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RESUMO

A express&o em plantas transgénicas € potenciaimente uma das formas mais
econdmicas de produgdo em larga escala de peptideos e proteinas de emprego
farmacéutico. Dentre as vaniagens est&o a capacidade de estocagem da
biomolécula por longo periodc em sementes, o baixo custo de producdo e
escalonamento (basta aumentar a area plantada) e ¢ pequeno risce de
contaminagdo por agentes patogénicos aos humanos. Contudo, existem poucos
trabalhos visando a avaliar o potencial das plantas transgénicas do ponto de vista da
recuperacao e purificacdo de biomoléculas (RPB) em larga escala. Neste trabaiho
foi estudada a recuperacéo e purificacdo de aprotinina recombinante, um inibidor de
proteases utilizado como farmaco, produzida em sementes de milho fransgénico.
Mais do que desenvolver metodologias de purificagcdo de uma proteina especifica,
este trabalho objetivou contribuir com novos conhecimentos sobre a utilizacgo da
planta de mitho como biorreator. Condicdes de extragéo visando a maximizag@o da
eficiéncia de extracdo da aprotinina recombinante e minimizacdo da extrag&o de
impurezas foram estudas. Destes estudos, a condi¢cdo de extragéo a pH 3,0 e forga
ibnica de 200 mM foi a que se mostrou mais adequada. A aprotinina recombinante,
juntamente com um inibidor de tripsina naturalmente encontrado em sementes de
milho (inibidor de tripsina do milho — ITM) foi capturada do extrato aquoso da
semente através do uso de cromatografia em resina de agarose com ftripsina
imobilizada. Duas diferentes rotas cromatograficas foram empregadas para a
separagdo entre os inibidores e purificaco final da aprotinina: cromatografia em
resina agarose-IDA-Cu** e cromatografia em resina SP Sepharose. A confirmagdo
da purificac@o da aprotinina recombinante foi realizada através de seqlienciamento
N-terminal, SDS-PAGE e HPLC, sendo que este ultimo método de analise indicou
que purezas t&o elevadas quanto 97% foram alcancadas. Uma vez que o ITM
também foi purificado, o processo aqui estudado tem como vantagem a possibilidade
de sua co-producdo. Finalmente, os resultados deste trabalho vem corroborar com

pesquisas anteriores que indicam o potencial do uso de plantas como biorreatores.



ABSTRACT

Expression in transgenic plants is potentially one of the most economical
systems for large-scale production of valuable peptide and protein products.
Advantages of the use of plants as bioreactors include the low cost of growing a
large amount of biomass, easy scale-up (increase of plant acreage), natural storage
organs (seeds and tubers), and the reduced risk on propagating human or animal
pathogens. However, the downstream processing of recombinant proteins produced
in plants has not been extensively studied. In this work, we studied the extraction
and purification of recombinant aprotinin, a protease inhibitor used as a therapeutic
compound, produced in transgenic corn seed. More than just studing the recovery
and purification of a recombinant protein, the aim of this work was to add new
information about the use of transgenic corn as bioreactor. Conditions for extraction
from transgenic corn meal that maximize aprotinin concentration and its fraction of
the total scluble protein in the extract were determined as pH 3.0 and 200 mM NaCl.
Aprotinin in this extract, together with a native comn trypsin inhibitor (CTl) was
captured using a trypsin-agarose column. These two inhibitors were separated by
using two different approaches: immobilized metal ion affinity chromatography -
IMAC (agarose-IDA-Cu™ resin) and cation-exchange chromatography (SP
Sepharose resin). The high purity of the recombinant aprotinin was verified by SDS-
PAGE and N-terminal sequencing. Reverse phase HPLC analysis of the recombinant
aprotinin purified by IMAC suggested a purity as greater as 97%. Since CTl was also
purified, the recovery and purification process studied has the advantage of possible
CTI coproduction. Finally, the work presented here introduces additional information
on the recovery and purification of recombinant proteins produced in plants and

corroborates with past research on the potential use of plants as bioreactors.
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NOMENCLATURA

BapNA — benzoll arginina p-nitroaniling;

¢* — concentracao de soluto na fase liquida em equilibrio com a fase soélida;

CTNBio ~ Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca;

DPA — adenosina difosfato

DPU — uridina difosfato

EIA-Rima - relatério de estudo de impacto ambiental;

HPL.C — cromatografia liquida de alta performance;

IDA - acido iminodiacético;

IDEC - Intitutc Brasileiro de Defesa do Consumidor;

IMAC — cromatografia por ion metalico imobilizado;

ITM — inibidor de tripsina de milho;

Kq — constante de dissociagdo efetiva que descreve o equilibrio da reacgéo de
adsorcdo (em unidade de concentracio);

NTA -~ acido nitrilotriacético;

OGM — organismo geneticamente modificado;

ONG — Organizacio Nao Governamental;

PMSF - fluoreto de fenilmetanosulfonila;

g* — quantidade de soluto adsorvido no equilibrio por unidade de massa ou
volume de adsorvente;

gm — capacidade maxima do adsorvente em adsorver o soluto expressa em

massa de soluto por unidade de massa ou volume de adsorvente;

RPB - recuperacao e purificaco de bioprodutos;

SDS-PAGE - eletroforese em gel de poliacrilamida contendo o detergente
dodecil sulfato de sddio;

TED - tris carboximetil etilenodiamina;

TEPA ~ tetraetilenopentamina;

TPCK — fenil-tosil-cetona.
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Introducéo

CAPITULC 1

INTRODUCAC

1.1. Escopo

O escopo deste trabalho € a aplicacdo de principios de Engenharia Quimica
para o desenvolvimento de um processo de producdo em larga escala de um
bioprodute, apds a sintese do mesmo em um sistema especifico, através do uso de
operacgdes unitérias especificas de Recuperacéo e Purificacdo de Bioprodutos (RPB.
ou “dowstream processing’). insere-se em éarea de ponta dentro da Biotecnologia
gue e a ulllizacdo de plantas geneticamente modificadas para & producdo de
proteinas de uso farmacéutico, agricole ou industrial, ou seja, plantas como
biorreatores. Trata-se de trabalho pioneiro no Brasil na area de RPB de proteinas
recombinantes produzidas em plantas transgénicas, componente de uma linha de
pesaquisa do Laboratoric de Engenharia de Bioprocessos — LEBp — da Faculdade de
Engenharia Quimica da Unicamp, coordenado peio Prof. Dr. Everson Alves Miranda.
Esta pesquisa foi desenvolvida no LEBp com a co-orientacdo do Prof. Dr. Zivko L.
Nikolov da lowa State University, Ames, lowa, e ProdiGene inc., Coliege Station,
Texas, EUA, onde parte dos estudos foram realizados. Novos irabalhos nesta linha
de pesquisa estdc sendo desenvolvidos no LEBp, desta vez com a colaboragdo do
Prof. Dr. Adilson Leite do Centro de Biologia Molecular @ Engenharia Genética
(CBMEG) da Unicamp.

1.2. A Aprotinina e Suas Aplicagles
A aprotinina € um inibidor aspecifico de serino-proteases que foi isolado pela
primeira vez por Kunitz e Northrop (1938) a partir de exiratos de tecido pancreatico

bovino. Chamado de “pasic” ou “bovine pancreatic irypsin inhibitor” (BPTH, a
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aprotinina também fem sido isolada a parlir de tecido linfatico, de figado e de puiméo
bovino, sendo este ultimo a principal fonte comercial da aprotinina {Kassel, 1970}
Trata-se de uma pequena proteina altamente soldvel, com massa molecular préxima
de 6,5 kDa & formads por 58 residucs de aminoacidos em uma unica cadeia
nolipeptidica (Figura 1.1). A gprotinina possui ac&o inibidora sobre variada gama de
serino-proteases como ripsina, guimotripsing, plasmina, trombina e calicreina. Desta
ampla capacidade inibidora decorre uma aplicacdo de aprotining em biotecnclogia:
protecBo de proteinas recombinanies da a¢8c de proteases como aquelas

produzidas por culiura de células de mamiferos (Norris e colaboraderes, 1980).

Figura 1.1 — Seqléncia de amincdcidos da aprotinina e posicdes das pontes de
dissulfeto (indicadas em vermsihc pelo posicionamento das cisteinas na cadeia).
Fonte: informativo Bayer-Trasylol.

Estudos realizados nas décadas de sessenta e setenta utilizando aprotining
como farmaco no tratamento de casocs agudos de pancrestite & em situacbes com
aumenioc de atividade enzimatica € inflamatéria como ¢ chogue hemorragico-
traumatico, situagtes de hiperfibrindlise e coagulopatia, levaram a resultados
contraditérios. No entanto, recentemente, a aprotining tem sido utilizada com

SUCESSO em cirurgias em que o usc de circulacdo exiracorpbres se faz necessario.
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Constatou-se que a sua aplicacdo durante a cirurgia é capaz de diminuir
sensiveimente as perdas sanguinias no poés-operatério e, conseqlentemente, o
consumo de hemoderivados (Carrera e colaboradores, 1993), sendo atualmente
utitizada rotineiramente por muitos centros de tratamento a doengas cardiacas na
Europa (Baufreton e colaboradores, 1996). Estudos ainda mais recentes (Capdevila
e colaboradores, 1998; Beath e colaboradores, 2000) apontam vantagens na
-utilizacgo de aprotinina também em cirurgias ortopédicas de grande porte, pelas
mesmas razbes apresentadas por Carrera e colaboradores. Em uma pesquisa
realizada em Novembro de 2001, em uma Unica base de dados da area médica
(PubMed), foram apontadas 90 publicagbes nos anos de 2000 e 2001 envolvendo

estudos de utilizacdo da aprotinina como farmaco.

1.3. Producéo de Proteinas Recombinantes em Plantas Transgénicas

Plantas capazes de expressar genes transferidos de outros organismos s&o
chamadas de plantas transgénicas e as proteinas, produtos destes genes, séo
chamadas de proteinas recombinantes ou heterblogas. A expressao de peptideos e
proteinas em plantas transgénicas € potenciaimente um dos meios economicamente
mais atraentes para produgdo destas moleculas em larga escala, seja para
finalidades industriais ou farmacéuticas. As vantagens deste sistema incluem baixo
custo de producdo {pelo plantio em larga escala), facilidade de aumento de escaia
(através do aumento da area plantada), existéncia de 6rgdos naturais de estogue de
proteinas (sementes), e procedimentos de colheita e estocagem estabelecidos
(Whitelam e colaboradores, 1983; Kusnadi e colaboradores, 1997). Ao contrério de
outros sistemas de express&o, como cultura de células animais ou animais
transgénicos, n&o se conhece patégenos de plantas capazes de infectar animais, de
modo que a utilizac&o de plantas para a produgéo de proteinas de uso farmacéutico
apresenta baixo risco de contaminagdo para humanos (Leite, 2001). Além disso, ao
serem utilizadas plantas como biorreatores, existe a possibilidade de “co-producéo”
de componentes naturais da planta, 0 que pode auxiliar a viabilidade econdmica do

processo € a minimizacdo de rejeitos (Kusnadi e colaboradores, 1997; Giddings e
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colaboradores, 2000). Como desvantagens, estdo a complexidade dos mecanismos
de expressdo e acumulo das proteinas recombinantes, o relativo baixo nivel de
expressdc € 0 pequenc ndmerc de trabathos visando a agvaliar o potencial do
emprego deste sistema para a produgdo em larga escala de proteinas
recombinantes, principalmente do ponto de vista da complexidade ou ndc das
etapas de recuperacio e purificacao.

Desde o primeiro estudo onde uma primeira planta, tabaco, foi modificada
geneticamente (Fraley e colaboradores, 1983), um consideravel esforco tem sido
direcionado para o desenvolvimento de sistemas confiaveis de transformacac e
vetores de expressdo a fim de atingir-se altos niveis de expressdc génica e
concentracéo da proteina recombinante em tecidos especificos de plantas. Proteinas
recombinantes, inciuindo anticorpos monocionais, neuropeptideocs, albumina de soro
humano, peptideos antibacterianos e enzimas industriais como a a-amilase tém sido
produzidas em diversas espécies de plantas transgénicas como tabaco, batata,
milho, alfafa, canola e soja (Kusnadi e colaboradores, 1997; Peeters, 2001). Agora
que a transformagdo de iubérculos, leguminosas e cereais esta se tornando
rotineira, a escolha da espécie para a produg¢ac de proteinas heterdlogas pede ser
baseado na capacidade que a planta possua para acumular as proteinas
recombinantes de interesse, processamento pos-tradugdo apropriado e estabilidade
da proteina recombinante, além da disponibilidade de métodos para a extracéo e
purificacéo desta proteina (Peeters, 2001).

Existem muitos exemplos do sucesso das fécnicas de expresséo e
processamento pés-traducéo de proteinas recombinantes resultando em moléculas
em sua forma ativa, demonstrando que proteinas recombinantes podem ser
produzidas em uma variedade de espécies de plantas apesar de 0s mecanismos de
processamento, acumulo direcionado a tecidos especificos e estabilidade n&o
estarem ainda completamente compreendidos ou ofimizados (Kusnadi e
colaboradores, 1997). Nestes estudos, ©s niveis de acumulo da proteina
recombinante variaram bastante: de niveis baixos como 0,0003% da proteina sollvel

da semente de tabaco até niveis t8o altos quanto 6% da proteina soluvel da semente
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de milho (Kusnadi e colaboradores, 1997). S&o, atuaimente, considerados
“adequados”, niveis de expressdo da ordem de 1%.

A primeira enzima de uso indusirial produzida por esta tecnologia foi uma o-
amilase, a partir de folhas e sementes de fabaco iransgénico. A enzima foi
acumulada em espaco extra-celular, atingindo niveis entre 0,2 e 0,3% da proteina
total da semente e folha, respectivamente (Pen e colaboradores, 1992).
Diferentemente da o-amilase produzida em microorganismos, a enzima
recombinante foi glicosilada mantendo, contudo, sua atividade. Esta mesma enzima
foi também expressada em alfafa, mas o nivel de produ¢do nao foi reportado (Austin
e colaboradores, 1894). No Brasil, Leite e colaboradores (2000) expressaram, com
sucesso, hormdnio do crescimento humano em sementes de iabaco. O nivel de
express@o alcancado foi de aproximadamente 0,16% da proieina solivel. Este
mesmo grupo vem atualmente conduzindo pesquisa para a produ¢é&o do horménio
em sementes de miltho transgénico (Leite e colaboradores, 2001).

No que diz respeito a producdo comercial de proteinas recombinantes, as
. empresas Bristol Myers e Agracetus (Winsconsin, EUA) foram das primeiras a unir
esforgos no sentido de produzir anticorpos monoclonais {anticorpo BR-96 acoplado
a droga doxorubicina) em sementes de soja (Chemical Engineering News, 1894). O
trabaiho conjunto de pesquisa entre a Universidade Estadual de lowa (com a
participacao do Prof. Dr. Zivko L. Nikolov), e as empresas ProdiGene Inc. e Sigma
Chemicals Co. {EUA) levou ao desenvolvimento de processos de recuperagdo e
purificacdo das proteinas avidina e B-glicoronidase recombinantes produzidas em
sementes de milho ftransgénico (Hood e colaboradores, 19897, Kusnadi e
colaboradores, 1996). Ambas as enzimas foram produzidas e purificadas em larga
escala e sado atualmente comercializadas pela Sigma como reagentes para
pesquisa. Muitas empresas de biotecnologia estéo atualmente patenteando sistemas
de expressado e desenvolvendo testes clinicos para colocar nc mercado os primeiros
produtos de emprego farmacéutico produzidos em plantas transgénicas, sendo que
ja existe no mercado um produto de emprego farmacéutico deste tipo, a hirudina,

disponivel comercialmente no Canada (Giddings e colaboradores, 2000).



introdugéo

1.4. Colocacgao do Problema

A capacidade de recuperar e purificar proteinas recombinantes e o custo
envolvido neste processo foram problemas subestimados por aqueles gue avaliaram
¢ potencial destes bioprodutos primeiramente produzidos utilizando culturas de
células. O mesmo cenario esta se desenvolvendo para a produgio de proteinas em
plantas transgénicas, pois consideravel esforge vem sendo realizado no sentido de
compreender e otimizar mecanismos de expressdo e aumento de rendimento, mas
nac existe esforgo correspondente no sentido de identificar e resolver probiemas
relativos & recuperacao e purificagdo do produto (Kusnadi e colaboradores, 1998).
Percebe-se, a partir de uma analise dos trabalhos existentes na literatura, gue nao
hé estudos sistematicos de recuperacao e purificacac de proteinas produzidas em
plantas transgénicas, e esta faita de estudos na area ainda torna incerta a analise
do potencial econdmico deste sistema, apesar de alguns exemplos comerciais de
sucesso. Pouco se estudou da etapa de extragdo (cinética, tamanho da particula,
pH, forga idnica, entre outros fatores) e da etapa de purificacdo, principaimente no
que se refere & utilizacdo de processos passiveis de serem empregados em larga
escala. No caso da aprotinina recombinante produzida em semente de milho, os
estudos realizados até o momento (Zhong e colaboradores, 1999) foram centrados
na transformacgao da pianta e viabilidade do cassete de expressdo utilizado. Muito
pouco se estudou da recuperacao e purificacdo, sendo que esta foi realizada apenas

visando a caracterizacao da aprotinina recombinante.

1.5. Objetivo e Relevancia

A pesquisa realizada teve por objetivo o estudo da recuperacéo e purificagcéo
da aprotinina recombinante produzida em sementes de milho transgénico. Por ser
uma etapa critica do processo de recuperagao e purificacdo, a extracio foi estudada
em detathes. Avaliou-se 0 efeito de variaveis de extracdo como tempo, pH e forca
idnica sobre a qualidade do exirato, no que diz respeitc a extracdo da molécuia
recombinante e de impurezas na forma de outras proteinas, carboidratos, compostos

fendlicos e lipideos, avaliando-se condigbes mais adequadas para a extracio
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preferencial da aprotinina recombinante. Uma vez conhecido o comportamento da
semente de milho frente as diferentes condicbes de extragdo, propds-se ainda
avaliar a possibilidade do estabelecimento de diferentes rotas de purificacéo a partir
do extrato da semente, passiveis de utilizacdo em escaia comercial, avaliando-se a
pureza do produto a cada etapa. Neste sentido, avaliou-se 6 emprego da técnica de
cromatografia de afinidade, explorando sua alia especificidade de separacdo. As
técnicas de cromatografia em ion metalico imobilizade (IMAC) e troca idnica tambeém
foram estudadas, devido ac amplo potencial de emprege, em pequena e larga
escala, e relativo baixo custo destas resinas. Com isso, mais do que desenvolver
metodoiogias de purificagdo de uma proteina especifica, o que se justifica, pois esta
& uma proteina de alto valor {US$ 3.700,00 por grama, prege FOB da aprotinina grau
reagente, EUA) e utilizacBo nobre, pretendeu-se coniribuir para a avaliagcdo de
plantas como biorreatores em geral e, mais especificamente, pretendeu-se
acrescentar conhecimentos sobre a semente de milho come fonte de matéria prima

de um trem de operacgbes de RPB.

