. &
tempo igual a 4 h; [0 14 h; O 24 h e A 48 h. Concentracao inicial de proteina em
solugao igual a 5,00 mgml™.

Embora se observe que as curvas de solubilidade (Figuras 4.17 € 4.18) e os
respectivos valores de K’s (Tabela 4.5) se alteram tanto com a temperatura quanto
com a razdo Ry, sO se observou uma diferenca estatisticamente relevante (com
intervalo de confianca de 95%) quando estes dois parametros foram alterados
simultanea e sinergicamente (aumento dos dois paradmetros em conjunto, ou

diminuicdo de ambos), sugerindo uma influéncia pequena da temperatura (na faixa
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de 15,0 a 25,0 °C) e do R (entre 2,0 e 2,5) para a precipitacao de insulina suina,

porém mais significativa que para a insulina bovina.
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Figura 4.18. Curvas de solubilidade de insulina suina em sais volateis
expressadas segundo a equacao de Cohn. Curvas para solubilidades em: O 25,0
°C em Rprigual a 2,0; I 15,0 °C em Ry igual a 2,0; @ 25,0 °C em Ry igual a
2,5; 0 15,0 °C em Rpc igual a 2,5. Os pontos a 15,0 °C com Ry sdo médias dos
pontos nos tempos de 14 e 24 h da Figura 4.17.A tratados segundo a equacgao de
Cohn; os demais pontos sdo médias dos pontos nos tempos de 24 e 48 h das
Figuras 4.17.B-D tratados segundo a mesma equagao.

Tabela 4.5. Paréametros B’ e K’s, erros destes parametros com intervalo de
confianga de 95% e coeficiente de correlacdo linear (R?) da equacdo de Cohn para
a insulina suina em sal volatil com Ry igual a 2,0 e 2,5.

Rvcdo  Temperatura K’s Erro B’ Erro R?
sal (°C)
2,0 15,0 0,62 + 0,05 1,68 +0,15 0,9934
25,0 0,52 + 0,06 1,27 +0,16 0,9756
25 15,0 053  +007 162  +020 0,9639
25,0 0,46 + 0,03 1,45 + 0,08 0,9918
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O aumento simultdneo da temperatura de 15 para 25 °C e do Ry de 2,00
para 2,5 implicou em uma redugéo do K’s de 0,62 + 0,05 para 0,46 + 0,03. Esta
reducéo do K, relacionada a um decréscimo na eficiéncia de “salting out” do sal
para uma dada proteina, pode ser tanto devida a uma diminuicdo no valor de Q
com o aumento da temperatura (segundo as equacdes desenvolvidas no trabalho
de Melander e Horvarth (1977)) quanto a um decréscimo da densidade de carga

em solugdo devido ao aumento do Ru.

Pelas equacdes de Melander e Horvarth (1977), € esperado que o valor de
Q diminua com a temperatura (para um mesmo valor de ®) diminuindo, em
consequéncia, o valor de K's. Como mencionado no topico 4.3.1, a molécula de
insulina apresenta uma estrutura terciaria pouco complexa, de forma a que se
espera uma menor variabilidade de sua estrutura tridimensional e do valor de ®
com a temperatura, ao contrario do que se espera para a lisozima. Além disto, um
aumento na temperatura implica, no deslocamento do equilibrio para a formacéao
de CO. e NH3 gasoso (vide equacdes 2.3-6), 0 que ocasiona um decréscimo na
concentracao de espécimes idnicas em solugao e uma consequente diminuigdo do

efeito “salting out”.

Paralelamente, espera-se que com o aumento da razdo R, conforme
mencionado no tépico 4.2.3, ocorra uma diminuicdo da concentracdo de ions
carbonato em solucdo, com conseqlente decréscimo na densidade de cargas, 0

que faz em principio com que a capacidade de induzir o “salting out” diminua.