1.6. Apresentacao do Trabalho

A apresentacao deste trabalho segue ¢ modelo de apresentagdo formal de
teses e dissertacbes indicado pela Universidade Estadual de Campinas, que se
compGe, basicamente, de capitulos destinados a introdugéo, reviséo da literatura
contendo informacdes atualizadas relativas ao tema do trabalho, materiais e
metodologias utilizados, resultados e discussdes, conclusbes, sugestbes para
proximos trabalhos e referéncias bibliograficas. Visando a maior clareza na
apresentacdo dos resultados e discussdes, decidiu-se por dividir este topico em
quatro diferentes capitulos, em fun¢éo dos vérios assuntos tratados e da extensao
do texto: 1) Estudos de Estabilidade e Distribuicdo da Aprotinina e ITM (inibidor de
tripsina de milho), i) Estudos de Extragdo, II) Estudos de Adsorcao em Tanques
Agitados e IV) Estudos de Purificagdo Cromatogréfica da Aprotinina Recombinante.
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CAPITULO 2

REVISAQ DA LITERATURA

O presente capitulo tem ¢ intuitoc de apresentar uma revis@o sobre a producéo
de proteinas recombinantes em plantas transgénicas e, mais especificamente, trazer
informacdes sobre a recuperacdo e purificacdo de aprotinina de fontes naturais e
transgénicas. O capitulo também apresenta informacsbes sobre a semente de mitho,
quanto a presencga de proteinas, inibidores de protease e outros compostos cuja
presenca pode, de alguma forma, influenciar os estudos em andamento. Finalmente,
apresenta-se uma breve descricB0 sobre a adsorgéo de proteinas em matrizes
solidas, principio basico das mais variadas técnicas de cromatfografia em coluna,
operacéo unitaria empregada neste trabalho. Esta revisdo néo tem a intencéo de
explorar de maneira exaustiva e completa os tdpicos aqui abordados, mas sim
fornecer ou apontar os conhecimenios basicos necessarios & compreensioc e

elaboragéo deste trabalho.

2.1. Plantas Transgénicas: Aspectos Legais e de Seguranca

Os recentes avancos da tecnologia de DNA recombinante tém revolucionado
o cultivo de plantas e possibilitado a recombinagéo genética com a introducéo de
genes das mais variadas origens visando, principalmentie, a melhoria do
desempenho agrondmico. Entre as modificagbes ja desenvolvidas utilizando-se
técnicas de biologia molecular encontram-se a resisténcia a virus, bactérias, fungos,

insetos, tolerancia a varias formas de estresse, e mais recentemente, a utilizacao de
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plantas como biorreatores para a producdo de proteinas de emprego industrial ou
farmacéutico (Leite, 2001). A liberac@o, em alguns paises, do plantio e consumo
animal e humano de plantas gensticamente modificadas iém suscitado debates
acirrados por parte da sociedade. O principal ponto dessa discussao diz respeito as
evidéncias cientificas — ou a auséncia ~ de eventuais impactos dos produtos
transgénicos & saude humana e animal, e também g0 meio ambiente. Neste
contexto, tem ficado clara & necessidade do estabelecimento, por parte da
sociedade, de Orgéos reguladores responsaveis por garantir sua seguranga. A
biosseguranca visa precisamente ac estabelecimento de mecanismos de protecao
da sociedade quanto ao uso da moderna biotecnologia, seja em escala laboratorial
ou testes de campc em larga escala, gue possam implicar em risco biolbgico,
provocar impactos ambientais indesejaveis cu conseqgléncias negativas para a
saude humana (Scholze, 2002). A aprovag@o, por exempio, de um plantio em escala
comercial de uma nova linhagem transgénica é resultado de varios anos de
pesquisa e testes de Ilaboratério e de campo visando a avaliagdo de seu
desempenho. Todo esse processo deve ser realizado dentro de normas -
estabelecidas de biosseguranca, gue dependem do sistema regulatéric de cada
pais.

No Brasil, o orgéo federal responsavel por assegurar a adequacao das
pesquisas envolvendo a biotecnoiogia moderna e reguiar a liberagéo de organismos
geneticamente modificados (OGM's} é a Comissdc Técnica Nacional de
Biosseguranca (CTNBic). Criada com a aprovagcdoe da chamada “Lei de
Biosseguranca” de 1995 (Lei n° 8.974/95), a CTNBio € composta por 18 membros
titulares e seus suplentes, entre os quais especialistas indicados pela comunidade
gcadémica. A comiss&o analisa caso a casc os pedidos de certificagdo em
biosseguran¢a de laboratérios, de testes em campo ou ainda a liberac@o de OGM’s.
No caso de liberacéo para testes ou plantic comercial, cabe ao solicitante ¢ énus de
demonstrar a biosseguranca do OGM em questdo. Uma vez aprovado, a
fiscalizacdo da atividade ¢ de responsabilidade dos Ministérics da Agricultura,

Saude, Meio Ambiente e Ciéncia e Tecnologia.
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Até o momento, a CTNBio aprovou o plantio para comercializac&o, inclusive
para consumo humano, de um unico OGM: a soja “Roundup Ready” da Monsanto
{Escobar, 2002). Contudo, a liberacio foi suspensa na Justica por agio do Instituto
Brasileiro de Defesa do Consumidor (IDEC) e da Organizagio Nao Governamental
Greenpeace, movida contra o governo federal. A agdo condiciona a liberagéo de
quaiquer OGM & realizacdo de um estudo de impacic ambiental (ElA-Rima) e a
elaboragéo de normas para a avaliacio de riscos a saude e a rotuiagem desses
produtos (Escobar, 2002). Pelas normas atuais, a CTNBio pode ou ndo exigir o ElA-
Rima para a liberag&o de um determinadoc OGM. No caso da soja da Monsanto, o
orgao julgou que o ElA-Rima n&o era necessario, com base nas extensas pesquisas

internacionais e nacionais envolvendo o referidc OGM.

2.2, Estratégias para a Utilizagao de Plantas como Biorreatores

Segundo Leite (2001), a produgéo de proteinas recombinantes em plantas
pode ser feita por duas diferentes estratégias. A primeira delas baseia-se na
utiizacdo de virus de RNA fita simples, que ocorrem naturalmente em plantas.
Neste caso, o gene que codifica a proteina recombinante de interesse é
primeiramente integrado ao genoma de virus que, ao infectar a planta de interesse,
promove sua auto-replicac@o e expressdo de seus genes, incluindo o gene que
codifica a proteina recombinante. A expressao da proteina € transitdria, pois néo
existe integracdo estavel do gene estrangeiro ao genoma da pianta e a recuperacdo
e purificag@o da proteina recombinante pode ser feita a partir de extratos dos tecidos
infectados.

Na segunda estratégia, ¢ gene que codifica a proteina de interesse é
integrado ac genoma da planta, 0 que permite a expressé&o permanente e a
transferéncia desta caracteristica a progénie da planta transformada. Neste caso, o
gene gue codifica a proteina de interesse € incluido em um cassete de expressaoc,
gue contém enire outras seqléncias, um promotor e um gene de selecéo,
codificador de uma proteina gue confere resisténcia a um antibidtico ou a um

herbicida. O “cassete de expressao” é, entdo, transferido a um vetor apropriado, que

11
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depende do método de transformacdo utilizado (ex., agrobactéria) que integrara as
sequéncias estrangeiras ao genoma da planta. A utilizacdo de um meio de cultura
contendo ¢ agente seletive (antibidtico ou herbicida) limitara o crescimenic de
células ndo transformadas. O tecide selecionado é, entdo, regenerado na forma de
piantas, que s&o avaliadas quanto a presencga do gene e da proteina de interesse, ©
primeiroc através de técnicas como PCR ("polymerase chain reaction”) e hibridacdo
{(Southern biof), € o segundo através de testes bioguimicos & imunoensaios
especificos (Leite, 2001). A Figura 2.1 apresenta as diversas etapas envolvidas

nesta estratégia.
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Figura 2.1 — Producao de proteinas recombinantes em plantas atraves da express&o
de genes integrados ao genoma. Fonte: Leite (2001).

Esta estratégia é geralmente mais trabalhosa e demorada que a mediada por
virus, contudo, apresenta maior versatilidade, uma vez que a expresséo da proteina
de interesse pode ser dirigida para tecidos especificos das plantas (ex., sementes)
enquanto que nos sistemas virais a proteina recombinante sera acumulada
obrigatoriamente nas folhas {Leite, 2001). Por apresentarem alta concentracdo de
agua e atividade hidrolitica, prejudiciais a estabilidade de proteinas, as fothas néo

constituem o6rg@os adequados ac acumulo de proteinas recombinantes. As

iz
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sementes, pelo contrario, possuem baixa conceniracdo de agua e geralmente ndo
requerem condicdes especiais de estocagem, sendo mais adeguadas a esie
acumulo.

Quirc pontoc importante relacionado 2 iécnica de integragdo génics,
principaimente no caso de producdo em larga escala de proteina recombinantes, e ©
desempenho agronbmice das plantas transformadas. Como a linhagem da planta
modificada geneticamente, capaz de expressar a proteina de interesse, pode nio
apresentar necessariamente boas caracteristicas agrondmicas em termos de
produtividade de sementes por area plantada, faz-se necessario a utilizacdo de
técnicas de methoramenio, por exemplo, retro-cruzamento, com linhagens cujos

desempenhos em campo sejam mais adequados.

2.3. Produgdo de Aprotinina Recombinante em Semente de Milho

O milho (Zea mays) € uma plania de cultivo versatil, que @ passou por
inGmeros meihoramentos genéticos ac longo da histéria. Por ser extensivamente
estudada, inclusive com relagdo a técnicas de manipulacéoc genetica, e proporcionar
bom desempenho agrondmice e baixos custos de producdo, a expressdo de
proteinas recombinantes em semente de milho surge como uma &tima alternativa
para producéo comercial de farmacos (Kusnadi e colaboradores, 1997).

A transformacao do milho para a producéo da semente contendo a aprotinina
recombinante utilizada neste trabalho foi realizada de forma semelhante 3 ilustrada
na Figura 2.1, sendo o procedimento detalhadamente descritc por Zhong e
colaboradores (1999). A expressdo da seqgléncia que codifica a aprotinina foi
dirigida pelo promotor do gene constitutivo que caodifica a ubiguitina em miltho, ©
mesmo promotor gue resultou no acumulo de altos niveis de B-glicoronidase
{(Kusnadi e colaboradores, 1996) e avidina {(Hood e colaboradores, 1997) em gérmen
de mitho. A linhagem de milho utilizads foi a "Hi-ii” e a transformacéo foi efetuada
utilizande-se bombardsamento por micro-particulas. Como esperado, o acumulo da
gprotinina recombinante ocorreu principalmente no gérmen, alcangando niveis

proximes de 0,07% da profeina solUvel da semente extraida a pH 7.0 (Zhong e
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colaboradores, 1999). Informacbes recentes dizem que ¢ nivel de expresséo da
aprotinina na semente de milho ja alcancou valores 20 vezes maiores (Zivko L.

Nikolov, comunicacac pessoal).

2.4. A Semente de Milho e seus Principais Componentes

A planta de milho {Zea mays) € uma monocotileddnea de cicle de cultivo
anual, sendo cultivada em todo o mundo, movimentando um valor glcbal anual
estimado em US$ 40 bilhdes (Carneiro e colaboradores, 2000). E utilizada como
alimento para consumo hurmnano, animal e como matéria-prima de inumeros produtos
industrializados.

A semente do mitho € uma cariopse, que consisie de pericarpo, endosperma,
embriic e peduncule (Figura 2.3). O pericarpo constitul 2 camada externa da
semente e @ derivado da parede do ovario, sendo geralmente incolor. O embrido da
semente é também conhecido como gérmen, gue alguns autores consideram a soma

do embrido com ¢ escutelo (Waison, 1987).

Figura 2.3 — Estrutura da semente de milho. {(A) Pericarpo; (B) Endosperma; {C)
Embrido; (D) Pedinculo. Fonte: Carneiro e colaboradores (2000).

Os embrides do milhe ndo armazenam reservas durante ¢ desenvolvimento
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da semente, a ndo ser uma pequena quantidade de lipideos no escutelo (Cameiro e
colaboradores 2000). O endosperma € o tecido responsavel pelo acimuio de
proteinas, armazenadas na forma de corpos protéicos por tode o tecido, e também
pela polimerizagéo e acumulo dos carboidratos na forma de amido. E nele que se
encontram 98% do amido, 80% da proteina e 15% dos lipideos presenies na
semente (Carneiro e colaboradores, 2000).

A seguir, apresenta-se uma breve discuss&o sobre algumas das principais
biomoléculas presentes na semente de mitho, de exirema relevancia para o

desenvolvimento de estudos de recuperacac e purificacdo a partir desta fonte.

2.4.1. Proteinas

As proteinas da semente do milho podem ser divididas em quatro classes, de
acorde com sua solubilidade: albuminas, globulinas, glutelinas e prolaminas.
Albuminas séo proteinas soldveis em agua enquanto que as globulinas sdo soldveis
em solugtes salinas diluidas. Estas duas classes de proteinas contribuem com
aproximadamente 9% da proteina total estocada na semente, sendo que muitas sao
sintetizadas durante o desenvolvimento do embrido. As giutelinas s&o proteinas
soliveis em solugdes acidas ou alcalinas diluidas e contribuem com
aproximadamente 30% das proteinas totais do grao. Finalmente, as prolaminas s&o
sollveis em solugdes aicodlicas, respondendo por aproximadamente 60% das
proteinas da semenie. As prolaminas ndo possuem atividade enzimatica e sao,
basicamente, fonte de aminoacidos, nitrogénic e esqueleto carbdnico para o
desenvolvimento inicial da planta.

As prolaminas do milho s&o também conhecidas como zeinas e s&o
principaimente estocadas no endosperma da semente. As zeinas séo classificadas
em quatro tipos distintos segundo sua estrutura primaria e solubilidade: alfa zeina
(massa molecular entre 19 e 22 kDa), beta zeina (massa molecular de 14 kDa),
gamma zeina (massa molecular entre 16 e 27 kDa) e delta zeina (massa molecular
de 10 kDa) (Larkins e colaboradores, 1989). Por serem as proteinas mais

abundantes na semente de mitho (50%), as zeinas também s&o as principais
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responsaveis pela conhecida m& qualidade nutricional do milho, especialmente no
que se refere a baixa concentracio de importantes aminoacidos essenciais. Em
suas estruturas, as zeinas nado possuem residucs de lisina e triptofanc, possuindo
ainda pegquenas quantidades de residuos de treonina, valing e aminoacidos
sulfurados. Estas proteinas séo estocadas no interior do endosperma da semente
na forma de corpos protéicos (diametro enire 0,1 a 1,8 um), empacotados
juntamente com os granulos de amido, e também na forma de uma matriz protéica

gue envolive estes granulos (Wilson, 1987).

2.4 2 inibidores de Proteases

Proteinas com a capacidade de inibir 2 acdo de proteases ou amilases estdo
ampilamente distribuidas em tecidos vegetais. Estes inibidores sdo produzidos e
estocados, normalmente em grandes guantidades, em tecidos especializados para o
armazenamento de proteinas e carboidratos como sementes e tubérculos. Podem
ser produzidos naturaimente durante o desenvolvimento da planta, com a fungéo de
protecdo contra a hidrdlise de proteinas ou amido por parte de enzimas endogenas,
ou podem ter sua produ¢do induzida em resposta a um ataque externo
(microrganismos patogénicos, insetos, mamiferos, eic). Esta inativagcdo de enzimas
exogenas presentes em outros organismos parece ser a principal funcio destes
inibidores visto que, em sua maioria, sdo especificos contra enzimas nao
enconiradas no interior da planta (Masoud e colaboradores, 1996).

Sementes de milho contém uma pequena proteina que € um potente inibidor
de tripsinas de mamiferos, sendo também conhecido como inibidor de tripsina de
mitho (ITM). Por razbes ainda nao totaimente compreendidas, sementes de uma
variedade de milho que possui alta concentracdo de lisina (variedade opaco-2)
possuem também altos niveis deste inibidor (Swarts e colaboradores, 1977;
Mahoney e colaboradores, 1984). Trata-se de uma proteina formada por 112
residuos de aminodcidos e massa molecuiar de 14,0 kDa (determinacdo por SDS-
PAGE). De muitas proteases testadas, apenas fripsina e Fator Xlia (fator ativado de

Hageman) s&o inibidas por esta proteina do milho, cuja constante de associagao em
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sua interagdo com a tripsina suina é da ordem de 10’ M (Burkhard e colaboradores,
1879). Mahoney e colaboradores (1984) foram os primeiros a determinar a
seqléncia de aminoacidos deste inibidor purificado da variedade opaco-2, indicando
come peculiaridade o fato dele conter em sua estrutura primaria um residuo de
histidina e trés de friptofanc, aminoacido normalmente ausente em inibidores de
protease presentes em plantas. Possui ainda dez residuos de cisteina, todos eles
envolvidos em pontes de dissulfeto, o que garante grande rigidez 2 estrutura
tridimensional da molécula.

O trabalhc de Hojima e colaboradores {1980) reporta a existéncia de trés sub-
variantes do inibidor de ftripsina do milho com pl's de 51, 83 ¢ 7,7 e massas
moleculares de 11,0 ou 14,0 kKDa, segundo o método de determinacéo (permeagdo
em gel ou SDS-PAGE, respectivamente). Estes mesmos autores apontam estes
inibidores como 0s mesmos isolades por Swariz e colaboradores (1977). Em um
levantamento bibliografico realizado, nao foram encontradas informacdes relativas a
presenga ou nac, em sementes de milho, de proteinas capazes de inibir outras

serino-proteases, como a guimotripsina.

2.4.3. Carboidratos

Os carboidratos s&o os maiores constituintes da semente de milho, estando
amplamente distribuidos pelos seus tecidos. Compdem-se de uma enorme variedade
de moléculas exercendo fungdes estruturais, energéticas, de controle e reserva. Em
média, 72% da massa seca da semente deve-se a presenca destes compostos,
sendo o endosperma responsavel pela maior parte do acimulo.

O principal carboidrato de reserva da semente € o amido, representandc 86%
da massa seca do endosperma, enquantc que acgucares simples representam
aproximadamente 1% desta massa (Boyer e Shannon, 1987). O amido (constituido
basicamente de dois polimeros de glicose, a amilose, essenciaimente linear, e a
amilopectina, altamente ramificado) é estocado no interior do esperma na forma de
granulos insoliiveis envolvidos por uma matriz protéica que chegam a atingir

diametros de até 25 um.
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A guantidade de polissacarideos sollveis em agua varia consideravelmente
de acordo com a variedade de milho, chegando em alguns casos a atingir 35% da
massa seca da semente (Boyer e Shanncon, 1987). Muitos estudos t8m aponiado
para a presenca de um polissacarideo saltamente ramificado chamado de
fitoglicogénio, simiiar em estrutura ao glicogénio animal (Wilson, 1987). Quanto aos
carboidratos simples, estes compbem aproximadamente 2% da massa seca da
semente. Os monossacarideos sdo formados basicamente de D-glicose e D-frutose
em iguais proporgcbes. Pequenas quantidades de aglcares nucleotidicos (DPA-
glicose, DPU-glicose, DPU-xilose, DPU-arabinose, efc.) também sdo encontrados,
sendo continuamente utilizados na sintese de biopolimeros (amido, glicoproteinas,
paredes celulares) durante ¢ crescimento da semente. A sacarose € ¢ principal
dissacaridec da semente de milho, chegando a atingir valores enire 4 e 8% da
massa seca. De maneira geral, a concentracdc de carboidratos no interior da
semente varia consideravelmente ao iongo do processo de crescimento e

maturacao.

2.4.4. Lipidecs

Apesar de representar uma fracao relativamente pequena da massa da
semente (aproximadamente 4%) o 6leo presente na semente de mitho é de grande
importancia para a planta, sendo também extraido e refinade em todo mundo em
guantidades importantes. Os lipideos formam um grupo quimicamente heterogénec
de substancias que possuem em comum a propriedade de serem solubilizados em
solventes organicos comgo éter de petroleo, hexano, entre outros. Os triacilglicerdis
respondem por aproximadamente 88% do dleo refinado de milho comercial e s&0 0s
lipideos de reserva principais da semente (Weber, 1987). A porcentagem relativa
aos triaciiglicerbis com relacdo aos lipidios totais da semente varia
consideravelmente segundo a variedade do milho, representando geralmente
valores entre 75 e 88%. Assim, fosfolipideos, glicolipideas, hidrocarbonetos, acidos
graxos, carotendides (precursores da vitamina A), tocois (vitamina E), entre outros,

também s&o encontrados na semente de mitho em pequenas concentracdes (Weber,
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1987). Ainda segundc Weber (1987), os lipidecs se distribuem nos diferentes
tecidos da semente da seguinte forma: no embrido, de 76 a 83%; no endosperma,

de 14 a 23%, no pericarpo, de 1 a 2% e no pedinculo, menos de 1%.