Os valores de solubilidade para a insulina suina foram maiores que 0s
valores para a insulina bovina, e este fendmeno parece estar mais relacionado ao
parametro p’, indicando maiores solubilidades na auséncia do efeito “salting out”.
Isto estd em concordancia com as descricdes de Schlichtkrull (1956) que
encontrou maiores supersaturagcdes com consequentes menores solubilidades
para a insulina bovina em relagdo a suina (vide tépico 2.4.2). Entretanto, os
valores de K’s sugerem um maior efeito de “salting out” induzido pelo sal volatil
para a insulina suina que para a insulina bovina, embora esta diferenga sé se

torne estatisticamente significativa em Rycigual a 2,0 e a 15,0 °C. As curvas de
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solubilidade da insulina suina apresentaram valores de K’s préximos aos valores
das curvas com maior supersaturacdo para a lisozima (20-25°C) tanto em R
igual a 2,0 quanto igual a 2,5; diferente da insulina bovina que havia apresentado
valores préximos aos das curvas com menor supersaturacao (5-15 °C) para esta

mesma molécula.

Os dados também sugerem uma solubilidade retrograda para a insulina
suina na faixa de temperaturas estudadas. Bernardo et al. (2005) ja haviam
observado um comportamento de solubilidade retrograda para a insulina suina em
solugéo de acetato de sodio 0,1 M pH 10,0 com 7% de cloreto de sodio (m/v).

Nota-se, também para a insulina suina, valores de solubilidade
significativamente menores que os da lisozima, e novamente esta diferenca

parece estar mais relacionada com os valores de ' que com os de K’.

As diferencas nos valores dos parametros B’ e K's das curvas de
solubilidade das insulinas bovina e suina em solucdes de sais volateis, bem como
no comportamento das curvas de solubilidade destas duas proteinas em relagéo a
temperatura e a razdo Ry sdo uma constatacdo interessante. Aparentemente, a
substituicdo de dois aminoacidos € suficiente para uma alteragédo significativa no
comportamento de “salting out” de uma dada proteina. De fato, a insulina suina
difere da bovina somente pela substituicdo de um residuo de alanina por uma
treonina e de uma valina por uma isoleucina nas posicdes 8 e 10 da cadeia A,
respectivamente (Murray et al., 1993). Estes quatro residuos sdo aminoacidos
hidrofobicos, possuindo indices de hidropatia consideraveis, embora distintos
entre si. Esta distincdo € suficiente para diferir significativamente os indices
médios de hidropatia (GRAVY) destas duas moléculas (topico 2.4.2) e distinguir
seus comportamentos de solubilidade e “salting out”, apesar da identidade dos

demais aminoacidos e das estruturas tridimensionais semelhantes.
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4.3.4. Balanco de massa para a precipitacao de insulina suina com sais

volateis

O balanco de massa foi realizado para a precipitacdo de insulina suina nas
molalidades de sal volatil de 2,00, 2,50, 3,00 e 3,50 molkg™" e concentrago inicial
de insulina de 5,00 mg'ml™. Assim como para a insulina bovina, o balanco foi feito
para a precipitagdo com carbamato de aménio e com sal volatil de Ry igual a 2,5
e para as temperaturas de precipitacdo de 25,0 e 15,0 °C, respectivamente. O
tempo de envelhecimento foi de 24 h, tempo em que o equilibrio € atingido para
todas as condi¢des de temperatura e Ry acima citadas. O desvio maximo obtido
foi de 9,1% e o minimo de 0,4%. O valor médio de recuperacdo massica foi de
98,5% e a mediana foi de 98,0%. Obteve-se, também para a insulina suina, a
completa ressolubilizacdo do precipitado mesmo ap6s um tempo de precipitagéo
de 48 h (dados nao apresentados).

Os desvios relativamente baixos nos balangcos de massa para as
precipitacdes de insulina suina, novamente, permitem a constatacdo da baixa
influéncia do sal nas medidas de recuperacao massica por absorbancia a 280 nm

(ver tépico 4.3.2).

Em conjunto, os balangos de massa para a lisozima, insulina bovina e
insulina suina apresentaram bons valores de recuperacdo massica e desvios
relativamente baixos. Watanabe et al (2004) também alcancou bons valores de
recuperacdo massica através das medidas de absorbancia a 280 nm , tanto
quanto com a liofilizagdo seguida de pesagem do sobrenadante e do precipitado.
Estes resultados permitem inferir que a medida de concentracdo do sobrenadante
por absorbancia a 280 nm é um método adequado para a determinagcdo das