2.5, Purificacao de Proteinas: Adsorgac em Matrizes Sélidas

Técnicas cromatograficas que fazem usc da adsorcdo em colunas séo
largamente utilizadas como processo de recuperacac e purificagéo de proteinas,
principalmente como etapa onde alta concentrac&o e alta pureza sdo necessarios.
Apesar de o emprego de colunas cromatogréficas fornecer altas resolugbes nas
operaces de separagdo, técnicas de adsorcdo em tanques agitados também séo
vaiipsas, principalmente guando a rapidez na operacio é prioridade (Scopes, 1994).

A cromatografia, como os demais métodos de recuperacdo e purificacao de
bioprodutos, aproveita-se de determinadas caracteristicas fisico-quimicas dos
componentes de interesse em uma mistura a fim de efetuar a separacdo. A operacéo
& realizada através da disiribuic@o dos componentes da mistura entre duas fases
que estdo em contato intimo. Uma das fases permanece estaciondria enguanto a
outra se move através dela. Durante a passagem da fase mobvel pela fase
estacionaria, os componenies da mistura sao distribuidos entre as duas fases, de tal
forma que cada um dos componentes & seletivamente retido pela fase estacionaria,
dependendo de suas caracteristicas. Os processos cromatograficos mais utilizados
na recuperacéo e purificacdo de bioprodutos sdo o de iroca idnica, hidrofdbico,
pseudoafinidade, afinidade e permeagdo em gel, sendo este Ultimo o dnico a néo
utilizar como principio basico da separacéo o fendmeno da adsorgéo, pois se baseia
fundamentalmente na diferenga do tempo de residéncia das biomoléculas no interior
de uma coluna preenchida por uma matriz macroporosa, segundo seus didmetros
moleculares.

A adsorcdo é essencialmente um fenémeno de superficie, em que moléculas
(adsorvato) presentes em um fluido concentram-se na superficie de um sélido
(adsorvente) devido a forcas de interacdo molecular. A energia de adsorgéo

determing a intensidade da interacBc entre adsorvato e adsorvente, sendo
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consegléncia do tipo de interagdo envolvida (van der Waals, ponte de hidrogénio,
ibnica, entre outras). Os principais adsorventes para proteinas sdo mairizes
trocadoras de ions, mairizes hidrofébicas e outras matrizes onde ligantes de
interesse {proteinas, aminoacidos, metais, etc) séo quimicamente acoplados. Neste
casc, as malrizes mais utiizadas tém sido as de celulose, agarose ou outros
polimeros de carboidratos, além de polimeros sintéticos, estes yltimos mais
recentemente.

A determinacé@o da capacidade maxima e da intensidade de interacdo entre
adscrvato e adsorvente basela-se no estudo do equilibrio deste entre as fases
{(fluida e sdlida). Este equilibrio & estudade na forma de isotermas de adsorgio,
sendo © modelo de Langmuir (Langmuir, 1918) freqlentemente utilizado para
correlacionar dados de adsorggo de proteinas. Uma apresentacdc mais detathada

do modelo de Langmuir sera feita mais adiante.

2.5.1. Conceitos Basicos de Cromatografia de Afinidade

A cromatografia de afinidade distingue-se de outros métodos cromatograficos
adsortivos por basear-se, principalmente, em propriedades bioldgicas ou funcionais
especificas das espécies que interagem: a biomolécula que se deseja separar e a
fase estacionaria. Seu principio € o isolamento seletivo de biomoléculas
aproveitando-se das propriedades dessas substancias de unirem-se reversivelmente
a ligantes especificos {Coliins e colaboradores, 1993). Como exemplic de alguns
sistemas biomolécula-ligante utiiizados em cromalografia de afinidade, temos:
enzimas-substratos, enzimas-cofatores, enzimas-inibidores, anticorpos-antigenos e
acidos nucléicos-sequéncia de bases complementares. Como principal vantagem, o
método permite a obtencdo de alta concentracdo e pureza da biomolécula de
interesse, uma vez que a adsorcao e seletiva as constantes de dissociagdes sao
baixas (altas forgas de interacdo). Coma principal desvantagem, o método apresenta
normalmente altos custos operacional e fixo, pelo relativo alto preco dos ligantes,
preco de ativagdo da resina, da imobilizacdo de ligantes na resina e pela

especificidade do processo, gue nao permite o use de uma coluna para a
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recuperacio de mais gue um tipo de bioproduto.

A metodologia da cromatografia de afinidade envolve a preparacao de uma
fase estacionaria especifica, normalmente através da imobilizagdo covalente de
ligantes especificos na matriz previamente ativada. Uma coluna €, entdo, preenchida
com a matriz contendo o ligante imobilizado (fase estaciondria), sendo egquilibrada
com um tamp&c adequado. A Figura 2.4 apresenta as qualro etapas basicas ds uma

cromatografia de afinidade.

Matriz  Liganie Amostra  Fluente  Tampio
@} A L B O & @ o0

Figura 2.4 - Etapas basicas da cromatografia de afinidade: adsorcdo, lavagem,
eluicio e regeneracio.

Na etapa de adsorcdo, a amosira, contendo o bioproduto de interesse, é

injetada na coluna. As moléculas que ndo possuem afinidade pelo ligante passam

21



Revis8o da Literatura

pela coluna sem se ligarem, enquanto que as moléculas capazes de unirem-se a
este sdo retidas. O proéximo passo € a lavagem da coluna com um segundo tampao,
gliminando-se assim contaminantes ligados fracamente a matriz por interagbes nao
especificas. A eluicdo das moléculas ligadas especificamente pode ser feita por
altera¢ao do pH ou forgs iGnica do meio, que tornam o complexce molécula-ligante
menos estavel levando & dissociagdo do mesmo. Pode ainda ser realizada pelo
empregoe de substlncias com maior afinidade pelo ligante ou pela molécula de
interesse. A regensracao da coluna é reslizada através da passagem de eluentes,

gue restauram a coluna & sua condigdo inicial (tampéo inicial de equilibrio).

n

2.5.2. Conceilos Basices de Cromatoarafie de Afinidade por lon Matalico imobilizadn

A cromatografia de afinidade por fon metalico imobilizado foi primeiramente
estudada por Porath e colaboradeores (1975) gue observaram que molécuias de
proteina eram capazes de se ligar a2 lons metalicos, podendc-se utilizar o conceito
para promover a adsorcdo de proteinas em ions metalicos imobilizados em matrizes
solidas, técnica gue ficou conhecida como IMAC - “Immobilized Metal lon Affinity
Chromatography”. Os autcres constataram que ¢ uso de agente quelanie para
imobilizar um ion metdlico num suporte solide restringe © grau de liberdade do
complexo proteina-metal, evitando a desnaturacdo da proteina e mantendo a sua
atividade enguanto promove a separagdo e purificacdo (Wong e colaboradores,
1991).

Os residuos de aminoacido das proteinas que participam das interacdes com
o ion metélico s30 a histiding, devido ao par de elétrons do atomo de nitrogénio do
anel imidazol presente em sua estrutura, a cisteina, devido ao grupamento tiol, e ©
triptofanc, devido ao anel indol. No entanto, o triptcfanc promove uma interacdo
fraca da proteina com o metal e sua contribuicdo € considerada pequena guando
comparada com a da histidina. Atualmente existem iécnicas em que a seqiéncia de
aminoacidos da proteina é modificada cu aumentada (proteinas recombinantes) a

fim de tommar a interacdo com o metal ndo apenas possivel, mas intensificada,
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inserindo-se, por exemplo, caudas de histidina com seis ou mais residuos nas
extremidades terminais das proteinas (Beitle e Ataai, 1992). Esses residucs de
aminoacidc interagem devido a uma coordenacgido entre um par de elétrons do
grupamenio do aminoacido e ¢ metal, porém sabe-se que ha outros tipos de
interacdo presentes no sistema. Normalmente, o guelato metalico imobilizado se
encontra bastanie sclvatade por moléculas de agua, possuindo assim elevado
numere de grupos hidroxiia ac seu redor. No caso de matrizes com o quelante acido
iminodiacético (IDA) e fon cobre como ligante, o quelato apresenta uma rede de
cargas negativas, sugerindo a participagdo de interagdes eletrostaticas ou inducéo
de cargas envolvendo residuos de aminoacidos carregados positivamente na
associacdo da proteina com o quelato (Vijayalaksmi, 1989). A interacéo proteina-
metal também pode ser afetada por uma variedade de varidveis como pH,
temperatura, tipo e concentra¢do de sal, natureza do metai imobilizado, densidade
do ligante e tamanho da proteina {Wong e colaboradores. 1991).

Os fons metdlicos mais utilizados sdo Cu®, Ni**, Co™, Zn™, Fe**, A" e Ca™"
Quanto mais polidentado for © agente quelante, mais estaveis s&o os quelatos
formados entre o suporte e os ions metélicos, porém mais fraca € a interacéo do
metal com a proteina. Portanto, o agente quelante deve ser tal que proporcione uma
estabilidade do complexo com o metal, mas também disponibilize sitios livres de
coordenacdo para viabilizar a ligacdo com a proteina. Os agente quelantes mais
utilizados s&@c o acido iminodiacético (IDA), acido nitrilotriacético (NTA),
tetraetilenopentamina (TEPA) e tris carboximetil etilenodiamina (TED). Uma
representacéo esquematica do complexo formado entre o agente quelante, metal e
proteina € mostrada na Figura 2.5.

A etapa de adsor¢cdo em cromatografias IMAC geraimente é realizada na faixa
de valores de pH entre 6,0 e 8,0, intervalo em que o grupo doador de elétrons da
proteina apresenta-se desprotonado, permitindo a interacdo com o metal. Uma
variave! importante na adsorgéo € a forga ibnica, sendo que altas concentragdes de
sal séo utilizadas para se evitar interages ndo-especificas do tipo eletrostatica.

A eluicdo das biomoléculas complexadas com o metal pode ser feita pela
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variagdo de pH, adicdo de um agente competidor pelo metal que possibilite o
deslocamento da proteina, ou pela adicdo de um agente quelante mais forte do que
o utilizado inicialmente. Neste terceirc método, a proteina ndo & liberada sozinha,
mas sim na forma de um compiexo proteina-metai-agente guelante, sendo
necessaria uma etapa adicional para a separacédc da proteina do ion metalico e
agente quelante.

Mesmo sendo regida por interacdes pseudeespecificas, a cromatografia IMAC
pode promover altos indices de purificagdo quando o ion metdlico e o agente
guelante s&o selecionadoes apropriadamente. Além disso, o baixo custo dos metais e
a facilidade da regeneracdc da fase estaciondria tornam esta técnica bastante

atraente.

PROTEINA

O O = H N

X 0

Figura 2.5 — Representagio esquematica da interagéo proteina-| DA-Cu™. As letras
X indicam sitios de coordenac¢ao do metal, susceptiveis de ligagdo com a proteina.

2.5.3. Conceitos Basicos de Cromatografia de Troca lonica

Dentro da area de recuperacéoc e purificagic de proteinas, a cromatografia de
troca idnica & uma das mais difundidas técnicas em uso na atualidade. A tecnica
baseia-se na interacaoc idnica entre grupos ionizaveis presentes na superficie das

proteinas em solucdo com grupcs de carga oposta presentes em uma fase
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estacionaria (resina). A carga liquida da proteina varia com o pH do meio onde se
encontra diluida e depende do numero e tipos de residuos de aminoécido ionizaveis
contidos na molécula. A escotha da resina mais adequada (trocadora de céations ou
trocadora de anions) dependerd, de forma geral, do ponto isoelétrico da proteina

alvo e do pH em que se deseja efetuar a adsorgdo (Figura 2.6).

Adsorve em
trocadores
de citions

I Carga liquida da proteina +

Figura 2.6 — Representacdo esquematica, de acordo com a carga liquida de uma
proteina modelo, do comportamento da adsor¢8o em resinas trocadoras de ions
como fungéc do pH. O pl corresponde ao ponto isoelétrico da proteina.

Em geral, proteinas écidas (pt menor que 7,0) s@o separadas com resinas
trocadoras de anions e proteinas basicas {pl maior que 7,0}, com resinas trocadoras
de cations. Assim, resinas trocadoras de anions (grupos funcionais carregados
positivamente) adsorverdo proteinas dissolvidas em solugbes com pH acima do vaior
de seu pl. A separagdo de outras proteinas ou impurezas ocorre pela diferenca de
carga de cada composto. A dessorcdo pode ser feita aumentando-se a
concentragdo de ions salinos (ex., NaCl) ou alterando-se © pH do meio. O aumento
da concentragdo de ions salinos provoca um aumento na competi¢do pelos grupos
funcionais carregados do f{rocador de fons e, por consegiéncia, diminui a
disponibilidade destes grupos para interagdo com as proteinas. Apds a completa

dessorcao, a resina € regenerada de tal forma que 0s contra-ions originais sejam
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recuperados € a mesma se encontre pronta para repetir o processo (Yamamoto e
colaboradores, 1988). A dessorcdo por alteracdo do pH baseia-se na mudanca da
carga liquida da proteina que resulta da alteracdo do pH do meio, com a
conseqglente perda da capscidade de interagdo com a resina por forcas
eletrostaticas.

A capacidade ibnica da resina (numerc de cargas por unidade de volume) de
um trocador de ions depende da concentracdo dos grupos funcionais, bem como do
seu estado de ionizagdo. Os trocadores de ions podem ser classificados como
“fortes” ou “fracos”, dependendo da amplitude da faixa de pH com que mantém sua
carga idnica caracteristica. O estade de ionizaco de grupos considerados “fracos”
tende a variar significativamente em uma faixa estreita de valeres de pH, ampliando

ou reduzindo significativamente a capacidade de adsorcado da resina.

2.5.4. Analise da Adsorcao de Proieinas: Isotermas de Adsorcdo

A analise da adsorcao de proteinas baseia-se no estudo do equilibrio entre as
fases envolvidas, usualmente estudado na forma de isotermas de adsorgao. No caso
de adsorcdes em bateladas (frascos agitados), 0 contato entre as fases é realizado
de modo gue se tenha um estagio de equilibrio. O equilibrio é alcancado quando
nde existem mais variacbes significativas de concentragdo nas fases liquida e
solida. A isoterma de adsor¢cdo pode ser construida plotando-se, na abscissa,
vaiores de concentracéo de soluto cu adsorvato em equilibric na sclugéo e, na
ordenada, valores de concentracdo de soluto em eguiibrio na superficie do
adsorvente.

No estudo do equilibric para a adsorcdo de um componente, 0 modelo
matematico mais difundido, inclusive para correlacionar dados de adsorcéc de
proteinas, € a isoterma de Langmuir (Langmuir, 1916), que pode ser escrita na

forma:

g = OmC” Equacéo 1
ch +*
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e pode assumir a forma linearizada (semi-reciproca):

e”_ 1 .+, Ko Equagéo 2

Um Gm

£3

onde € é a concentracdo de soluto na fase liguida em equilibrio com a fase sdlida,
g € a quantidade de soluto adsorvido no equilibric por unidade de massa ou volume
de adsorvente, . € a capacidade méaxima do adsorvente em adsorver o soluto

expressa em massa de soluto por unidade de massa ou volume de adsorvente e K4
€ a constante de dissociacdo efetiva que descreve ¢ equilibrio da reacdo de
adsorcdc (em unidade de concentracio).

O modelo de Langmuir se baseia em aigumas hipGteses, a saber: a adsorgao
fimita-se a uma camada (monocamada); as moiéculas envolvidas ndo interagem
entre si; a superficie interna do adsorvente € homogénea e apresenta um ndmero de
sitios finito; € no caso de adsorcdo competitiva de compostos diversos, a entalpia de
adsorgao € a mesma para todas as espécies.

No caso de adsorcdc em coiunas, a construcdo de isotermas pode ser
realizada com o auxilio de curvas de ruptura (curvas de “breakthrough”). Estas
curvas s&o obtidas quando, em colunas, o fluido contendo 0 soluto a ser adsorvido
escoa ao longo de seu interior. Inicialmente, a quase lotalidade do soluto &
adsorvida, de modo que a concentragdo de solute na solugac que deixa a coluna é
praticamente nula. Esta situagdo persiste até que a saturagéo do adsorvente seja
atingida, quando a concentracéo de soluto na solugde gue deixa a coluna aumenta
bruscamente até atingir o valor da solucdo de alimentac@o. A capacidade da coluna
& obtida calculando-se a massa de soluto adsorvida (até que a saturacdo seja
atingida) por volume de adsorvente empacotado. Uma isoterma pode ser construida
plotando-se os valores de concentracdo inicial e capacidade da coluna, obtidos em

varias curvas de ruptura.
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2.6. Recuperacéo e Purificagac de Proteinas de Plantas Transgénicas

Apenas um pequeno numero de trabalhos voltados para a recuperacao e
purificacgo de proteinas recombinantes produzidas em planias fransgénicas pode
ser encontrado na literatura. Existern poucos exempios onde a exiracéo e purificacéo
da proteina recombinante produzida em plantas foi guantificada. Geralmente, as
proteinas recombinantes foram exiraidas juntamente com cufras proteinas presentes
nos tecidos vegetais a fim de determinar o nivel de acumulacio alcancado, para
estabelecer a funcionalidade da proteina, cu para a confirmagao da segiiéncia de
aminoacidos. Dependendo da planta transgénica e da natureza da proteina
recombinante, diferentes solucdes de exiracio foram utilizadas. Além do controle da
forca idnica e do pH, extracbes podem ser realizadas com o auxilio de detergentes e
agentes redutores, e a degradacgéo proteoiitica tem sido contida com adicbes de
inibidores come o fluoreto de fenilmetanosulfonila (PMSF) (Kusnadi e colaboradores,
1997).

Grande parte dos frabalhos envolvendo fracionamento e purificacdo de
proteinas recombinantes produzidas em plantas transgénicas fol desenvolvida
apenas em escala de bancada utilizando métodos que néo diferem muito daqueles
tradicionalmente utilizados para isolamento de proteinas de plantas (Kusnadi e
colaboradores, 1897). Até 1994, nenhum estudo havia sido realizado no sentido de
isolar uma proteina recombinante proveniente de um cereal ou leguminosa
produzido em larga escala. Muitos dos métodos de recuperagdo e purificagado
utilizados em laboratoério ndo podem ser empregados em larga escala devido ao alto
custo dos produtos quimicos envolvidos, seu efeito prejudicial ao meio ambiente ou
contaminacéo dos co-produtos vidveis de serem aproveitados para a industria
alimenticia ou de ragao animal.

Austin e colaboradores (1994} estudaram a recuperagéo em larga escala de
a-amilase produzida em alfafa transgénica, abordando os processos de colheita,
extracéo do suco protéico, clarificacdo, concentragdo e estabiliza¢do do concentrado
de proteina sollvel. Os equipamentos de maceragdo avaliados eram adaptaveis ac

processamento de até 25 ton/h de alfafa. Neste estudo, avaliou-se também o efeito

28



Revisédo da Literatura

de diferentes técnicas de maceragéo sobre o rendimento da recuperagdo das
enzimas enddgenas e na estabilidade das enzimas B-glicoronidase e peroxidase
guande adicionadas 20 exirato de folhas de alfafa. Estas enzimas ndo se
mantiveram estaveis, perdendo 80 e 50% de suas atividades, respectivamente,
enquantc que a c-amilase manteve plenamente sua atividade. As perdas de
atividade enzimatica foram atribuidas & degradagdo proteolitica ou interagdes das
enzimas com compostos fendlicos. A purificacao destas enzimas néo foi reportada.

Kusnadi e colaboradores (1996) e Hood e colaboradores (1997)
desenvolveram processos em bancada (voltados para larga escala) de recuperacéo
g purificacdo de proteinas recombinantes produzidas em sementes de milho
transgénico. As proteinas recombinantes estudadas foram a B-glicoronidase e a
avidina. Em ambos os trabalhos, verificou-se que a maior parie da proteina
recombinante foi acumulada preferenciaimente no gérmen da semente (93 e 55%
para a B-glicoronidase e avidina, respectivamente). O procedimentoc de exiracao
utilizado nos ftrabalhos foi semelhante: moagem das sementes, extracdo das
proteinas em tampéo, centrifugacao e filtracdo da solucéo de extracio. Kusnadi e
colaboradores (1986) mostraram que a utilizacdo de uma etapa de extragdo com
solvente (hexano) para a retirada do 6leo da semente nao afetou significativamente
o rendimento de exiracé@o e a atividade da enzima recombinante. A purificacdo final
foi obtida através de cromatografias de troca idnica e fase reversa, no caso da j-
glicoronidase, e cromatografia de afinidade, no caso da avidina.

QO primeiro e Unico trabatho, até o momento, de transformacdo e purificagéo
de aprotinina recombinante em plantas foi o de Zhong ¢ colaberadores (1999), cuja
semente de milho € a mesma utilizada em nosso trabalho. Naquele caso, a
aprotinina recombinante foi extraida em tampé&o fosfato salino (PBS) 50 mM pH 8,5
e, apbs centrifugac@o e filtragdo do extrato, a purificagdo foi efetuada por uma
seqliéncia de cromatografias: troca-idnica, afinidade em anticorpos imobilizados e,
finalmente, cromatografia liquida de alta performance (HPLC) em resina de fase
reversa. O intuito dos autores néo foi o de estudar o processo de purificac&o, mas

apenas obter a proteina recombinante em quantidades minimas para sua
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caracterizaco.

2.7. Recuperacao ¢ Purificag@o de Aprotinina

A literatura traz relatos de recuperacao e purificacdo de aprotinina em escala
de bancada por diversos mélcdos cromatograficos. No entanto, métodos de
adsorcado por afinidade s&o os mais uiilizados, devido a sua especificidade e
existéncia de ligantes de reiativoe baixo custo, alem de propiciarem significativa
concentracdo do produto. Os ligantes utilizados nestas separacfes s&o as enzimas
inibidas pela aprotinina (serino-proteases), em especial, tripsina € quimotripsina.

Kassel (1970} e Fiorucci e colaboradores {1995) descrevem métodos de
recuperagdc de aprotinina a partir de oOrgéos bovinos, pulm&c e figado,
respectivamente. Ambos utilizaram adsorgdc por afinidade onde tripsina e
quimetripsina foram os ligantes imobilizados. A extragdo de aprotinina iniciou-se com
a cominuicgo dos orgaos congelados em solucdo tampédo, seguido da clarificacéo
dos extratos por cenifrifugacdo e precipitacdo das proteinas com acido
tricloroacetico. As condicbes de adsorcac reportadas nestes dois frabathos sao
muito semelhantes: tampéo tris a pH entre 7,8 e 8,5. A dessorgdo foi realizada com
abaixamento de pH, sendo que Kassel (1870) eluiu a aprotinina com HCI-KCI 0,25
M, pH 1,7 a 2,0, enquanto Fiorucci e colaboradores (1985) utilizaram HCI 10 mM.

Um procedimento semelhante ac de Fiorucci e colaboradores (1995) foi
utilizado por Barthel e Kula (1995) para a recuperacac de aprotinina recombinante
expressada em Saccharomyces cerevisiae. A matéria-prima utilizada foi o filtrado do
meio de cultura contendo a aprotinina recombinante, sendo empregada, como
primeira etapa de purificacdo, guimotripsina imobilizada em agarose. A etapa de
purificacdo foi completada utilizando resina de froca idnica (S-Sepharose). A
adsorgao da aprotinina na resina trocadora de ions ocorreu a pH 3,5 {tampéo citrato
30 mM), seguindo-se lavagens a pH 9,0 (tampé&o bicina-NaOH 20 mM) e novamente
a pH 3,5, A dessor¢do ocorreu nesse mesmo pH, utilizando-se NaCl em um
gradiente linearde 0 a 1 M.

Um estudo sistematico, através de planejamento experimental, das condicbes

de adsorcdo e dessorgdo de aprotinina de alta pureza em resinas de afinidade
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(tripsina e quimotripsina imobilizadas) foi reportado por Azzoni e Miranda (1999).
Neste trabalho, aprotinina foi recuperada de um efiuente do processamento
industrial de insulina através de adsorgdo em coluna de agarose-tripsina. O efluents
foi carregado na coluna diluide em tampao tris 50 mM pH 8,7 e contendo NaCi a
0,018 M. A segunda etapa de purificacdo foi feita utilizando adsorcdo em coluna de
agarose-quimotripsina. Nesta etapa, a adsorgéo ocorreu em tampéo tris 50 mM pH
8,0 contendo 0,582 M de NaCl.

Aiguns autores utilizaram resinas trocadoras de fons para a recuperacéo e
purificacdo de aprotinina recombinante expressada em leveduras. Norris €
colaboradores (1990) utilizaram uma coluna de S-Sepharose como o primeiro
estagio de recuperacéo e purificacdo de aprotinina recombinante excretada no meio
de cultura por S. cerevisiae. Como diferenga de procedimenic com relacdo aocs
métodos utilizados por outros autores, todas as etapas da cromatografia ocorreram a
pH elevado (tampao bicina-NaOH 20 mM, pH 87). A purificacdo até a
homogeneidade foi obtida utilizando HPLC em coluna de fase reversa. Zurek e
colaboradores (1996) utilizaram um procedimento semelhante para a recuperacéo
de aprotinina expressada em outra espécie de levedura, Hansenula polymorpha.

Ndo foram encontrados na literatura trabalhos envolvendo recuperagdo e
purificacdéo de aprotinina recombinante produzida em plantas transgénicas, além do

trabalho apresentado por Zhong e colaboradores (1999), ja discutido anteriormente.

2.8. Recuperacao e Purificagdo de ITM

O inibidor de tripsina presente em sementes de milho {variedade opaco-2) foi
primeiramente isolado por Swartz e colaboradores (1977). As proteinas foram
extrajdas a pariir de sementes cominuidas {(cujo dleo foi previamente removido com
acetona) utilizando solugdo aquosa de NaCl a 0,2 M. Apds uma série de
centrifugacdes, ajustou-se o extrato aquoso para pH 8,2 e concentracbes finais de
tris de 0,05 M, NaCl de 1,0 M e CaCl, de 0,02 M. O inibidor foi recuperado da
solucdo através de adsorgdo em fripsina imobilizada em gel de agarcse. A

dessorcao foi realizada com solugéc de &cido acético a 1,0 M, contendo CaCl: a
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0,02 M, e as fragcdes contendo inibicao foram combinadas, dialisadas e aplicadas em
uma coluna de DEAE-celulose para purificagdo final. A quantificac@o do inibidor nas
diversas etapas foi realizada atraves da diminuicdo da atividade de tripsina para a
hidrélise do substrato sintético BApNA. Andlises por eletroforese SDS-PAGE e
composicdo de aminoacidos revelaram que parte do inibidor foi recuperado
parciaimente hidrolisade {duas cadeias polipeptidicas unidas apenas por pontes de
dissulfeto) devide & a¢do da tripsina no interior da coluna.

Buscandc minimizar a perda do inibidor por hidrdlise durante o processc de
recuperacéo e purificacdo, Corfman e Reeck (1982) propuseram a utilizacio de
imunoadsorgdo. G anticorpo especifico contra o inibidor foi produzido em coelhos,
purificadc com © uso de uma coluna contende o propric inibidor (cromatografia de
afinidade) e finalmente imobilizado em matriz de agarose. O exirato aguoso de
sementes, obtido como descrito por Swartz e colaboradores (1977), foi aplicado na
coluna contendo o imunoadsorvente. O inibidor pdde ser recuperado com aito grau
de pureza e, em grande parte, na forma nativa. Contudo, parte do inibidor
recuperado ainda possuia sinais de hidrdlise, aparentemente devido & presenca de
broteases do mitho ou produzidas por microrganismos contaminantes. A auséncia
completa de hidrolise do inibidor sé foi atingida com a adigdo de outros inibidores de
protease (PMSF e inibidor de tripsina de soja) ao extrato aquoso de sementes.

Qutro processo desenvolvido visando a recuperacao e purificacio do inibidor
em sua forma nativa foi o apresentado por Lei e Reeck (1986). O processo de
extragdo e inicio da purificagdo foi o mesmeo ja apresentado por Swartz e
colaboradores (1977), inclusive com a utilizacéo de adsorcac em coluna com tripsina
imobilizada. Nessa etapa, o método de eluicdo da coluna foi modificado, sendo
utilizado tampao glicina a2 1,0 M e pH 2,1. Constatou-se que a brusca diminuicéo do
pH no interior da coluna favorecia a dissociacdo do compiexo inibidor-tripsina com o
inibidor sendo recuperado, principalmente, em sua forma nativa. A purificacdo final
foi obtida com a utilizag@o de HPLC de fase reversa.

Se as etapas de purificagac foram sendo modificadas ac longo do tempo, a

etapa inicial de extragéc do inibidor presente nas sementes pouco variou, sendo
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utilizado, basicamente, o método apresentado por Swartz e colaboradores (1977).
Mais recentemente alguns autores desenvolveram modificacdes no processo de
extragdo, sendo a principal a utilizagdo de uma etapa a alta temperatura. Chen e
colaboradores {1992) extrairam as proteinas do mitho cominuido utilizando solucdo
de NaCl 0,15 M e aguecimento g 80°C por 5 min. Ao sobrenadante resuliante da
centrifugacae do extrato, foi adicionado sulfato de aménic até 20% de saturacao,
resultando na precipitagao de proteinas. Tais proteinas foram dissolvidas em agua e
aplicadas em uma coluna de HPLC de fase reversa segundo o protocolo
apresentado por Lei e Reeck {1986), resultando na purificacdo do inibidor. Outro
processo diferenciado foi desenvolvido por Masoud e colaboradores (1996). Este
autor realizou a extragdo do inibidor de mithe expresso em folhas de tabaco
ytilizando tampao tris 2 0,1 M pH 7,0, contendo NaCl a 0,15 M. Neste caso, 0 extrato
foi aquecido até 65°C, resfriade a temperatura ambiente, centrifugado e as proteinas
do sobrenadante foram precipitadas através de adicéo de sulfato de amonio até 95%

de saturacdo. N&o foi realizada purificag&o do inibidor recuperado.

2.9, Consideracdes Gerais

Neste capitulo foram apresentadas informagdes basicas importantes para a
compreensdo e elaboracéo deste trabalho. Informagdes relativas ao uso de plantas,
e mais especificamente o milho, como biorreator foram coletadas na literatura.
Especial aten¢éo foi dada na busca de conhecimentos atualizados sobre a presenca
de proteinas e outras biomoléculas naturalmente enconiradas em semente de milho,
matéria-prima utilizada neste trabalho, e cujo conhecimento da estrutura e
composicdo é de importancia fundamental para o eficiente desenvolvimento de
processos de RPB. Muitas informagbes que julgamos relevantes nao foram
encontradas na literatura, sendo entdo selecionados alguns experimentos que foram
desenvolvidos visando a elucidacao, tanto quanto possivel, destes pontos, que s&o
apresentados nos capitulos seguintes. Finalmente, foram tambeém descritos alguns
dos principais métodos de purificacdo cromatogréfica de proteinas, métodos estes

utilizados no desenvolvimento deste trabalho.
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CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS

Neste capituio, sdo descritos 0s materiais e metodologias utilizados no
desenvolvimenio deste trabalho. A sec@o de metodologia fol subdividida em cinco
tépicos, procurando-se agrupar as metodologias comuns referentes a cada capituio
de resultados. Os tdpicos sdo: 1} Métodos Analiticos, i) Estudos de Estabilidade e
Localizacdo da Aprotinina e ITM, i1} Estudos de Extracio, IV) Estudos de Adsorgao
em Tangues Agitados, e V) Estudos de Purificacéo Cromatografica.

3.1. Materiais

O milho recombinante utilizado neste trabalho foi gentiimente cedido pela
ProdiGene, EUA, sendo o0 mesmo cuja transformacdo & descrita por Zhong e
colaboradores (1999). Também foram realizados estudos utilizando sementes de
milho ndo transgénico, em experimentos cuja utilizacio da semente transgénica ndo
era de importancia determinante. Neste caso, duas variedades de sementes foram
utilizadas, sementes provenientes da variedade “maia-opaco’, doadas peio Instituto
Agrondmico de Campinas, e sementes da variedade “yeliow dent”, doada pela lowa
State University. Aprotinina, tripsina bovina tratada com tosil-fenil-cetona (TPCK]},
tripsina bovina tipo 1l e o reagente analitico benzoil-arginina-p-nitranilina (BApNA)
foram adquiridas da Sigma, EUA. O inibidor de tripsina de milho (ITM) utilizado foi
gentiimente doado pela Dra. Ann Kusnadi (lowa State University, EUA) ou purificado
em nosso laboratério segundo a metodologia descrita neste trabalho. As resinas
Sepharose Fast Flow e SP-Sepharose Fast Flow (resina trocadora de cétions) foram
adquiridas da Amersham-Pharmacia, EUA Os estudos de adsorgéo IMAC foram
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conduzidos utilizando-se a resina de agarose-1DA (HiseBind) adquirida da Novagen,
EUA. As colunas cromatograficas, modelos XK 16 (16 x 200 mm) e XK 26 (26 x 200
mmj}, bem como © sistema cromatografico AKTA Expiorer, foram adquiridos da
Amersham-Pharmacia, EUA. Qualquer outro reagente utilizado nc desenvolvimento

dos experimentos apresentava, no minimo, grau analitico.

3.2. Métodos

3.2.1. Métodos Analiticos

Determinacao de inibidores: As andiises de determinacdo de inibigdo de tripsina
foram realizadas segundo o método de ensaio enzimatico para determinacio de
aprotinina apresentado peia Sigma, EUA, e baseado no trabalho de Kassel (1970).
Os ensaios foram realizados a 25°C utilizando um especirofoidmetro U 2000 da
Beckmamn, EUA, cujo sistema de cubetas tinha sua temperatura mantida constante
através de circulacdo de agua proveniente de um banho termostatizado. Em uma
cubeta de palipropileno de 1 mL, adicionava-se 66,6 ulL de solugdo de tripsina 120
ug/mL em solugéo HCI 0,001N, 66,6 ul. de amostra em tamp&o Trietanclamina-HCI
0,2 M a pH 7,8 contendo inibidor e 533 ul. de tampéo Trietanolamina-HCI1 0,2 M a pH
7,8. Esta mistura era agitada e mantida a 25°C por 3 min. Em seguida, adicionava-se
333 ul de soluggdo de BApNA 0,1% (m/v) em agua deionizada e, apds rapida
homogeneizag&o, a variagdo da absorbancia a 405 nm com 0 tempo era registrada.
O ensaio era também repetido sem a presenca de inibidor. Uma unidade de inibicao
reduz em 50% a atividade de duas unidades de atividade de tripsina, onde uma
unidade de tripsina € responsavel pela hidrdlise de 1,0 umo! de BApNA por minuto a
pH7,8e25°C.

Determinag@ao de proteina total: As andlises de proteina total foram efetuadas
segundo ¢ protocoio do reagente “Pierce Coomassie Plus Protein Assay Kit” (Pierce,
EUA), baseado no método de azul de coomassie apresentado por Bradford (1976).
O método baseia-se na reacdo da proteina com um corante (coomassie) em meio

acido formando um complexo de coloracao azul, que pode ser quantificado atraves
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da leitura da absorbancia em 595 nm. A metodologia utilizada possui sensibilidade
para determinar concentracdes de proteinas em amostras na faixa de 1 a 25 ug/mL,
baseada na concentracéo de solucbes padronizadas de albumina de soro bovinc
{BSA). A metodologia consistiu em misturar 0,5 mL de soluco de azul de coomassie
a 0,5 mL de solugdo de amosira ou tampéo (solucdo de referéncia — branco)
ytilizando frascos Eppendorf. Agitcu-se bem as solugdes e, apds 10 min, realizou-se
a leitura da absorbéncia das solugdes a 595 nm.

Determinacdo de aprotinina por ELISA: ELISA (“Enzyme Linked Immunosorbent
Assay”) “tipo sanduiche” para a determinagéo de aprotinina foi realizado segundo o
meétodo descrito por Zhong e colaboradores (1989). O ensaio foi realizado com o uso
de microplacas tipo “ELISA” de 96 pocos, que foram primeiramente recobertas por
12 horas a 4°C com o anticorpo anti-aprotinina (anticorpo primario) purificado do
soro de sangue de coelho. A etapa de captura da aprotinina (antigeno) foi feita a
4°C por 12 horas e a detecco realizada por 1 hora a 37°C utilizando-se anticorpo
de cabra biotinilado (“biotinilated”) conira a aprotinina. A visualizagdo do imuno-
complexo foi feita com © uso da enzima fosfatase alcalina conjugada com
streptoavidina. A absorbéancia final a 405 nm dos pogos da placa foi realizada em um
leitor de microplacas Modelo SpectraMax 250, EUA. Todos os ensaios foram
realizados em triplicata e a concentracéo final de aprotinina de cada amostra foi
calculada a partir da média das trés replicatas. E importante salientar que o ensaio

nao apresentou interferéncia pela presenca de ITM nas amostras analisadas.

Determinacao de aglcares redutores e agucares redutores totais: As andlises
de determinagéo de agucares redutores (AR) foram realizadas segundo o método de
Miller (1959). O método possui a sensibilidade de detectar entre 0,1 e 1,0 mg/mL de
aclcares redutores presentes em amostras, guantificados segundo uma curva
padrao de glicose. Consistiu em adicionar 0,5 mL de amostra (diluida
convenientemente utilizando agua) a 0,5 mbL de solugdo do reagente acido

dinitrosalicilico (DNS), levando a solugéo ac banho com agua em ebulicdo por 5
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minutos. Apés resfriamento em banho de gelo, adicionou-se 8,0 ml. de solugéo de
tartarato de s6dio e potassio a 54 mM. A absorbancia final da solugdo a 540 nm foi,
entdo, medida.

A guantificagc&o de aglcares redutores totais foi realizada diluindo-se 2,0 mL
da amostra de exirato a ser quantificada em 2,0 mi de solucdo HCI 2 N. A solucdo
foi mantida em banho com agua em ebulicdo por 5 minutos e, apds resfriamento em
banho de geio, 2,0 mL de solugdo de NaOH 2,0 N foram adicionados. O ieor de
aclcares redutores da amostra foi entao determinado seguindo o método ja descrito
acima. Uma curva de calibragdo para este método foi construida utilizando-se

sacarose como padrao.

Determinacdo de taninos e outros polifendis: A determinacdo de polifendis foi
realizada segundo ¢ método azul da prussia descrito por Price e Butler (1977). A
200 ul de amostra (diluida na proporcéo adequada) foram adicionados 1,4 mL de
agua deionizada, 80 ul de solugdo de FeCl; 0,1 M (preparada em solugdo HCI §,1
N) e, finalmente, 80 ulL de soluc&o de KsFe(CN)s 0,1 M. Apés 10 minutos da adigao
desta Uitima solucdo, foi efetuada a ieitura da absorbancia da amostra a 720 nm. A
guantificacgdoc de polifendis fol efetuada tomando-se por base uma curva de
calibracdo utilizando D-catequina como composto padrdo (massa molecular de 290,3
kDa).