curvas de solubilidade de proteinas com sais volateis.
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Figura 4.19. Balanco de massa da precipitagdo de insulina suina com sais
volateis. Tempo de precipitacdo de 24 h; concentracdo inicial de proteina em
solucdo de 5,00 mgml”. A e B — temperatura de 25,0 °C com Ry igual a 2,0 e
2,5, respectivamente. C e D — temperatura de 15,0 °C com Rpc igual a 2,0 e 2,5,
respectivamente. B - Recuperagcdo massica na fase precipitado; [ - recuperacao
massica total na fase sobrenadante e fase precipitado.
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4.4. AVALIACAO POR DICROISMO CIRCULAR DE MODIFICACOES
ESTRUTURAIS EM INSULINA BOVINA CAUSADAS PELA PRECIPITACAO
COM SAL VOLATIL

Nos estudos de Watanabe et al. (2004) foi verificada uma perda de 30% na
atividade enzimatica da tripsina suina ap6s a precipitagdo com o carbamato de
aménio seguida da retirada dos eletrdlitos volateis da fase precipitado por
secagem a vacuo e ressolubilizacdo da fase precipitado. Ensaios de SDS-PAGE
permitiram concluir que esta perda de atividade n&o estava associada,
aparentemente, a uma possivel autélise da tripsina, estando mais provavelmente
associada a uma certa desnaturacao desta proteina decorrente do processo. No
presente trabalho, a nao ressolubilizacdo do precipitado de lisozima, apds a
decorréncia do tempo de equilibrio (48 h), em solugao Tris — HCI 0,01 M pH 9,8 (a
mesma solucdo em que esta proteina havia sido previamente solubilizada antes
dos ensaios de precipitacdo) € outro indicio de mudancas conformacionais na
proteina pos-precipitacdo com sais volateis.

Diante destes indicios de um efeito desnaturante do processo de
precipitacdo com eletrélitos volateis, optou-se por realizar um estudo mais refinado
de modificagdo estrutural, utilizando-se, para tal, a técnica de dicroismo circular.
Como citado no topico 3.2.11, escolheu-se a insulina bovina para este estudo, por
razbes de disponibilidade, pureza, facilidade de ressolubilizacdo apds a
precipitacdo (constatado por nossos dados experimentais) e por possuir uma
estrutura secundaria relativamente simples, composta basicamente de a - hélices
e “turns”, possuindo, portanto, um espectro de CD facilmente interpretavel (Murali
e Jayakumar, 2005). Além disto, a literatura associa a alta tendéncia da insulina
em oligomerizar em sistemas onde o carater hidrofébico € intensificado a uma
maior exposi¢cao de residuos hidrofébicos e a uma perda na estrutura secundéria

da proteina nestes sistemas (Sluzky, et al., 1992; Mollmann et al., 2006).
Percebe-se que ha uma diferenca significativa nos espectros da insulina

precipitada quando comparada com uma solug¢ao de insulina controle (dissolvida
em mesmo tampao e liofilizada, mas néo precipitada) (Figura 4.20).
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Figura 4.20. Espectros de CD no ultravioleta distante de amostras de insulina
precipitadas com NH4NH>CO,. Concentracdo de sal, 4,0 molkg™'; temperatura, 25
°C. Insulina controle — insulina “envelhecida” em solu¢cdo de NaOH pH 9,0 com
NaCl 0,01 N a 25 °C por 72 h; secada em sistema “speed-vack” e ressolubilizada
em tampao Tris-HCI 0,1 M pH 9,00. Insulina 0-72 h - Insulina precipitada com o sal
em diferentes tempos de envelhecimento.

A amostra de insulina controle apresenta um espectro dicréico semelhante
aos demais espectros encontrados na literatura para esta molécula (Chen, 1974;
Mollmann, 2006), caracteristico de uma proteina rica em a-hélices, que é a
principal estrutura secundaria da molécula de insulina (Blundell et al., 1972). Isto
mostra que o pH alcalino da solugdo mae, os elevados tempos de envelhecimento
a 25 °C e o processo de liofilizagdo ndo contribuiram significativamente para a
alteracao da estrutura secundaria da proteina, podendo as mudancas observadas
nos demais espectros dicroicos serem atribuidas aos efeitos dos eletrélitos

volateis em solucgao.