Determinagdc do contetido de dlec na farinha de milho: A quantificaggo da
concentracdo de 6leo da farinha de mitho, submetida ou na@o & extragdo aquosa
anterior ao experimento, foi realizada por extragcdo com hexanc em aparelho do tipo
Soxhlet (Determinador de lipideos Q-308G22, Quimis, Brasil) O procedimento
utilizado consistiu em pesar 5,0 g da farinha de milho, envolver o material em papel
de filtro e acomodar em um cilindro de celulose. A partir do momento que 0 solvente
enfrou em ebulicdo, imergiu-se o cilindro no soivente, deixando-ge gotejar o solvente
sobre a amostra durante 35 minutos. Decorrido o tempo de gotejamento, o cilindro

foi levantado, e o gotejamento permaneceu por mais 15 minutos para a lavagem.
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Depois da recuperacéo do solvente, o copo de fervura contendo o dleo foi ievado
para a secagem em placa aquecedora a 70°C durante 20 minutos. Apos ©
resfriamento, 0 copo de fervura, previamenie tarado, foi pesado e o conteldo de
dlec determinado.

Eletroforese SDS-PAGE: Foram utilizados géis comerciais tris/fHCI e trisftricina
(Ready-Gels, Bio-Rad, EUA) com concentragbes de acrilamida na forma de
gradiente de 4 — 20% (gel tris/HCI) e de 10 — 20% (gel trisftricina). Os ensaios foram
realizados segundc a metodologia descrita por Zhong e colaboradores (1999), a
voltagem constante de 150 V para o gel tris/HCl e 125 V para o gel frisfiricina. A
coloracdo dos geis foi realizada utilizando-se solucbes pré-preparadas Gelcode da
Pierce, EUA.

3.2.2. Estudos de Estabilidade e Localizacao da Aprotinina e do iTM

Estudo da estabilidade térmica da aprotinina pura em solu¢do tampao. Em
frascos Eppendorf, solugbes de 20 ug/mbL de aprotinina em tampéo tris 50 mM pH
8,0 contendo NaC! a 150 mM foram expostas a temperatura de 80 °C por tempos
determinados ¢ imediatamente resfriadas a 4 °C tendo, apés isso, sua inbigéc
determinada por ensaios de inibicdc de atividade de tripsina. Comparando-se as
inibicbes iniciais e finais das solugbes pode-se determinar a perda relativa a

desnaturagao térmica sofrida pela aprotinina.

Estudo da estabilidade térmica do inibidor de tripsina do milho (ITM} em
extrato aquoso de semente de milho: Em um béquer de 100 mL, 10 g de
sementes de milho transgénico cominuida n&c desengordurada (tamanho de
particula menor que 0,5 mm) foram adicionadas a 100 mL de agua deionizada cujo
pH foi previamente ajustadc para 8,0. Apds a adi¢do do milho, a suspenso foi
imediatamente agitada com a utilizacdo de barra magnetica e o pH foi
continuamente monitorado e mantido em 8,0 afravés de pequenas adicbes de

solucdo NaOH 1,0 M. Apds 30 minutos de agitacBo, a suspensdo foi filtrada
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utilizando-se quatro camadas de pano de filiragem (“Cheesecloth’). Finalmente, ¢
filtrado foi centrifugado a 14500 x g (11000 rpm) por 20 min a 6°C em uma centrifuga
modelo RC 5B PLUS da Sorvall, EUA. Aliquotas de 1,0 mL de solugco de exiracéo
{proveniente de semente transgénica e contendo inibidor de fripsina de milho) foram
transferidas para diversos frascos Eppendorf e foram expostos & temperatura de
80°C por tempos determinados, sendo imediatamente resfriadas a 4°C tendo, apds
isso, sua inibicdo determinada por ensaios de inibicdo de atividade de tripsina.
Comparando-se as inibigbes inicials e finais das solucdes, pbde-se determinar a

perda relativa a desnaturagéo térmica sofrida pelos inibidores presentes na solugéo.

Estudo da solubilidade & estabilidade da aprotinina em contato com soivente
organico: Solucbes de aprotinina a uma concentracdo de 40 ug/mi foram
preparadas utilizando-se trés diferentes solugcbes tampao a diferentes valores de pH:
acetato 50 mM a pH 5,0; trietanolamina-HC! 50 mM a pH 7,0 e tris 50 mM a pH 9,0.
Em tubos para centrifuga com 30 mL de volume, pipetou-se 5,0 mL de solugdes de
aprotinina nos diferentes tampdes e 10,0 mL de hexano. Os tubos foram colocados
sob agitag@o circular vertical (10 rpm) por 3 horas a temperatura ambiente. Em
seguida, os tubos foram centrifugados a 6000 rpm por 15 min em uma centrifuga
Hitachi modelo CF 15 D, Japao. Apds a centrifugacdo, parte das solucbes de
aprotinina (fase aquosay) foi retirada dos tubos com o auxilio de pipetas automaticas
e armazenadas em frascos Eppendorf a 4°C. As solugdes foram analisadas quanto a
concentracge total de proteinas e poder de inibicdo, sendo comparadas com as
respectivas solugdes de aprotinina nos diferentes tampdes que n&o foram exposias
ao solvente orgéanico.

Estudo da localizagdo da aprotinina recombinante na semente de milho:
Sementes de milho recombinante foram fracionadas a seco {(“dry-milling process”}
nas dependéncias da empresa Cresco Inc. (lowa, EUA). Pequenas porgdes destas
fracGes ricas em gérmen ou endosperma foram moidas utilizando-se um moedor de

café portatii até um tamanho de particula menor que 1,7 mm. Em tubos de
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polipropileno de 1,2 mL, 100 mg das amostras foram suspensas em 500 plL de
tampac PBS a pH 7,0, contendo 0,05% de Tween-20. Uma pequena bola de acgo de
0.4 cm de didmetro (5/32 polegadas) foi adicionada em cada tubo para auxiliar a
homogeneizacdo da amostra, sende entio realizada a agitagdo por 20 segundos em
um sistema Bohdan {agitag@o circular e vertical rapida a aproximadamente 800 rpm).
Os tubos foram entdo centrifugados a 12000 x g & 4°C por 10 minutos em uma
centrifuga Beckman (EUA) modelo 5417R (rotor F3802). Apés a coleta do
sobrenadante, a concentracéo de aprotinina em sojugéo foi determinada. O mesmo

protocolo foi seguido utilizando farinha de semente nao fracionada como controie.

Estudo da localizagao do ITM na semente de milho: Cento e cinglienta gramas de
sementes de milho ndo recombinante (variedade “yeliow dent’) foram manualmente
descascadas e tiveram o embrido separado, tomando-se cuidado para que todo
resquicio de endosperma fosse retirado do embrido. Amostras de semente, casca,
endosperma e gérmen foram posteriormente secas em estufa (6 horas a 130°C) e
tiveram suas massas determinadas visando o calculo do teor de umidade. Em tubos
de cenirifuga, massas de aproximadamente 2,3 g dos componentes da semente
foram suspensas em solucdo NaCl 0,2 M (razéo 1.5 m/v) e homogeneizadas com
auxilio de aparelho homogeneizador (Hand-Held Homogenizer, Handishear, EUA).
Apés homogeneizacdo, as suspensbes foram centrifugadas a 9000 x g por 20
minutos a 4°C. O sobrenadante das amostras foi retirado e analisado quanto a
concentracéo de proteina total e capacidade de inibigdo de tripsina. Como controle,

esse procedimento também foi repetido utilizando-se sementes inteiras.

3.2.3. Estudos de Extracao

S30 apresentadas neste topico as metodologias utilizadas nos estudos cuja
finalidade Ultima foi o estudo da etapa de extracdo da aprotinina recombinante e de
impurezas, sejam elas proteinas ou nao. Convém salientar que tOpicos
apresentados adiante também possuem metodologias de extracdo, mas cuja

finalidade foi a realizagdo de outros estudos, por exemplo, purificagbes
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cromatograficas, onde a exiracdo € apenas mais uma etapa do processo.
Finalmente, pode ser observado gue em todos os estudos de extracéo realizados, a
propergao massa de semente por volume de solucgo de exiracdo utilizada foi de 1:5,
propor¢éo esta determinada como a mais adequada em estudos preliminares
realizados peia equipe do Prof. Dr. Zivko L. Nikolov, na lowa State University
{Anderson, 1999).

Estudo da cinética de exirac@o de aprotinina, ITM e proteinas soltveis: O
estudo de cinética de extracio foi feito suspendendo-se 20 g de farinha de milho
transgénico (particulas com diametro inferior 2 1,7 mm) em 100 mL de tampéo
glicina 200 mM pH 3,0 em um béquer, sendc a suspensio agitada com o usc de
barra magnética. Amostras com volume de 1,5 ml foram retiradas apos 0,5, 1, 2,
5, 10, 30 e 60 minutos do inicic da extracgo. As amosiras foram imediatamente
colocadas em frascos Eppendorf e centrifugadas a 5500 x g por 30 segundos em
uma centrifuga de microtubos marca Eppendorf, EUA, e, apds a coleta da solucéo
sobrenadante, esta foi novamente centrifugada a 9000 x g por mais 4 minutos para
completar clarificag@o da amostra. Finalmente, os sobrenadantes foram estocados a
4 °C (por no maximo 24 horas) e analisados guanto a concentracdo de aprotinina,

proteina total e inibicdo de tribsina.

Influéncia de pH e for¢a idnica sobre a extragao de aprotinina recombinante,
proteinas sollveis e ITM: Massas de 5 g de farinha de milho fransgénico com
tamanho de particula menor que 1,7 mm foram suspensas em 25 mL de tampé&o de
extracéo ou 25 mL de sciucéc de NaCl para os ensaios de influéncia de pH ¢ forca
ibnica, respectivamente. Segundo o pH reqguerido, os tampdes utilizados foram: pH
3,0, glicina 200 mM; pH 4,0, acetato de sodic 200 mM; pH 6,0 e 8,0, fosfato de sbdio
200 mM; e pH 10,0, carbonato de sodio 200 mM. As concentractes de NaCl
utilizadas no estude da influéncia da forga idnica foram: 0, 50, 100, 200, e 300 mM
em agua deionizada. As suspensbes foram agitadas com barra magnética em um
béquer de 80 mL por 860 minutos a temperatura ambiente g, entéo, filtradas em papel

de filtro Tipe 10. Amostras dos filtrados foram coletas em diversas aliquotas e

42



Materiais e Métodos

estocadas a temperatura de -10 °C para anéiise posterior. As amostras foram
analisadas para a determinacdc de concentragdo de aprotinina recombinante,
inibicdc de tripsina e concentracdo de proteinas soidveis. O pH e a condutividade
iniciais e finais de todos os exiratos foram monitorados. Os experimentos foram
realizados em quintuplicata.

Influéncia de pH e forga idnica sobre a extragio de aglcares redutores (AR},
agucares redutores totais (ART) e polifendis: Massas de 20 g de farinha de milho
transgénico com tamanho de particula de menor que 1,7 mm foram suspensas em
100 mL de tampéo de exiracdo ou 100 mL de solucio de NaCl para os ensaics de
influéncia de pH e forca idnica, respectivamente. Segundo o pH requerido, oS
tampdes utilizados foram: pH 3,0, glicina 200 mM; pH 4,0, acetatc de sédioc 200 mM,;
pH 6,0 e 8,0, fosfato de sddio 200 mM; e pH 10,0, carbonato de sodic 200 mM. As
concentragSes de NaCl utilizadas no estudo da influéncia da forga idnica foram: O,
50, 100, 200, e 300 mM em agua deionizada. As suspensdes foram agitadas com
barra magnética em um béquer de 250 mL por 60 minutos a temperatura ambiente e,
entéo, centrifugadas a 9000 x g por 15 minutos. Amostras dos sobrenadantes foram
coletas e estocadas a 4°C para analise. As amostras foram analisadas para a
determinag@o da concentracdo de aglcares redutores (AR), aclcares redutores
totais (ART) e polifendis. A condutividade e pH inicial e final de todos os extratos

foram monitorados. Os experimentos foram realizados em friplicata.

Influéncia do pH e forga idnica da extragcdo aquosa sobre a remoc¢éoc de
lipideos da farinha de milho: Massas (5 g) de farinha de milho transgénico que
sofreram exiracbes aquosas a diferentes pH e forcas idnicas (ver procedimento
descrito acima) foram secas a temperatura ambiente por 48 horas e tiveram seu
contetido de Oleo determinado segundo o procedimento ja descrito na sec&o
“Métodos Analiticos”. Como controle, utilizou-se farinha de milho transgénico que

nao sofreu processo de extracdo aquosa anterior & determinacéo do contetido de
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olec. Os experimentos foram realizados em duplicata para as farinhas que sofreram

extracdo aquosa prévia e em quadruplicata para o controle.

influéncia do tamanho de particula sobre a extragao da aprotinina: Sementes de
mitho recombinante foram moidas por um moinho de facas nas dependéncias da
empresa Cresco Inc. (lowa, EUA) até um tamanho de particula menaor que 1,7 mm.
Parte desta farinha de milho foi novamente submetida @ moagem em um moedor
portatil de café modelo Mini-Mart Pius da Cuisinart, EUA, feita em 4 séries de 10
segundos de moagem. A distribuicdo de tamanho de particulas das farinhas foi
realizada utilizando-se peneiras de ago para andlise granulométrica da marca
Granutest, Brasil. Foram utilizadas aberturas de 1,7 mm, 1,0 mm, 0.5 mm e 0,212
mm. Extragbes de proteinas com tampé&o glicina 200 mM pH 3,0 foram realizadas
com as farinhas contendo as duas diferentes distribuicdes de tamanho de particula,
segundo o protocolo ja descrite utilizado no estude da influéncia do pH e forga idnica
sobre a extracao de aprotinina recombinante. Os extratos resultanies das extracbes
foram analisados guanto a concentracdo de aprotinina recombinante. As extracdes

foram realizadas em triplicata.

Estudo de extracdo de aprotinina em planta piloto: A exiracdo de aprotinina em
escala piloto foi realizada nas instalagbes do “Food Protein Research and
Development Center® da Texas A & M University, College Station, Texas, EUA. Em
um tanque de extracéo de 1000 L de capacidade, uma massa de 22,5 kg de miftho
cominuido foi suspensa em 113 L de agua deionizada. A suspenséo foi mantida sob
agitagdo de 60 rpom e teve seu pH ajustado e mantido em 3,0 através da adicdo de
solucéo 8,5% de H3PO4 (viv). Apds 30 minutos, a suspenséo foi centrifugada a 3000
X g em uma centrifuga de decantag@o (Sharpies, EUA), sendo entao filtrada
utilizando cartucho de filtragcdo de 20 um (Osmonics, EUA). A clarificagéo final e
remocdo de proteinas de elevada massa molecular foi efetuada através de
ultrafiltracgdo em membrana de 10 kDa (Romicon, EUA). Finaimente, a solugéo
filtrada foi concentrada (10x) atraves de nancfiltracdo em membrana de 200 Da
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(Filmtec Corporation, EUA). Amostras coletadas nas varias etapas do processc

foram posteriormente analisadas quanto a inibic&o de tripsina e concentragio de

aprotinina e proteina total.

3.2.4. Estudos de Adsorcao em Tangues Agitados

Determinacac das curvas de cinética de adsorcao: Os dados de cinética de
adsorgéo a 25°C de aprotinina e ITM em resina de agarose-tripsina e também para a
adsorcao de ITM em resina de agarose-IDA-Cu® foram feitos utilizando frascos
Eppendorf de 1,5 mL como tanques agitados. A aprotinina de alta pureza utilizada
foi comprada da Sigma, EUA, enquanio o ITM foi purificado por cromatografia de
- afinidade a partir de milho nao transgénico segundo o protocolo apresentade por
Swartz e colaboradores (1977). As resinas foram preparadas para 0s experimentos
equilibrando-as no tampao de adsorgao apropriado. A resina de agarose-iripsina foi
equilibrada em tampao fosfato de sédio (NaPi) 50 mM pH 7.8. A resina agarose-iDA
foi primeiramente saturada com ions Cu** lavando-a extensivamente com solugéo de
suifato de cobre 50 mM em um funil de vidro sinterizado. O metal ndo imobilizado foi
retirado por lavagem com agua deionizada e também com solugdo de imidazol 100
mM em tampao de adsorcio (NaPi 50 mM pH 7,0 contendo NaCl 0,5 M). Finaimente,
a resina foi equilibrada em tampao de adsorcgéo.

' Em frascos Eppendorf de 1,5 mL, 10 mg de resina (agarose-ripsina ou
agarose-IDA-Cu”) foram suspensas em 1,0 mL de solugcdes de aprotinina ou ITM a
diferentes concentracbes iniciais. As concentracbes iniciais das solucbes de
aprotinina e ITM utilizadas nos experimentos de adsorgdo em resina de agarose-
tripsina foram: 16,0 e 16,5 ug/mL de aprotinina e ITM, respectivamente, em tampéo
NaPi 50 mM pH 7,8. No experimento de adsorcéo de ITM em resina agarose-IDA-
Cu®, a concentracdo inicial do inibidor foi de 130 ug/mL em tamp&o NaPi 50 mM pH
7,0 contendo NaCl 0,5 M. Os frascos contendo as suspensdes foram agitados em
agitador rotativo a 25°C e, em intervalos de tempo definidos, um frasco era retirado
da agitagdo, era entdo centrifugado a 6500 x g por 3 minutos e a concentracéo de

proteina no sobrenadante era determinada.
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O mesmo procedimento foi ainda seguido para a determinagdo da cinética
de adsorc¢ao de aprotinina na resina de troca idnica SP Sepharose Fast Flow. Nesse
caso, massas de 50 mg de resina foram suspensas em 1,0 mL de solugdo de
aprotinina com concentrag&ce de 0,8 mg/mL em tampéc fris 20 mM pH 8,5 Em
periodos de tempo determinados (4, 12, 30, 60, 105 e 180 minutos), um dos frasces
foi retirade e centrifugade, tendo a concentracdo de aprotinina no sobrenadante
determinada por absorbancia em 280 nm e atraves do método de azul de

coomassie.

Determinacac das isotermas de adsorgao: As isotermas para a adsorcdo a 25°C
de aprotinina e ITM em resina de agarose-tripsing e também para a adsorcéo de ITM
em resina de agarcse-IDA-Cu® foram feitos utilizando frascos Eppendorf de 1,5 mL
como tangues agitadeos. As resinas foram preparadas para 0s experimentos
equilibrando-as no tampéo de adsor¢do apropriado. As resinas de agarose-ripsina e
agarose-IDA foram preparadas da mesma forma como descritas anteriormente para
os experimentos de determinacao das cinéticas de adsorcéo.

Em frascos Eppendorf de 1,5 mL, 10 mg de resina (agarose-tripsina ou
agarose-IDA-Cu®") foram suspensas em 1,0 mL de solugdes de aprotinina ou ITM a
diferentes concentracdes iniciais, preparadas em tampac NaPi 56 mM pH 7.8
(agarose-tripsina) ou tampao NaPi 50 mM pH 7,0 contendo NaCl 0,5 M (agarose-
IDA-CU®"). Os frascos foram agitados em agitador rotativo a 25°C por 3,0 h (agarose-
tripsina) ou 3,5 h (agarose-IDA-Cu”), periodo longo o suficiente para garantir que a
condic&o de equilibrio fosse atingida. Os frascos foram entéo centrifugados a 6500 x
g por 10 minutos e as concentracdes de proteina em equilibrio no sobrenadante
foram determinadas.