A banda proxima a 222 nm é a transicao dos orbitais n — n*, enquanto que
a banda proxima a 208 nm é o pico de excitacdo para a transicao paralela dos
orbitais m, — ©* (ver Anexo A2). Embora a alta concentracao salina em solugéo
(devido ao Tris utilizado e a resquicios de sal volatil ndo eliminados na liofilizagao),
nao tenha tornado possivel estender o espectro para comprimentos de onda
menores que 205 nm, de forma a se visualizar a banda maior de elipcidade

positiva da transicdo perpendicular n, — n* (proxima a 190 nm), foram obtidas
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informagdes satisfatérias com a andlise das duas bandas de elipcidade negativa.
De fato, o ligeiro deslocamento observado para estas duas bandas para
comprimentos de onda menores e, sobretudo, 0 aumento da intensidade relativa
entre a banda de transicao paralela n, — n*e a banda de transicdo n — n* apds a
precipitacdo e ressolubilizagdo sao fortes indicios de “distor¢des” nas a-hélices da
proteina e de aumento no teor de estruturas desordenadas (Chen, 1974). A razao
entre as elipcidades molares a 222 nm (transigdo n — =*) e a 208 nm (7, — 7*)
fornece uma medida indireta do teor de a-hélices para proteinas: a principio, quao
mais proximo de 1 seja o valor da razao entre as elipcidades acima mencionadas,
mais proximo de 100% é o teor de a-hélices na estrutura secundaria (embora haja
excecoes e embora ndo se estabeleca uma proporcado numérica direta entre o
valor desta razao e o teor de a-hélices para toda e qualquer proteina). A Tabela
4.19 contém os valores das elipcidades molares para as transicdes n — n* e o —
n* nos espectros dicréicos da Figura 4.20 e a razao entre estas elipcidades. Nota-
se um decréscimo significativo do valor desta razao para as proteinas precipitadas
com sal volatil em relacdo a insulina controle, evidenciando o decréscimo de

estrutura secundaria pdés-precipitagéo.

Embora seja visualizado o aumento da elipcidade negativa a 208 nm e o
conseqiiente decréscimo da razdo entre as bandas de transicdo n — n* e 1 — 7|
(caracteristico para a perda de a — hélices e aumento de estruturas
desordenadas), ndo € visualizada a diminuicdo da elipcidade negativa a 222 nm
que, geralmente, acompanha este tipo de transicdo (Mollmann et. al, 2006). Ao
contrario, é visualizado um ligeiro aumento da elipcidade negativa a 222 nm com a
precipitacéo (de -1,44 na insulina controle para -1,60 no tempo de envelhecimento
de 72 h). A interpretagdo deste fenédmeno pode ser facilitada comparando-se com
os dados de dicroismo circular de Mollmann et. al., (2006) para a insulina mutante
Asp®?. Esta mutagdo impede a dimerizacdo da molécula de insulina, o que é
visualizado em seu espectro dicrdico por uma ligeira diminuicdo na elipcidade
negativa a 222 nm. Assim, o ligeiro aumento desta elipcidade nos espectros de
insulina precipitada por carbamato de aménio, apesar das perdas de estrutura

secundaria denunciadas pelo forte aumento da elipcidade negativa a 208 nm, é
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um indicio do aumento do teor de dimeros e hexdmeros em solucéo, devido aos
efeitos dos eletrolitos volateis. Isto estaria em concordancia com o fato de que,
apds a retirada do sal por liofilzacdo, o precipitado de insulina é rapidamente
ressolubilizado em solugao Tris — HCI 0,01 M pH 9,8 (enquanto que a cinética de
solubilizagédo da insulina nesta mesma solugdo antes dos ensaios de precipitagéo
€ lenta, necessitando ser efetuada por etapas): nos oligbmeros de insulina, os
sitios hidrofébicos estdo melhor “escondidos” nas interfaces de dimerizagéo,
facilitando sua solubilizacdo em solugdes aquosas.

Tabela 4.19. Parametros do espectro de CD para amostras de insulina
precipitadas com NHsNH.CO, 4 molkg" a 25 °C com diferentes tempos de
envelhecimento. n — =*: elipcidade molar a 208 nm, caracterizando a transi¢ao
dos orbitais n para n*; = — n*l|: elipcidade molar a 222 nm, caracterizando a
transicao paralela dos orbitais = para ©*.

n—->nx*
[6] (x 10" mdeg'cm™?dmol) T — ]
Amostras
n-nr* n— Y|

Controle -1,44 -1,48 0,97
Oh -1,48 -1,94 0,76
2h -1,57 -2,04 0,77
48 h -1,62 -2,04 0,74
72 h -1,60 2,11 0,76

Padrées de modificacbes estruturais semelhantes (com perda de estrutura
secundaria e aumento de estrutura desordenada) foram observados por Mollmann
et. al (2006) para a insulina humana apés a adsorgao em superficies hidrofébicas
(particulas de Teflon) e por Lenz, et. al (1995) para a insulina suina apés a
adsorcao em interface de micelas reversas lipidicas. Isto sugere que o aparente
decréscimo na estrutura secundaria da proteina denunciado pelos espectros
dicréicos acima é um fator comum para a insulina em sistemas onde as interacoes

hidrofébicas sao acentuadas.
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A maior modificagdo € observada entre a amostra de insulina controle e as
amostras precipitadas com carbamato de aménio, sendo minimas as modificagdes
dentre as amostras com diferentes tempos de envelhecimento. Pode-se inferir dai
que embora a precipitacdo com carbamato de aménio tenha apresentado efeitos
de desnaturagdo parcial para a insulina bovina, este efeito ndo foi intensificado
significativamente com o tempo de envelhecimento, ocorrendo as principais

mudancas logo no instante da precipitacao inicial.

Como foi visto nos ensaios de precipitacdo de insulina (topico 4.3) esta
molécula possui uma cinética de precipitacdo significativamente rapida (no caso
da insulina bovina, verificou-se a manutengéao do estado de equilibrio logo a partir
dos primeiros 30 minutos ap6s a adicdo do sal). Assim, justifica-se que as
principais mudangas conformacionais nas moléculas na fase precipitado sejam
verificadas logo nos primeiros instantes da precipitacdo. Pode-se inferir que
possiveis mudancgas decorrentes das trocas de moléculas, por difusdo, entre a
fase precipitado e sobrenadante sejam minimas.

Considerando-se estes dados juntamente com o fato de que a lisozima,
com uma cinética de precipitacdo lenta, apresentou dificuldades em sua
ressolubilizacao apds o tempo de equilibrio, tendo sido ressolubilizada, no entanto,
quando submetida a um tempo de envelhecimento menor (3 h), pode-se especular
que o tempo de inducao e a cinética de precipitacdo sejam fatores limitantes no
que se refere a preservacao da estrutura nativa da proteina apos a precipitacéo
com o carbamato de amoénio. A principio, assumindo-se que as trocas difusivas
entre as fases precipitado e sobrenadante ap6s o equilibrio sejam minimas, a
decorréncia de um maior intervalo de tempo entre a adicdo do sal e a precipitacao,
implica em uma maior exposicao da proteina aos possiveis efeitos desnaturantes
do sal. Um fenémeno semelhante foi verificado por Mollmann et. al (2006) no
estudo de alteracbes estruturais de insulina apds adsorcdo em interface
hidrofébica (particulas de Teflon): para concentracbes de insulina abaixo da
supersaturacao do sistema (quando as cinéticas de adsorcao eram mais lentas)

observavam-se maiores perdas na estrutura secundaria da proteina (conforme



Resultados e Discussdes 72

vislumbrado por espectros de CD). Isto foi associado a um aumento no tempo
disponivel para a molécula em solugcdo se desenovelar e otimizar as interagdes

com a superficie hidrofébica.

Uma constatacdo mais precisa acerca deste comportamento s6 sera
possivel, em trabalhos futuros, apds a ressolubilizacdo e realizacdo de espectros
de CD com o precipitado da lisozima, bem como a realizacdo de espectros com a
fase sobrenadante ou com proteinas em concentracoes abaixo de sua
supersaturacdo. Podem, também, serem realizados estudos mais refinados de
verificacdo de estado de oligomerizagcdo e de desenovelamento de proteinas
como, por exemplo: Fluorescéncia, espalhamento de luz dindmico (DLS) e

estudos de calorimetria diferencial de varredura (DSC).