Os experimentos de adsorcdo de aprotinina na presenca de ITM foram
desenvolvidos de forma semeihante aos anteriores. Massas de 10 mg de resina de
agarose-iripsina foram suspensas em solugBes de aprotinina-iTM (a diferentes
concentracdes iniciais) sempre preparadas de forma a manterem a proporgéo 1:1 em

termos de concentracdo massica {ou uma proporgdo de 1,9:1,0 em termos de
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concentragaéo molar). Apods o tempo necessario para que o equilibrio fosse atingido,
as concentragfes de equilibrioc de aprotinina e ITM nos sobrenadantes foram
determinadas. As conceniragbes de aprotinina foram determinadas por ELISA,
enguanto as conceniragdes de ITM foram determinadas pela diferencga entre as
concentragtes de aprotinina e proteina total (determinada pelo método de azul de
coomassie).

Procedimentce muito semelhante foi adotado para a determinacdc das
isotermas de adsorgdo de aprotinina e ITM em resina trocadora de ions. Em frascos
Eppendorf, massas de 5,0 mg de resina SP Sepharose Fast Flow foram suspensas
em 1,0 mL de solugdo de aprotinina ou ITM (a diferentes concentragdes iniciais) em
tampéo tris 20 mM ou fosfato de sddic 30 mM em valores de pH 7,5 ou 85. Os
frascos foram agitados durante duas horas, a uma temperatura de 25°C. Apos este
tempo previamente definidoc como suficiente para se aicancar o equilibrio da
adsorgao, as solucdes foram centrifugadas e a concentracéo de proteina restante no
sobrenadante foi quantificada através de absorbancia em 280 nm e do método de
azul de coomassie.

Em todos os casos, as isotermas de adsorgao foram construidas plotando-se
as concentracbes calculadas de aprotinina ou ITM em equilibrio nas fases liquida

versus a concentracdo de aprotinina ou ITM em equilibrio na fase sélida.

3.2.5. Estudos de Purificacdo Cromatogréfica

Extracdo e purificagdo do inibidor de tripsina de mitho (iTM): Em um béquer de
500 mi, foi preparada uma suspenséo de 80 g de farinha de milho nio-transgénico
desengordurada e 400 mL de agua deionizada. A suspensao foi agitada por 30
minutos, tendo o seu pH mantido em 7,8 com a adigio de algumas gotas de solugéo
NaOH 1,0 M. Em seguida, a solugdo foi centrifugada e filirada. A centrifugacéo foi
efetuada a 7000 x g por 15 minutos a 4°C. Tomou-se o cuidado de evitar a retirada
da camada superior do sobrenadante, por conter resquicios de dleo. O
sobrenadante foi finalmente filtrado a vacuc utilizando-se dois diferentes filtros de

éster de celulose (Millipore, EUA) com didmetros de poro de 1,2 e 0,45 um,

47



fdateriais & Métodos

respectivamente. O filtrado foi purificado através de cromatografia liquida em coluna
de afinidade. Primeiramente, a coluna foi empacotada com 12 mL de gel de agarose
contendo fripsina imobilizada. A coluna foi entdo equilibrada utilizando-se tampéao
fosfato de sédio 50 mM pH 7,8 (8 volumes de coluna). Em seguida, foram injetados
130 mL de exirato de milho na coiuna. A lavagem que seguiu foi realizada com o uso
de tampéo fosfatc 50 mM contendo NaCl 0,6 M a pH 7.8, sendo coletadas 16
amostras de 9,0 mL cada uma. A eluicdo foi realizada com 96 mL de tampédo KCl-
HCI 50 mM pH 2,0, A vazao utilizada em todas as etapas foi de 1,5 mL/min. As
amostras coletadas (9,0 mL) foram analisadas através de medida de absorbancia em

280 nm e ensaio de inibigcao de tripsina.

Extragcdo de profeinas da semente de milho recombinante visando ensaios
cromatograficos: Em um béquer de 2,0 L, 200 g de sementes de mitho fransgénico
cominuido {tamanho de particula menor que 0,85 mm) foram adicionados a 1,0 L de
agua deionizada. Apos a adigdo do mitho cominuido, a suspensao foi imediatamente
agitada com a utilizacdo de barra magnética e o pH foi continuamente monitorado e
mantido em 3,0 através de pequenas adicdes de solugdo HCl 1,0 M. Apéds 30
minutos de agitacao, a suspenséao foi filtrada em funil de Buchner utilizando papel de
filtro tipo NABOOKP da FPI, EUA. O pH da solugéo filtrada foi ajustado para 7,8 ou
8,5, dependendo do tipo de cromatografia utilizada como primeira etapa de
purificacdo, afinidade ou troca-idnica, respectivamente. O ajuste de pH foi feito
através da adicao de solucdo NaOH 1,0 M. A solugao foi estocada em repouso a 4°C
por 16 horas, sendo entdo filtrada para a remog&c de material precipitado durante a
etapa de ajuste do pH. Para os estudos de recuperacdo da aprotinina utilizando
resina de troca-ibnica como primeira etapa, esta solucio foi posteriormente diluida
na proporcao de 251 em tampéo tris 0,5 M pH 8,5. isto foi feito de forma a ter-se
uma concentracao final de tampéao tris na amostra injetada de 20 mM, evitando-se,

assim, variagdes de pH durante a etapa de adsorgéo.
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Cromatografia de afinidade: Dez mililitros de resina de afinidade tripsina-
Sepharose Fast Flow foram empacotados em uma coluna XK 16 (16 x 200 mm). O
procedimento de imobilizagdo da tripsina tratada com TPCK foi o recomendado pelo
fabricante da resina. Anteriormente a etapa de adsorcdo, a coluna foi equilibrada
com tampéao fosfato 50 mM pH 7,8 contendo 0,25 M de NaCl. Um volume de 775 mL
de solug&o proveniente da extracio de proteinas do milho foi adicionado a coluna. A
etapa de lavagem foi realizada com a utilizacéo de tampéo fosfato 50 mM pH 7.8
contendo 0,6 M de NaCl. Finaimente, eluiu-se as proteinas adsorvidas utilizando-se
tampéo KCI/HCI 80 mM pH 2,0. As fragbes coletas na etapa de dessorgéo tiveram
seu volume imediatamente diluido em 25% através da adicdo de tampéac fosfato 200
mM pH 7.6 contendo 2,0 M NaCl com o objetivo de prepara-las para a etapa
posterior de adsorcdc em coluna IMAC. Estas amostras foram posteriormente

analisadas quanto & concentrac@o de proteinas e inibicao.

Cromatografia de afinidade em metal imobilizado (IMAC): Os estudos iniciais
utilizando-se aprotinina comercial e CTl em uma mistura foram realizados utilizando-
se uma coluna POROS MC 220 (4.6 x 100 mm) da Poros Inc., EUA, com 1,7 mL de
volume de leito (resina de poli-estireno-divinil-benzeno contendo grupos funcionais
imidodiacetato). O metal utilizado foi cobre e o tamp&o de adsorgdo utilizado foi
fosfate 50 mM pH 7,0 contendo 0,5 M NaCl e 0,5 mM de imidazol. A eluicdo das
proteinas adsorvidas foi efetuada utilizando-se gradiente de imidazol no tamp&o de
adsorcao (0,5 a 100 mM em 10 volumes de coluna). Nos estudos com aprotinina
recombinante, utilizou-se uma coluna XK 16 da Amersham-Pharmacia, EUA,
empacotada com 13 mL de resina agarose-IDA. A imobilizacdo do ion metalico foi
feita carregando-se a coluna com solugao 50 mM de sulfato de cobre. O metai ndo
imobilizado foi retirado por lavagem com agua deionizada e também com solugéo de
imidazol 100 mM em tampao de adsor¢do (NaPi 50 mM pH 7,0 contendo NaCl 0,5
M). A amostra de injecdo, composta das fragbes de eluicdo #20 a #26 da eluicgo da
coluna de agarose-tripsina, foi injetada por meic de um Superloop de 50 mL. A

lavagem das proteinas néo adsorvidas foi feita com o préprio tampé&o de adsorgéo. A
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eluicdo foi efetuada utilizando-se gradiente de imidazoi (0 2 100 mM) no tampéo de
adsorcio. Na regeneracac da coluna, utilizou-se soluggdo de EDTA 50 mM pH 8,0
contendo NaCl 1,0 M. Fracbes de 8,0 mL foram coletadas nas etapas de injecéo e
lavagem de proteinas ndo adsorvidas, enguanto que fragbes de 9,0 mL foram
coletadas nas etapas de eluicdc e regeneracéo da coluna. A vazao na etapa de
injec@o e lavagem foi de 1,0 mbL/min. Em todas as demais etapas, utilizou-se a vazéo
de 2,0 mi/min. As fra¢bes coletadas foram analisadas quanto & inibic8o de tripsina e
conceniracao total de proteinas e aprotinina.

Os estudos de adsorgc@o das proteinas do exirato de milho ndo recombinante
(IMAC como primeira etapa) foram realizados utilizando-se a resina agarose-IDA
empacoctada em uma coluna C 10/10 da Amersham-Pharmacia, EUA, com volume de
jeito de 3,2 mL. A coluna foi carregada com ions metalicos pela adicéo de 10
volumes de coluna (VC) de solucdo de sulfato de cobre 50 mM. A coluna foi entdo
lavada extensivamente com agua deionizada, seguido de tampé&o fosfato de sédio &0
mM pH 7.0 contendo NaCi 0,5 M e imidazol 0,1 M. Finaimente, a coluna foi
equilibrada para a injecdo da amostra utilizando o tampé&o fosfato de sédic 50 mM
hH 7,0 contendo 0,5 M NaCl (tampaoc de adsor¢éo). Apos a injegdo da amostra (30
mL de extrato de milho nédo transgénico cuja extracéo foi realizada a pH 3,0), foi
efetuada a lavagem das proteinas n&o adsorvidas utilizando-se tampao de adsorcao
(18 VC). Em uma das cromatografias, a eluicdo foi realizada utilizando-se 100 mM
de imidazol nc tampéo de adsorcdo. Em uma segunda cromatografia, a eluigio das
proteinas adsorvidas foi efetuada utilizando-se trés diferentes concentracdes de
imidazol no tampao de adsor¢do: 10, 30 e 100 mM. A coluna foi regenerada com
solugdo de EDTA 50 mM pH 8,0 contendo 1,0 M de NaCl. Fragbes com volume de
6,0 mL foram coletadas durante as etapas de injegdo e lavagem, sendo gue nas
etapas de eluicdo e regeneracao foram coletas fragdes de 4,0 mL. Todas as fracbes

foram analisadas quanto & inibicdo de tripsina e concentracio total de proteinas.

Cromatografia de troca idnica: Utilizou-se para os estudos de purificacdo da

aprotinina recombinante e sua separacéc do ITM a resina SP Sepharose Fast Flow
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em uma coiuna pré-empacotada HiTrap de 1,0 mL da Amersham-Pharmacia, EUA.
Anteriormente a etapa de adsorgéo, a coluna foi equilibrada com tampéo fris 20 mM
pH 8,5 (tampao de adsorcao). Fragbes de eluicdo (#20 a #30) coletadas na etapa de
cromatografia de afinidade foram diluidas na proporgcao de 25:1 em tampéo fris 0,5
M pH 8,5 de modo que a concentracao final de tampao fosse de 20 mM. As fracbes
foram combinadas & tiveram o pH ajuétado para 8,5 utilizandc-se solugdo NaQOH 1,0
M. Aplicou-se um volume de amostra de 52 mL na coluna e a etapa de lavagem foi
realizada utilizando-se tampé&o de adsorcdo. Finaimente, a dessorgdo das proteinas
foi feita utilizando-se um gradiente de cloretoc de sdédio de 0 a 1,5 M neste mesmo
tampdo. Utilizou-se a vazao de 1,0 mL/min em todas as etapas do experimento. Os
volumes de solucio coletados durante as etapas de injecdo e lavagem né&o foram
coletados na forma de fragbes, mas foram analisados separadamente, juntamente
com as fragbes coletadas durante a etapa de eluig&o (1,5 mL cada). Estas fragbes
foram analisadas quanto a concentracdc de aprotinina, proteina total e inibigdo de
tripsina.

No caso do uso da cromatografia de troca-idnica como primeira etapa de
recuperacéo da aprotinina recombinante presente no extrato da semente do milho
(ver preparagdo do extrato no item anterior), utilizou-se uma coluna de SP
Sepharose (HiTrap) contendo 5,0 mL de volume de resina. O extrato da semente de
mitho foi concentrade 7,6 vezes (de 1200 para 157 mL) através do uso de
ultrafiltracdo em membrana de 1 kDa (cartucho de ultrafiltracdo Prep/Scale de 0,09
m® de membrana da Millipore, EUA). Os procedimentos de lavagem e eluicdo
utilizados foram os mesmos reportados acima utilizando a troca-ibnica como
segunda etapa de purificagdo. Utilizou-se a vazéo de 5,0 mL/min em todas as etapas
do experimento. Fragbes de 20 e 10 mL foram coletadas durante as etapas de
injecdo e lavagem, respectivamente, enquanto que fragcdes de 3,0 mL foram
coletadas na etapa de eluicdo. Todas as fragbes foram analisadas quanto a

concentracao de aprotinina, proteina total e inibigéo de tripsina.
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSOES |

ESTUDOS DE ESTABILIDADE E LOCALIZAGAO DA APROTININA E ITM

No presente capitulo sdo apresentados estudos de estabilidade da
aprotinina e do inibidor de tripsina do milho (ITM) a altas temperaturas e também de
estabilidade da aprotinina quando em contato com solvente orgénico. Sao
apresentados ainda resultados de estudos de determinacdo da localizagdo da
aprotinina recombinante e ITM nos tecidos de sementes de milho. Pode ser notado, em
todo o trabalho, que muitos estudos desenvolvidos com a aprotinina também o sdo com
o ITM. Essa preocupacdo de levantar conhecimentos, ndo apenas da molécula alvo
(aprotinina), mas também do ITM, deve-se ao fato deste inibidor do milho ser um
“competidor’ natural no processo de recuperacdo e purificagdo da aprotinina
recombinante, sendo separado juntamente com a aprotinina em diversas etapas de
purificac@o. Isso se deve, principalmente, ao fato do ITM ser um inibidor de proteases,
caracteristica que o torna também, um possivel co-produto de interesse a ser

explorado em uma eventual produgéo comercial da aprotinina recombinante.

4.1. Estudos de Estabilidade da Aprotinina e ITM

4.1.1. Estabilidade da Aprotinina e ITM a Altas Temperaturas

A literatura aponta a aprotinina como uma molécula bastante resistente a altas
temperaturas e valores extremos de pH, devido a sua estrutura tridimensional
compacta estabilizada por trés pontes de dissulfeto. Por este motivo, foi estudada a

possibilidade de utilizagdo de tratamento térmico do extrato de milho transgénico
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visando a desnaturacado de impurezas protéicas. Buscou-se avaliar a possibilidade de
utilizacdo da desnaturacao térmica como forma de eliminagao parcial destas impurezas
ou até mesmo de efetuar a separacado entre a aprotinina recombinante e o inibidor de
tripsina de mitho (ITM).

Como nédo foi possivel encontrar na literatura dados de estabilidade da
aprotinina a altas temperaturas, experimentos foram realizados nesse sentido (Figura
4.1). Os resultados destes experimentos confirmaram a grande estabilidade da
molécula. Aproximadamente 91% da aprotinina presente em solugdo manteve sua
capacidade de inibicdo quando submetida a 110 minutos de exposicdo a 80°C,
reduzindo-se para 74% quando o tempo de exposi¢cao foi de 8 horas. Ja a Figura 4.2
apresenta a inibicdo relativa ao iongo do tempo presente na solucdo resultante da
extracdo das proteinas do milho transgénico, quando submetida & temperatura de
80°C. Constatou-se que a capacidade de inibicdo de tripsina no extrato (basicamente
devido ao ITM, como comprovado mais a frente através da determinacéo da
concentracdo de aprotinina por ELISA) é bastante estavel a esta temperatura, com
perda préxima de apenas 23% apds 5,0 horas de exposi¢do. Contudo, esta perda
ocorreu quase que completamente nos primeiros 30 minutos de exposicdo, mantendo-
se entdo praticamente constante ao longo do periodo estudado. Isto pode n&o
significar que parte do inibidor presente tenha sido desnaturado, mas que houve
degradacédo ou solubilizacdo de algum componente da solu¢céo que pode vir a causar
pequena interferéncia no ensaio de inibigdo de tripsina. E provavel que a elevada
estabilidade térmica do inibidor de tripsina do milho se deva & presenca das cinco
pontes dissulfeto de sua estrutura terciaria, ndmero alto, considerando-se a pequena
massa molecular do inibidor (14,0 kDa).

Estes resultados indicam como inviavel a utilizacdo de desnaturacdo térmica
como forma de separagao entre aprotinina e ITM uma vez que ambos os inibidores s&o

bastante estaveis em alta temperatura.
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Figura 4.1 — Estabilidade ao longo do tempo da aprotinina em solugéo a 80°C. Inibigao
relativa refere-se a porcentagem de inibicdo de tripsina remanescente na solucéo de
aprotinina exposta a alta temperatura, quando comparada a inibicdo da solugcdo néo
exposta a alta temperatura. Concentracéo de aprotinina de 20 ug/mL em tampao tris 50

mM contendo NaCl a 150 mM. A amplitude entre duplicatas n&o foi superior a 7% do
valor médio.
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Figura 4.2 — Estabilidade ao longo do tempo do ITM em solugcdo a 80°C. Inibig&o
relativa refere-se a porcentagem de inibicdo de tripsina remanescente na solugdo de
extracéo a pH 8,0 (milho transgénico) exposta a alta temperatura, quando comparada a
inibicdo da solugdo nao exposta a alta temperatura. A amplitude entre duplicatas n&o
foi superior a 10% do valor médio.
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O fato de neste estudo ter sido utilizado milho transgénico, o que implica na
presenca de aprotinina recombinante em solucdo juntamente com o ITM, ndo deve
alterar significativamente a conclusdo obtida, uma vez que a concentragdo da
aprotinina recombinante na solucdo € inferior a 1 ug/mL, préximo de 35 vezes menor
que a de ITM, e portando, abaixc da sensibilidade de deteccdo do método de andlise
de inibicao.

4.1.2. Estabilidade da Aprotinina em Contato com Solvente Orgéanico

Solventes organicos como o hexano e o éter de petroleo sdo comumente
utilizados na remocéao do 6leo de matérias primas que s&o submetidas a processos de
extracao e purificacdo de proteinas. No processo de recuperacdo e purificacao de B-
glicoronidase recombinante a partir de sementes de milho transgénico, Kusnadi e
colaboradores (1996) utilizararam hexano para a extracdo do 6leo de milho. Estes
estudos mostraram que esta etapa de desengorduramento nao afetou
significativamente a eficiéncia de recuperacdo da proteina recombinante. Contudo,
sendo a aprotinina uma molécula significativamente diferente da enzima estudada
anteriormente, decidiu-se verificar a possibilidade de a aprotinina ser significativamente
particionada para a fase orgéanica ou desnaturada na presenca de hexano, ¢ que seria
um indicio de elevadas perdas devido ao processo de desengorduramento.