O quanto a modificacao estrutural observada no espectro de CD afeta a
atividade bioldgica da insulina é dificil de se afirmar. A quantificagcao pratica deste
efeito para a insulina s6 € possivel através de ensaios bioldgicos. Faz-se
nescessaria, também, a verificacdo de possiveis efeitos desnaturantes de sais
convencionais (como o persulfato de amdénio, por exemplo) e da técnica mais
comumente utilizada industrialmente para a precipitacdo de insulina (precipitagao
isoelétrica), de forma a se constatar o quao significativas sdo as modificagdes

conformacionais aqui observadas.
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CAPITULO 5

CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
5.1. CONCLUSOES

A primeira conclusao resultante deste trabalho é a de que a precipitacao de
proteinas por “salting out” com eletrdlitos volateis CO, — NH3, conforme realizado
por Watanabe (2004) para a tripsina suina, € extensivel a outras proteinas. Até
entdo ndo haviam relatos de qualquer outra proteina precipitada por este sistema
que ndo a tripsina suina. Um avango neste trabalho foi a realizagcado de estudos de
precipitacdo com proteinas com um maior grau de pureza: A tripsina suina
utilizada por Watanabe (2004) apresentava um grau de pureza inferior a 90%
enquanto que as proteinas utilizadas neste estudo apresentam graus de pureza
maiores ou iguais a 90%. Além disto, neste trabalho foi verificada a influéncia da
variavel temperatura, que nao havia sido verificada no trabalho acima

mencionado.

Novamente foi verificada a relevancia do paradmetro Ry neste tipo de
sistema: assim como observado por Watanabe (2004) para a tripsina suina, o
aumento da proporcao de amdnia no sistema (aumento da razdo Rpn) implicou
em menores eficiéncias de “salting-out”, com menores valores do parametro K’s.
Especula — se que este fendmeno seja devido a uma diminuicao na densidade de

cargas em solugcao com o aumento do Ruc.

A lisozima apresentou uma cinética de precipitacao lenta, com um tempo de
inducdo préximo a 10 h para as amostras com concentracbes de carbamato
préximas a 5 molal, e a decorréncia de um tempo de 48 h para que se alcancasse
o equilibrio; o que parece estar em concordancia com a literatura que cita uma
limitagdo na cinética de crescimento de cristais de lisozima, devido a uma baixa
difusdo da proteina na interface entre o seio do liquido e a superficie do cristal. J&
as insulinas bovina e suina ndo apresentaram um tempo de indugao mensuravel

pela técnica utilizada e apresentaram cinéticas de precipitacdo notoriamente
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rapidas, provavelmente ,devido as altas supersaturagdes e a forte tendéncia da

insulina para se oligomerizar.

Tanto para a lisozima quanto para a insulina suina, foi observado o
comportamento de solubilidade retrograda (queda da solubilidade com o aumento

da temperatura).

A lisozima mostrou uma transicdo em seu comportamento de “salting-out”
em temperaturas proximas a 20 °C. A literatura também cita mudancas na
solubilidade e no habito cristalino desta proteina em temperaturas préximas a 20
°C quando em solucbes salinas relativamente concentradas, estando estas
mudancas provavelmente relacionadas a modificagées conformacionais em sua
estrutura tridimensional em temperaturas proximas a esta. As mudancas nos perfis
das curvas de solubilidade da lisozima em temperaturas maiores ou iguais a 20
°C sugerem uma maior exposicao dos residuos hidrofébicos desta proteina nesta
faixa de temperaturas. Ja as insulinas, com forte tendéncia em formar oligdmeros,
apresentaram solubilidades muito baixas para as quais os parametros temperatura
e proporcao de amébnia apresentaram influéncias pouco significativas (insulina

suina) ou praticamente despreziveis (insulina bovina).

Apesar de diferirem apenas em dois residuos de aminoacidos as
insulinas bovina e suina apresentaram diferencas pequenas, mas significativas,
em seus comportamentos de solubilidade em sistemas com eletrdlitos volateis
CO2 — NHs. Este fendmeno € de interesse em Recuperacdo e Purificacdo de
Bioprodutos (RPB), pois sugere que é possivel, em principio, a separacao de duas
moléculas com massas moleculares muito proximas e propriedades fisico-
quimicas também muito préximas em um processo de precipitagdo com o uso de

sais volateis.

Foram observados indicios de efeitos desnaturantes do processo de
precipitacdo de proteinas com eletrdlitos volateis, em concordancia com as perdas
na atividade da tripsina suina observadas por Watanabe (2004): O precipitado de
lisozima, apds a decorréncia do tempo de equilibrio de 48 h, ndo se ressolubilizou
na solugéo de Tris — HCI 0,01 M, pH 9,8, na qual havia sido facilmente solubilizada

previamente. Ensaios de dicroismo circular (CD) com a insulina bovina mostraram
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perdas na estrutura secunddaria da proteina decorrentes da precipitacdo, sendo
estas alteracOes estruturais semelhantes as observadas para a insulina em outros
sistemas onde as interagdes hidrofébicas e a oligomerizagdo sao instigados. As
alteracoes observadas nos espectros de CD nado se intensificaram
significativamente com o tempo de envelhecimento apds a precipitacao (no
intervalo de 0 a 72 horas), mostrando que as principais mudancas na estrutura
secundaria da insulina bovina ocorreram no momento da precipitacdo, sendo
minimas as mudancas decorrentes da troca de moléculas por difusdo entre o
precipitado e o0 sobrenadante ap6s o equilibrio. Em conjunto, os dados
relacionados a ressolubilizagdo da lisozima e aos espectros de CD da insulina
sugerem que proteinas que se precipitam com cinéticas mais rapidas podem
sofrer menores perdas estruturais que aquelas com cinéticas mais lentas. Se este
fenbmeno for regra geral, o controle da supersaturagdo do sistema e,
consequentemente, da cinética de precipitagdo, pode ser um fator limitante para a

recuperacao do produto ativo.

5.2. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
Sugere-se a partir dos resultados apresentados nesta dissertacao:

a) Realizar os mesmos ensaios para outras proteinas com variadas
caracteristicas fisico-quimicas (diferentes medidas de hidrofobicidade, massa
molecular, potencial zeta, momento dipolo, etc) de forma a que se possa, no
futuro, elaborar uma modelagem mais refinada sobre o efeito do sal volatil no
“salting-out” de diferentes proteinas. Para se modelar melhor os efeitos de
“salting-out” de eletrélitos volateis com proteinas de diferentes éareas
superficiais  hidrofébicas (®), pode-se realizar estudos sistematicos
comparando-se os valores de K's com medidas indiretas da hidrofobicidade

superficial como, por exemplo, retencao em coluna hidrofébica.

b) Realizar estudos em outras temperaturas e em outros Rye, a fim de se
mensurar com maior precisdo o efeito destes paradmetros na precipitacao de

proteinas.
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c)

Através da comparagdo dos graficos de Cohn, elaborar e executar
experimentos de precipitacdo fracionada de proteinas com sais volateis, como
estratégia de RPB.

Realizar estudos das caracteristicas morfoldégicas e cristalograficas do
precipitado das proteinas em diferentes condigdes, sobretudo, para o
precipitado da lisozima na faixa especifica de temperaturas em que ocorre a
mudanca no comportamento de “salting out”, e que se especula tratar - se de
uma transicdo de habito cristalino. Realizar também estudos de cristalizacédo
em “gota suspensa”, de forma a se controlar melhor as caracteristicas dos
cristais e se estudar o potencial do uso de eletrdlitos volateis CO, — NH3 para

estudos de cristalografia de proteinas.

Realizar estudos detalhados de dicroismo circular, juntamente a outras
técnicas que permitam verificar a estrutura, estado de oligomerizacédo e
estabilidade estrutural de proteinas (estudos com fluorescéncia, espalhamento
de luz dindmico (DLS), calorimetria diferencial de varredura (DSC), dentre
outros) para a lisozima e para a insulina, bem como outras proteinas a serem
precipitadas com sais volateis, quando precipitadas em diferentes
temperaturas e Rpnc. Estes estudos podem ser realizados tanto para o
precipitado ressolubilizado, quanto para o sobrenadante e para solucdes
contendo proteina e sal em concentracdes abaixo da supersaturacao, de forma
a se elucidar melhor os efeitos dos eletrélitos volateis e da precipitagdo na
estrutura e na estabilidade estrutural protéica.