Foram efetuados experimentos onde solucdes de aprotinina, a trés diferentes
valores de pH, foram expostas ao hexano por um periodo de 3 horas (Figura 4.3). Apos
o contato com o solvente, a diminuicdo na concentragéo de proteina nas fases aquosas
foi de 2, 11 e 9% para as solugées a pH 5,0, 7,0 e 9,0, respectivamente. Constatou-se
ainda que ndo houve perda significativa da capacidade de inibicdo das solugbes de
aprotinina a pH 5,0 e 7,0 apds exposi¢éo ao solvente orgénico. No caso da solugéo a
pH 9,0, constatou-se uma perda de 28% da capacidade de inibicdo da aprotinina em
solucdo. A redugéo da concentragdo protéica nesse mesmo pH foi de 9%, o que € uma
indicacéo de que houve desnaturacédo, possivelmente por rompimento de pontes de

dissulfeto em pH alcalino.
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Figura 4.3 — Estabilidade e extratividade da aprotinina em contato com hexano sob
diferentes condigbes de pH. Os valores representam as inibicdes relativas
apresentadas pelas amostras, quando comparadas aos respectivos padrdes (solugbes
controle de mesma concentragéo nao expostas ao hexano). As barras de erro indicam
a amplitude maxima apresentada entre as duplicatas.

Foram também realizados ensaios de extracdo da aprotinina recombinante a
partir da farinha de semente transgénica, antes e ap6s esta passar pelo processo de
desengorduramento em equipamento sohxlet utilizando hexano, de forma a verificar o
impacto deste processo sobre a extracdo da proteina recombinante. Os experimentos
foram realizados em friplicata e a concentragdo da aprotinina recombinante no extrato,
determinada por ELISA, foi de 0,66 +- 0,04 ug/mL e 0,57 +- 0,04 ug/mL para os
extratos provenientes de farinha n&o desengordurada e desengordurada,
respectivamente. A diferenca de 14% € pequena indicando que a perda de aprotinina
no processo de desengorduramento € pouco significativa, sendo proxima do erro
relativo ao préprio experimento. Tal resultado indica que a aprotinina recombinante, da
mesma forma que a B-glicoronidase recombinante produzida em semente de milho
(Kusnadi e colaboradores, 1998), é resistente ao processo de desengorduramento com

hexano.
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4.2. Localizagao da Aprotinina Recombinante e do ITM na Semente de Milho

4.2.1. Estudo de Localizac&o da Aprotinina Recombinante na Semente de Milho

Uma das vantagens do uso de plantas como biorreatores € a possibilidade de
direcionar a proteina recombinante produzida para um 6rgéo (semente, por exemplo)
ou tecido (gérmen ou endosperma) especifico, com a finalidade de aumentar a
estabilidade, eficiéncia de producdo da proteina e seu acumulo, ou ainda reduzir a
complexidade e custos da etapa de purificacio.

Neste caso em estudo, a expressdo do gene responsavel pela producdo da
aprotinina recombinante & dirigida pelo promotor constitutivo “ubiquitina” que em
trabalhos anteriores apresentou tendéncia de enderecar a proteina recombinante para
o gérmen da semente de milho (Zhong e colaboradores, 1999). Trabalhos anteriores,
onde este promotor foi utilizado na producdo em sementes de milho das proteinas
recombinantes avidina e B-glicoronidase, constataram niveis de acumulacéo no gérmen
de 55% e 90%, respectivamente (Hood e Howard, 1999). Neste trabalho, sementes de
milho contendo aprotinina recombinante tiveram seu gérmen e endosperma
fracionados (fracionamento a seco) e o nivel de acumulo da proteina recombinante foi
entdo determinado nestas fragbes (Tabela 1). As concentracbes médias de aprotinina
recombinante nos extratos preparados a partir das fracbes ricas em gérmen,
endosperma e da semente toda (controle) foram de 1,16, 0,52 e 0,71 ug/mL,
respectivamente.

Este resultado vai ac encontro daquele apresentado por Zhong e colaboradores
(1999), realizado pelo método de “tissue print”, que indicava maior acimulo no gérmen
gue em outros tecidos da semente. Contudo, apesar do menor nivel de acimulo da
proteina recombinante no endosperma, este tecido corresponde a aproximadamente
82% da massa da semente, o que pode tornar economicamente inviavel seu descarte
em caso de producdo da aprotinina recombinante em larga escala. A fracéo rica em
endosperma testada contribuiu com 77% da massa total de aprotinina recombinante
acumulada na semente, de forma que os estudos que se seguiram foram, portanto,

realizados com a farinha do grao integral.
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Tabela | — Distribuicao da aprotinina recombinante no embrido e endosperma da
semente de milho transgénico

Tecido Fracdo da Distribuicdo da massa Massa de aprotinina por
massa seca da de aprotinina massa seca de tecido
semente por tipo de tecido {ug/g)
(%) (%)
Endosperma 82 77 3,0
Embri&o 11 33 6,6
Semente (controle) 100 ‘ 100 4.1
Diferenca” - - 22%

* Diferenga entre a massa de aprotinina na semente calculada a partir da soma
ponderada dos valores obtidos para o endosperma e embrido e a semente toda.

4.2.2. Estudo de Localizacéo do ITM na Semente de Milho

Um dos maiores desafios na purificacdo da aprotinina recombinante a partir de
sementes de milho deve-se a presenca do inibidor de tripsina de milho (ITM) que
possui massa molecular e propriedades de interagdo com proteases semelhantes a da
aprotinina, tornando dificil a sua separacdo. Formas de reduzir a presenca do ITM na
solucdo resultante da extracdo das proteinas da semente s&o interessantes como fator
de reducao de custos e complexidade da etapa de purificagdo. Realizou-se um estudo
visando a localizacio dos tecidos de maior concentragéo do ITM na semente de milho.
A andlise dos tecidos da semente recombinante indicaram que a aprotinina
recombinante foi acumulada em maior quantidade no interior do embrido estando,
contudo, em menor concentracdo presente também no endosperma. O conhecimento
da localizagcdo do ITM pode ser importante pela possibilidade de orientar
pesquisadores no futuro quanto a melhor regido a se direcionar a acumulagéo de
determinada proteina recombinante, se o0 processo de recuperacdo desta sofrer

interferéncia significativa pela presenca do inibidor.
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Os resultados para o estudo de localizagdo do inibidor de tripsina de milho no
transgénico e proteina total soldvel em solugéo salina s&o apresentados nas Tabelas I
e lll, respectivamente. A semente ndo modificada geneticamente foi utilizada pela
maior disponibilidade e também por n&o haver interferéncia da aprotinina. A Tabela I
apresenta a quantidade de inibidor encontrada em cada uma das partes da semente,

bem como da semente como um todo, utilizada como controle.

Tabela li — Inibicdo de tripsina presente nos extratos dos diversos tecidos da
semente de milho nao transgénico, comparando com a inibigdo total da semente

Fragdo da massa Distribuicdo da Inibigcdo por massa
Tecido seca da semente Inibicédo por tipo de seca (Ulig)
(%) tecido (% )
Endosperma 82 82 0,48
Embrido 11 16 0,72
Pericarpo e pedunculo 7 2 0,14
Média para a semente* 100 100 0,49
Semente (controle) 100 100 0,61
Diferenca™* - - 21%

* Inibicdo média para a semente como um todo, calculada a partir dos resultados
encontrados para as partes.
** Diferenca entre a inibicdo média calculada e a experimental (controle).

Tabela lll - Proteinas de sementes de milho nao transgénico soluveis
em soluc¢ao salina®

Tecido Literatura ** (%) Resultado encontrado (%)
Endosperma 0,05 0,04
Embrido 9,80 8,60
Semente 1,09 1,75

* Calculado em termos de massa de proteina por massa seca de semente (ou
componente da semente).
** Dado apresentado em termos de porcentagem de nitrogénio total (Watson, 1994).
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Estes resultados indicam que, para o milho ndo recombinante estudado, a
concentragéo de inibidor de tripsina no embrido foi maior que no endosperma (0,72
versus 0,48 Ul/g). Entretanto, quando toda a semente é levada em consideracéo, o
endosperma contribui com 82% da inibicdo, cabendo 16% ac embrido e 2% ao
pericarpo. Estes valores sugerem a utilizagdo do embrido como tecido de acumulagédo
de proteinas recombinantes que possam ter no ITM um competidor para a etapa de
recuperacéo e purificacdo (como a aprotinina).

A presenca de inibidores de tripsina no endosperma e embrido de sementes de
milho também foi pesquisada por Halim e colaboradores (1973). Contudo, a
concentracdo de inibidor encontrada pelos autores foi de 2 a 4 vezes maior no
endosperma que no embrido, dependendo da variedade de milho estudada. Ndo esta
claro se esta diferenca se deve & variedade de milho estudada ou a diferencas nos
métodos empregados para a extracdo dos inibidores, como desengorduramento das
amostras, pH de extracdo e homogeneizagdo, dentre outros. Tais fatores podem ser
determinantes em estudos desta natureza, pois, por exemplo, um aumento de até 5

vezes na eficiéncia de extragdo do ITM pode ser alcangado aumentando-se o pH de

'extragéo de 3,0 para 10,0 (resultados apresentados mais adiante neste trabalho).
Contudo, a diferenca entre os resultados obtidos e os apresentados na literatura nao
invalida a sugestado apresentada acima quanto ao direcionamento no acumulo das
proteinas recombinantes no embrido, uma vez que este tecido contém apenas 16% da
inibicdo total da semente. Uma desvantagem deste procedimento deve-se a maior
complexidade deste tecido quanto ac numero de outras proteinas soluveis quando
comparado ao endosperma, o que pode aumentar a complexidade do processo de
purificacdo. Uma analise cuidadosa das caracteristicas funcionais e estruturais de cada
proteina recombinante e de impurezas presentes em cada tecido sera sempre, em
ultima analise, o procedimento mais seguro para a decisdo de para onde direcionar a
expressao da proteina de interesse.

Também foram realizados experimentos visando a determinacéo da proteina
solivel contida nos extratos dos diversos tecidos da semente utilizada neste estudo,

comparando estes resultados com dados da literatura (Tabela Ill). Os valores
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encontrados nao diferem significativamente do valor médio para sementes de milho

apresentados na literatura.
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CAPITULO 5

RESULTADOS E DISCUSSOES Ii

ESTUDOS DE EXTRAGAO

A extracdo € uma etapa chave dos processos de RPB. A escolha correta do
meio de extracédo (tampé&o, sais, solventes, inibidores de proteases, etc.) e condicbes
(pH, forga ibnica, temperatura, tempo, nivel de agitacéo, etc) sdo geralmente cruciais
para o aumento da eficiéncia e seletividade de extragdo com conseqiliente reducéo da
complexidade e custo das etapas posteriores de purificacdo. Neste capitulo, sao
apresentados os resultados dos estudos de extracdo, onde foram estudados os efeitos
de fatores como tempo de extracao, pH e forca idnica sobre a eficiéncia de extragéo de
aprotinina recombinante, ITM e outros compostos da semente do milho, como
acucares, compostos fendlicos e lipidecs. Sao também apresentados estudos de
extracdo e recuperacdo da aprotinina recombinante em planta piloto, avaliando-se,
desta forma, algumas das principais vantagens e dificuldades da utilizacdo de

sementes de milho como fonte de proteinas recombinantes.

5.1. Cinética de Extracdo de Aprotinina Recombinante, ITM e Proteinas Soldveis

O estudo da cinética de extracdo tem a finalidade de determinar o tempo
necessario a maxima extracdo da molécula de interesse nas condi¢des utilizadas. O
estudo permite ainda avaliar a extracdo de outros compostos e assim determinar o
tempo otimo, visando & minima extracdo de contaminantes. Em nosso caso, as

cinéticas de extracdo da aprotinina recombinante, proteina sollivel total e ITM
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(acompanhada em termos de inibicao total de tripsina) foram estudadas e séo

apresentadas nas Figuras 5.1, 5.2 e 5.3, respectivamente.
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Figura 5.1 — Cinética de extracdo da aprotinina realizada a 25°C, suspendendo-se a
farinha de milho na razéo 1.5 (massa por volume) em tampao glicina 200 mM, pH 3,0. A
farinha de milho utilizada conticulas particulas com didmetro inferior a 1,7 mm.
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Figura 5.2 — Cinética de extracdo das proteinas de semente de milho (em termos de
proteina soltvel total) realizada a 25°C, suspendendo-se a farinha de milho na razéo
1:5 (massa por volume) em tampé&o glicina 200 mM, pH 3,0.
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Figura 5.3 — Cinética de extracdo de ITM realizada a 25°C, suspendendo-se a farinha
de milho na razé@o 1:5 (massa por volume) em tampao glicina 200 mM, pH 3,0. Devido a
baixa concentragcdo de aprotinina recombinante, assume-se que a inibicdo de tripsina
na amostra deve-se a presenca do ITM.

Os resultados indicam que a aprotinina recombinante possui uma cinética de
extracdo mais rapida que outras proteinas da semente do milho, resultado este que
confirmou resultados prelirﬁinares realizados pela equipe do Dr. Nikolov nos Estados
Unidos (Anderson, 1999). A extracao da aprotinina foi completada ap6s 10 minutos de
extracdo, enquanto a extracéo de proteinas em geral s6 se completou apds 30 minutos.

Possiveis explicacbes para a mais rapida cinética de extragdo da aprotinina,
guando comparada a outras proteinas do milho, incluem o pequeno tamanho e a alta
solubilidade da aprotinina e também o local onde a proteina recombinante se acumula
no interior da semente: matriz extracelular, segundo Zhong e colaboradores (1999). A
extracdo do inibidor de tripsina de milho parece seguir a cinética de extracdo de outras
proteinas do milho, apesar da pequena diferenca encontrada entre as concentragdes
tomadas em 30 e 60 minutos de extracdo indicar que este inibidor continua a ser
extraido por um periodo mais longo. Estes resultados permitem concluir que, desde
que o ITM néo seja um co-produto de interesse, o tempo de 10 minutos € suficiente

para uma eficiente extracdo da aprotinina recombinante evitando-se, assim, 0 aumento

65



Resultados e Discussoes i

da concentragdo de impurezas no extrato, que podem vir a dificultar a etapa de

purificacao.

5.2. Influéncia de pH e Forga I6nica Sobre a Extracdo de Proteinas

Os efeitos da forca idnica e pH sobre a extracdo de aprotinina, ITM e proteina
soluvel total foram estudados objetivando a otimizacdo da extragdo da aprotinina
recombinante e minimizac&o da presenca de outras proteinas no extrato (Figuras 5.4 e
5.5). A concentracao de ITM no extrato foi acompanhada a partir da determinagéo da
inibico total de tripsina, uma vez que o ITM corresponde a mais de 90% dos inibidores
de tripsina presentes no extrato da semente transgénica. O estudo da influéncia da
forca ibnica foi conduzido extraindo-se as proteinas presentes na semente cominuida,
usando-se solucdes de NaCl a diferentes concentragdes (0, 50, 100, 200 e 300 mM).
Tampoes nao foram utilizados, evitando-se assim a influéncia de seus diferentes sais,
mesmo porque altas concentracdes idnicas s&o necessarias aos tampodes para que o
efeito tamponante seja forte o suficiente para manter o pH desejado. Usando-se
solucdes de NaCl em agua deionizada pc‘)de-se explorar o efeito tamponante natural
das moléculas presentes na semente e que tendem a manter o valor do pH do extrato
entre 6,2 e 6,4. O tempo de extracéo foi de 1 hora, longo o suficiente para garantir a
completa extragéo dos componentes estudados.

A presenca de sal exerceu grande influéncia sobre a extracdo da aprotinina
recombinante (Figura 5.4a). Provavelmente isso ocorre devido ao efeito de “salting in”
de outras proteinas (presentes na matriz extracelular onde a aprotinina esta sendo
acumulada) com as quais a aprotinina pode estar interagindo, uma vez que a aprotinina
é sollivel em agua. A solubilizagao destas proteinas que circundam a aprotinina pode
promover uma mais facil solubilizagio desta. fons salinos podem também reduzir a
interacao eletrostatica de proteinas (no caso a aprotinina) com componentes n&o

protéicos da farinha de milho (ex., pectinas) durante a extracdo.
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Figura 5.4 — Efeito da forca ibnica (em termos de concentragdo de NaCl) sobre a
extracao de proteinas de semente de milho recombinante. a) extracéo de aprotinina
recombinante; b) extracéo de inibicdo de tripsina (A) e proteina total (®). As extractes
foram efetuadas em solugbGes aquosas de NaCl. O pH manteve-se entre 6,2 e 6,4
durante os experimentos. As barras de erro indicam o desvio padrdo de cinco
replicatas (fig. 5.4a) e o desvio entre duplicatas (fig. 5.4b).

67



Resultados e Discusstes ||

A concentracéo final de aprotinina recombinante no extrato teve um aumento de
12 vezes (1200%) quando a molaridade de 300 mM de NaCl foi usada ao invés de
agua deionizada (concentracao final de aprotinina de 0,06 para 0,78 ug/mL). O efeito
da concentracéo de sal sobre a exiracdo de ITM e outras proteinas da semente nao foi
tdo forte quanto sobre a aprotinina recombinante (Figura 5.4b). Um aumento de
eficiéncia de extracdo de 25% e 50% foi detectado para o ITM e proteina soltvel total,
respectivamente, quando a concentracéo de sal foi aumentada de zero para 300 mM.

O estudo do efeito do pH sobre a extragdo da aprotinina recombinante indicou
que a extracdo desta foi menos eficiente a pH 8,0 (Figura 5.5a). Acreditamos que a
extracdo da aprotinina n&o foi significantemente diferente em valores de pH entre 3,0 e
6,0. As diferencas obtidas na extracdo, nos valores de pH 3,0, 4,0 e 6,0 foram
provavelmente devido as diferentes solucbes tampao utilizadas. Entretanto, o valor de
minima eficiéncia de extracdo encontrado a pH 8,0 foi significativo e nao pode ser
explicado por diferenca no sistema tamponante, uma vez que o mesmo tampao (NaPi)
foi utilizado nas extragbes a pH 6,0 e 8,0. Uma concentracao final média de aprotinina
no extrato de 0,09 ug/mL foi encontrada a pH 8,0 contra o valor médio de 0,76 ug/mL a
pH 6,0.

Esses resultados confirmam os resultados encontrados por Anderson (1999)
onde estudos de extracdo de aprotinina a pH 3,0, 5,0, 7,0, 9,0 e 11,0 indicaram um
minimo de eficiéncia de extracdo a pH 9,0. Isto foi primeiramente entendido como
resultado da proximidade do valor de pH onde a aprotinina tem seu ponto isoelétrico (pl
de 10,0) apresentando, consequentemente, baixa solubilidade. Entretanto, estes novos
resultados indicam que a eficiéncia de extragdo da aprotinina recombinante é menor a
pH 8,0 que a pH 10,0. Desde que o pl da aprotinina recombinante € o mesmo da
aprotinina bovina (Zhong e colaboradores, 1999), a baixa solubilizagéo a pH 8,0 pode
ser devido as propriedades do microambiente onde a maior parte da aprotinina
recombinante estd sendo estocada no interior da semente (diferentes solubilidades,

cargas, etc, de moléculas presentes no interior da semente e envolvendo a aprotinina).
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Figura 5.5 — Efeito do pH sobre a extracdo de proteinas de sementes de milho
transgénico. a) extracdo de aprotinina recombinante; b) extracdo de inibidor de tripsina
(A) e proteina total (@). Os tampées utilizados foram: glicina 200 mM pH 3,0; acetato
200 mM pH 4,0; fosfato 200 mM pH 6,0 e 8,0; e carbonato 200 mM pH 10,0. As barras
de erro indicam o desvio padrdo de cinco replicatas (fig. 5.5a) e o desvio entre
duplicatas (fig. 5.5b).
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A extracdo do ITM parece seguir o comportamento de outras proteinas nativas
da semente no que diz respeito a influéncia do pH (Figura 5.5b). A concentracéo final
de ITM no extrato foi aumentada em 5,2 vezes quando o pH de extracdo aumentou de
3,0 para 10,0. A concentragdo de proteinas em geral no extrato também aumentou
continuamente com o aumento do valor de pH utilizado na extracdo, provavelmente
como consequéncia do baixo valor de pl da maioria das proteinas da semente de milho
(pl em torno de 5, segundo Wilson, 1987). Amido e outros polissacarideos também
tendem a possuir maior solubilidade a altos valores de pH, 0 que pode facilitar a
solubilizac@o de proteinas soltveis em agua envolvidas por estas moléculas no interior
das estruturas da semente. Uma das vantagens da extracdo a pH 3,0 foi o aumento da
fracdo massica de aprotinina no extrato (porcentagem de aprotinina em relacéo a

proteina sollvel total extraida). Isto pode ser melhor visualizado na Figura 5.6.
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Figura 5.6 — Efeito do pH sobre a fracdo massica de aprotinina recombinante extraida
de sementes de milho transgénico. Os valores foram calculados a partir dos valores de
concentracdo de aprotinina e proteina total apresentados nas Figuras 5.5 a e b.