Realizar estudos de atividade bioldgica das proteinas recuperadas e comparar
com os estudos estruturais citados em “e”.
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ANEXO

DICROISMO CIRCULAR E ESTRUTURA SECUNDARIA DE
PROTEINAS - FUNDAMENTOS BASICOS

A espectroscopia por dicroismo circular (“circular dichroism” — CD) mede a
diferenga de absor¢cdo na luz circularmente polarizada de forma levogira e
destrogira quando esta passa através de uma amostra contendo substancias
quirais ou oticamente ativas (Wallace e Janes, 2001). O espectro na faixa de
comprimentos de onda do ultravioleta distante (de cerca de 190 a cerca de 250
nm) prové informacdes acerca das estruturas secundarias de cadeias

polipeptidicas e proteinas.

O espectro de CD surge a partir de transicoes eletronicas entre os estados
fundamentais e excitados dos orbitais moleculares. Para proteinas, o principal
cromdéforo no UV distante € o grupo amida das ligacdes polipeptidicas, ocorrendo,
também, pequenas contribuicées de outros grupos (destacando-se dentre estes o
grupo sulfidrila dos residuos de cisteina). Variagbes na estrutura secundaria da
proteina implicam em variagbes na orientacao espacial e na energia envolvida nas
transicbes eletrbnicas destes grupos. Desta forma, ocorrem também
deslocamentos no comprimento de onda absorvido, mudancas no sinal dicréico
(positivo ou negativo, conforme a absorcao de luz em um dado comprimento de
onda se dé na forma levégira ou destrdgira, respectivamente) e na intensidade da
absorgéo, caracterizando, assim, o espectro dicréico no ultravioleta distante para
uma determinada amostra protéica (Woody, 1996) (Figura A2): para a-hélices, a
banda negativa a aproximadamente 222 nm é a transicdo n—n*, e as bandas
positiva e negativa préximas a 190 nm e 208 nm, respectivamente, sdo os picos
de excitagado perpendicular e paralela para a transi¢éo n,—n* (onde n representa o
orbital molecular nao ligante do grupo amida e n, € n* sdo os orbitais moleculares

n ligante e antiligante, respectivamente, para o mesmo grupo). Para folhas f, a
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banda negativa a 215 nm é a transicado n—n*, e as bandas positiva e negativa a
aproximadamente 198 e 175 nm, respectivamente, sdo as transi¢cdes n,—n*. Para
estruturas helicoidais do tipo poliprolina — Il (estrutura secundaria encontrada na
natureza em algumas poucas proteinas fibrosas, destacando-se dentre elas as
moléculas de colageno), a banda positiva a aproximadamente 220 nm é a
transicdo m,—n* paralela, e a banda negativa a aproximadamente 200 nm é a
transicdo n,—n* perpendicular, enquanto que a transicdo n—n* ndo é visualizada.
Assim, o espectro de dicroismo circular se torna um instrumento deveras util na

elucidacéao e na verificacdo de mudancas da estrutura secundaria de proteinas.
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Figura A2. Espectros de dicroismo circular de luz sincronton para proteinas com
estruturas secundarias constituidas basicamente de: o - hélices (o -H)
(mioglobina, em vermelho); folhas B (B -S) (concanavalina, em azul) e hélice do
tipo poliprolina - Il (Poli — Il) (colageno tipo IV, em amarelo). Sdo visualizadas
diferencas substanciais no espectro na faixa do UV distante (cerca de160 a cerca
de 260 nm). Fonte: Wallace e Janes (2001).

O sinal emitido no dicroismo circular para uma determinada amostra em um
dado comprimento de onda é dito elipcidade dicréica (0) e € uma medida indireta
da diferenca de absorgdo entre a luz circularmente polarizada levégira e
destrdgira. Os valores de elipcidade, quando corrigidos pela concentragdo molar
da amostra, o numero de residuos de aminoacidos e o caminho ético, geram os

valores de elipicidade molar ([6]), que sao utilizados na comparag¢ao dos espectros
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de diferentes amostras ou diferentes condi¢des. Esta correcdo é feita, usualmente
através da Equacao A2:

[0]=_6 (A2)
10CR/

em que C é a concentracdo molar de proteina, R € o nimero de residuos de
aminoacidos, | é o caminho 6tico em cm e 10 é um fator de correcao (Wood,
1996).