Um aumento de 4,2 vezes na fracdo massica da aprotinina ocorreu quando a

semente cominuida foi extraida a pH 3,0, se comparada a extracéo a pH 6,0 (de 0,04%
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para 0,17% da proteina total soldvel). A extracdo a pH 3,0 mostrou-se também
importante para a reduc&o da extracdo de ITM, um potencial competidor da aprotinina
na etapa de purificacdo. Além disso, resulta desta extragcdo um extrato de coloracéo
clara e de mais facil filtracgdo, provavelmente pela menor extracdo de sdlidos em geral
(proteinas, amido e outros compostos). Como desvantagem, o ajuste do valor de pH do
extrato de 3,0 para 7,8, necessario para a etapa de purificagdo (cromatografia de
afinidade) leva a uma precipitacdo inesperada, sendo necessaria nova etapa de
filtracdo. O referido precipitado nao foi identificado ndo sendo, entretanto, proteina e
também nao foi constatada perda significante de aprotinina no extrato apds esta
precipitacdo.

Finalmente, o diferente comportamento de extracdo da aprotinina gquando
comparada com o ITM e outras proteinas da semente proporciona a escolha de
diferentes condicbes visando a maximizar a recuperagdo ou pureza da aprotinina
extraida. Os resultados também indicam que a extrac2o de aprotinina € mais eficiente a
baixos valores de pH (entre 3,0 e 6,0) e altas for¢as idnicas. O pH e a forca ibnica da
extracdo podem ser modificados visando a assegurar baixa ou alta extracdo de ITM,
dependendo do processo de purificacdo utilizado e se é desejada ou n&o a
recuperacao e purificacdo do ITM como um co-produto. Extracdo a pH 6,0 e 300 mM
de NaCl pode ser feita se a etapa de purificacdo néo é afetada pela presenca de
maiores concentracdes de ITM ou se este for considerado um co-produto de valor para
ser também purificado. Pelo contrario, se a aprotinina € o Unico produto desejado ou se
o ITM interferir nas etapas de purificacdo subsequentes, a extracdo deve ser efetuada
a pH 3,0 e 200 mM de NaCl.

5.2.1. Extracdo Seguencial da Aprotinina Recombinante

Constatado que a extragédo da aprotinina recombinante foi muito pouco eficiente
a pH 8,0, ao contrario do ITM e demais proteinas solliveis da semente, decidiu-se
avaliar a possibilidade de realizar-se duas extragbes: uma primeira a pH 8,0, onde a
maior parte do ITM e proteinas em geral seria extraida, e uma segunda extracéo

aquosa com a mesma farinha de milho, desta vez a pH 3,0, condicdo em que a maior
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parte da aprotinina seria extraida. O experimento foi realizado e, ao contrario do
esperado, ndo houve aumento da fracdo massica da aprotinina no extrato apoés a
realizacdo da segunda extracdo. O mesmo foi notado quanto a relacdo aprotinina/ITM,
gue se manteve a mesma de quando a farinha foi submetida a uma s6 extracéo a pH
3,0. Os resultados indicam que a extracdo a diferentes valores de pH promove a
solubilizacéo de diferentes tipos de proteinas, segundo seu pl, ou mesmo proteinas
acumuladas em diferentes tecidos da semente. Observou-se gue extracbes a altos
valores de pH propiciam exitracdo de proteinas de maior massa molecular, quando
compara as extracbes a baixos valores de pH. Decidiu-se, portanto, que a uma Unica

extracao a baixo valor de pH é mais vantajosa para a extracéo seletiva da aprotinina.

5.3. Influéncia do pH e Forca Ibnica Sobre a Extracdao de Carboidratos,

Compostos Fenoélicos e Lipideos

Dando continuidade aos estudos sobre os efeitos da forga ibnica e pH sobre a
extracdo de aprotinina recombinante, ITM e proteina soltvel total, foram realizados
estudos relativos a influéncia destes fatores sobre a extracdo de agucares redutores
(AR) e agucares redutores totais (ART), além da extracdo de polifendis e lipideos.
Estes estudos se justificam na medida em que a presenca excessiva de compostos no
extrato pode acarretar inimeros inconvenientes ao processo de RPB de proteinas,
como reducéo da taxa de filtracéo, tempo de utilizacdo de membranas de ultrafiltragéo,
interacdes nao especificas ou inativacdo de resinas cromatograficas (por
polissacarideos anidnicos e polifendis) e, no caso especifico de compostos fendlicos,
interagcdo com proteinas e possivel reduc&o da eficiéncia de recuperac&o destas por

inativacéo, precipitacéo, etc (Fernandez-Lahore e colaboradores, 1998).

5.3.1. Extracdo de Acucares Redutores e Acucares Redutores Totais

Sabe-se da literatura que os agucares redutores presentes na semente de milho
consistem basicamente de D-glicose e D-frutose (Boyer e Shannon, 1987). Sabe-se

também da literatura, que a maior quantidade de dissacarideos consiste de sacarose,
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presente no endosperma da semente em quantidades proximas de 2 ou 3 mg por gréo,
quantidade que pode depender muito da variedade em estudo (Boyer e Shannon,
1987). No caso de polissacarideos sollveis em agua, o tipo mais comum € chamado de
fitoglicogénio, um polissacarideo ramificado com estrutura parecida & do glicogénio
animal, com cadeias formadas de até 30 unidades de glicose. Constatamos em nosso
estudo que a presenca de sal exerceu alguma influéncia sobre a extracdo de acucares
redutores, com valores mais altos para maiores concentragbes de sal (Figura 5.7).
Contudo, n&o houve influéncia significativa quando a concentragdo de acucares
redutores totais destas mesmas amostras foi determinada (Figura 5.8).

No caso do estudo da influéncia do pH sobre a extracéo de aglcares redutores e
acucares redutores totais, novamente observou-se que diferencas significativas entre
as amostras ocorreram apenas para a concentracao de AR, e ndo para a concentracao
de ART (Figuras 5.9 e 5.10, respectivamente). Desta forma, os valores de pH e forca
idnica sugeridos neste trabalho para extragéo da aprotinina recombinante continuam a
ser as mesmas ja descritas anteriormente: extragdo com agua deionizada a pH 3,0,
contendo NaCl a 200 mM.

~ Um inconveniente da extracdo a baixo pH provém do precipitado formado apés o
ajuste do pH para valores mais altos (por exemplo, pH 7,8 na preparacao para a etapa
de cromatografia de afinidade), exigindo nova etapa de filtragéo para a clarificagéo do
extrato. Anadlises de concentracéo de AR, ART e polifendis (vide a frente resultados de
extracéo de polifendis) feitas com o extrato antes e apds a etapa de ajuste de pH, e
consequente precipitacdo, nao mostraram qualquer alteragdo na presenca destes

compostos.
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extragdo de acucares redutores (AR). As extracOes foram efetuadas em solugbes
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Figura 5.8 — Influéncia da forga idnica (em termos de concentracéo de NaCl) sobre a
extracdo de acgucares redutores totais (ART). As extragcbes foram efetuadas em
solugbes aquosas de NaCl. O pH manteve-se entre 6,2 e 6,4 durante os experimentos.
As barras de erro indicam desvio padréo entre triplicatas.
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Figura 5.9 — Influéncia do pH de extrac@o sobre a solubilizagcdo de aglcares redutores
(AR). Os tampdes utilizados foram: glicina 200 mM pH 3,0; acetato 200 mM pH 4,0;
fosfato 200 mM pH 6,0 e 8,0; e carbonato 200 mM pH 10,0. As barras de erro indicam
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Figura 5.10 — Influéncia do pH de extracdo sobre a solubilizacdo de agucares
redutores totais (ART). Os tampdes utilizados foram: glicina 200 mM pH 3,0; acetato
200 mM pH 4,0; fosfato 200 mM pH 6,0 e 8,0; e carbonato 200 mM pH 10,0. As barras
de erro indicam desvio padrao entre triplicatas.
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5.3.2. Extracéo de Taninos e Outros Compostos Fendlicos

Compostos fendlicos como acidos fendlicos, flavondides e taninos podem ser
encontrados em uma grande variedade de tecidos vegetais, inclusive nas sementes.
Tais compostos podem reagir com proteinas e inativa-las através da simples interacio
por pontes de hidrogénio e forcas de Van der Waals ou mesmo modificagdo covalente
de grupos tiois, hidroxilas e aminos primarios (Gegenheimer, 1990). Como exemplo, foi
observado que compostos fendlicos podem causar a agregacdo de hormdnio de
crescimento humano recombinante (rhGH) durante o processo de liofilizacdo, e outro
importante horménio, a insulina, pode sofrer polimerizagdo na presenca destes
compostos (Maa e Hsu, 1996).

No caso da semente de milho, ndo foram encontradas na literatura informacdes
sobre a presenca, qualidade e concentracao de compostos fendlicos. No entanto, Price
e Butler (1977) desenvolveram um método para sua determinacdo em extratos de
semente de sorgo. Por serem milho e sorgo plantas da mesma familia, assumimos que
estes compostos também estdo presentes em quantidades apreciaveis em sementes
de milho. Foram entdo desenvolvidos estudos visando a quantificacéo e avaliagao da
influéncia da forca ibnica e pH sobre a extracdo destes compostos.

Na faixa de valores estudados (zero a 300 mM) a forga ibnica em termos de
concentracao de NaCl apresentou pouca influéncia sobre a extracdo de compostos
fendlicos (Figura 5.11). Sabe-se da literatura que a solubilizagdo de polifendis de
elevada massa molecular € dificultada pela presenca de sal. Contudo, compostos
fenodlicos de baixa massa molecular ndo séo afetados pela presenca de sal, como é o
caso das antocianidinas, comuns em sementes de sorgo (Price e Butler, 1977). E
possivel que a concentracdo de sal utilizada em nosso estudo n&o tenha sido alta o
suficiente para que uma diferenca significativa na extracdo de taninos e outros
polifendis fosse detectada. Pode ainda significar que compostos de alta massa
molecular encontram-se em baixas concentracbes na semente de milho, se

comparados aos compostos fendlicos de baixa massa molecular.
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Figura 5.11 — Efeito da for¢a ibnica sobre a extracdo de taninos e outros polifendis (em
termos de D-catequina) presentes em semente de milho recombinante. As extracbes
foram efetuadas em solugdes aguosas de NaCl na razdo massa:volume de 1:5. O pH
manteve-se entre 6,2 e 6,4 durante os experimentos. As barras de erro indicam desvio
padréo entre friplicatas.

Em termos de concentracdo de compostos fendlicos, os resultados obtidos
indicam uma concentracdo média proxima de 0,23 mM (0,07 mg/mL, em termos de D-
catequina). Esta concentracdo pode ser considerada baixa, se comparada aos valores
de concentracéo de compostos fendlicos estudados por Maa e Hsu (1996) necessarios
a formacdo de agregados de rhGH, que foi de 1,5 a 15 mg/mL de diversos compostos
fendlicos. Contudo, a concentracdo de proteinas no extrato de milho é
aproximadamente 4 vezes menor que a de rhGH na solugéo estudada por aqueles
autores. Além disso, o método utilizado para a deteccdo de compostos fendlicos
baseia-se na D-catequina como padrdo, podendo-se assim subestimar a concentracdo
de compostos mais complexos e menos reativos que aquela. A falta de dados e
informacdes na literatura dificulta nossas analises, devendo-se, sempre atentar para o
fato de que trabalhamos com misturas complexas onde seguramente estdo presentes

uma variedade de compostos fendlicos com diferentes padrdes de hidroxilacdo e graus
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de polimerizacdo.

A Figura 5.12 representa as concentragbes de polifendis extraidos em fungdo de
diferentes valores de pH. Os resultados indicam um aumento significativo na
concentracédo de compostos fendlicos no extrato obtido a pH 10,0. O valor foi
aproximadamente 3 vezes maior que aqueles obtidos a pH 3,0 e 4,0 (0,654 mM contra
0,204 e 0,229 mM) e igualmente mais elevado quando comparado aos resultados de

extracdo com solucdes de NaCl (valores de pH entre 6,2 € 6,4).
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Figura 5.12 — Efeito do pH sobre a extrac@o de taninos e outros polifendis (em termos
de D-catequina) presentes em sementes de milho transgénico. Os tampdes utilizados
na razéo 5:1 com a farinha de milho foram: glicina 200 mM pH 3,0; acetato 200 mM pH
40; e carbonato 200 mM pH 10,0. As barras de erro indicam desvio padrac entre
triplicatas.

Analises de concentracdo de polifenbis feitas com o extrato antes e apds a
etapa de ajuste de pH de 3,0 para 7,8 (necessaria para a purificagcdo por cromatografia
descrita a frente) n&o mostraram qualquer alteracdo na presenca destes compostos,
indicando que o precipitado formado néo se compde e n&o é resultado da acéo de
polifendis. Finalmente, baseando-se em dados disponiveis na literatura (Maa e Hsu,

1996), os resultados obtidos indicam que a quantidade de compostos fendlicos

78



Resultados e Discussoes

extraidos a baixos valores de pH ndo deve ser suficientemente alta para ocasionar

perdas expressivas de aprotinina recombinante durante o processo de recuperagéo e
purificacdo.

5.3.3. Extracdo de Lipideos

E préatica geral entre aqueles que pesquisam ou trabalham com recuperacao e
purificacéo de proteinas o desengorduramento de matérias primas contendo alto teor
de lipideos, como etapa prévia & extracdo de proteinas. Membranas e resinas
cromatogréaficas s&o, em maior ou menor grau dependendo de sua natureza, sensiveis
a presenca de 6leo. A semente de milho contém quantidade relativamente pequena de
lipideos (em sua maioria triacilglicerdis), aproximadamente 4% de sua massa, se
comparada com outras sementes, como a de soja, que chega a atingir valores préoximos
de 20% (Weber, 1987). A relativa baixa concentracdo de lipideos na semente parece
indicar que o desengorduramento destas ndo é uma etapa obrigatéria do processo de
recuperacdo e purificagcdo de proteinas recombinantes dali extraidas, principalmente
guando a operacgdo é efetuada em escala de bancada. Contudo, nada se pode dizer
até o momento sobre o efeito continuado da presenca de lipideos extraidos da farinha
de milho ndo desengordurada sobre o desempenho e a durabilidade de membranas de
ultrafiltracdo e resinas cromatograficas de um processo em larga escala, onde as
resinas cromatograficas devem ser utilizadas por um grande namero de vezes.

Nao é objetivo deste trabalho a resposta completa a esta questao, que exigiria
testes exaustivos de desempenho de diversas membranas e resinas ao longo de um
tempo relativamente longo. Contudo, apresenta-se a seguir um estudo sobre o efeito
de duas varidveis de extracdo (pH e forca idnica) sobre a remocéo de lipideos da
farinha de milho (Figuras 5.13 e 5.14). Pode-se, assim, avaliar em que condi¢cbes de
extracdo o 6leo presente na farinha ndo desengordurada sera extraido em maior ou
menor grau para a fase aquosa juntamente com a as proteinas de interesse. A Figura
5.13 apresenta os valores de teor de lipideos remanescentes na farinha de milho apés
estas terem sofrido processo de extrac@o aquosa de proteinas em solugdes contendo

ou nao cloreto de sdédio (300 mM). Como controle, utilizou-se a farinha de milho que
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ndo passou por qualquer extragdo aquosa. Apesar de os resultados indicarem que
parte do oleo da semente foi extraido pelas solugbes aquosas (11% do dleo total), ndo

houve contribuicao significativa da presenca de sal neste processo.
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Figura 5.13 — Efeito da concentrac&o de NaCl sobre a extracéo de lipideos da farinha
de semente transgénica. Os valores s&o relativos a quantidade de lipideo
remanescente na farinha apds extracdo com agua deionizada (0 mM) ou solugcéo de
NaCl 300 mM em termos de massa de 6leo por massa de farinha seca. O pH manteve-
se entre 6,2 e 6,4 durante os experimentos. O controle representa o teor de 6leo na
farinha gue nao sofreu extracdo aquosa. A barra de erro referente ao controle indica o
desvio padrao de quatro replicatas. As demais barras de erro indicam desvio entre
duplicatas.

Ja a Figura 5.14 apresenta a contribuicdo do pH de extragido sobre a remocao
de 6leo da farinha. Os resultados indicam que quanto maior o pH da extragcdo maior a
quantidade de 6leo extraida. Apenas 3% do dleo total da semente foi removido quando
a extracdo foi efetuada a pH 3,0, enquanto que 80% deste foi removido quando a
extracao foi feita a pH 10,0. Tais resultados v&o ao encontro daqueles ja apresentados
anteriormente, indicando que a extracdo da aprotinina a pH 3,0 € mais seletiva,
supostamente evitando-se a co-extragdo de variados tipos de componentes da

semente, inclusive 6leo. Estes resultados também indicam que o desengorduramento
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da farinha de milho em um processo em larga escala de produgéo de aprotinina néo é
necessario se a extracéo for efetuada a baixo valor de pH.

4,0
< 3,5 -

Lipideo remanescente (%
N
o

Controle pH 3,0 pH 6,0 pH 10,0
Condicédo de extracdo

L
(=]

Figura 5.14 — Efeito do pH do tampdo sobre a extracdo de lipideos da farinha de
semente transgénica. Os valores sdo relativos a quantidade de lipideo remanescente
na farinha apds extracéo no referido valor de pH em termos de massa de 6leo por
massa de farinha seca. Os tampdes utilizados na extracdo foram: glicina 200 mM pH
3,0; NaPi 200 mM pH 6,0 e carbonato 200 mM pH 10,0. O controle representa o teor de
6leo na farinha que néo sofreu extracdo aquosa. A barra de erro referente ao controle

indica o desvio padrac de quatro replicatas. As demais barras de erro indicam o desvio
entre duplicatas.

5.4. influéncia do Tamanho de Particula Sobre a Extracdo da Aprotinina

Por ser uma proteina pequena (6,5 kDa) e estar sendo principaimente
acumulada na matriz extracelular das células do embrido da semente, é de se esperar
gue a aprotinina recombinante possua menor resisténcia & transferéncia de massa
durante sua solubilizagao na etapa de extragdo aquosa, quando comparada com outras
proteinas da semente que se localizam dentro das células. Um estudo foi efetuado
onde duas farinhas de milho transgénico (F1 e F2) contendo diferentes distribuicbes de
tamanho de particula (Tabela IV) foram submetidas & extracdo em solugéo tampéo a

pH 3,0 e a concentracéo final de aprotinina recombinante no extrato foi determinada.
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Os experimentos foram realizados em friplicata e as concentragbes finais de
aprotinina nos extratos com tamanhos de particula maior (F1) e menor (F2) foram 0,66
+- 0,04 pg/mL e 0,54 +- 0,05 ug/mL, respectivamente. Apesar de esperar-se maior
eficiéncia de extracdo quando utilizando farinha com menor tamanho de particulas,
verificou-se queda de aproximadamente 18% na concentracgdo final de aprotinina
guando esta farinha foi utilizada. Apesar do pequenc numero de condi¢cbes estudadas,
tal resultado parece indicar que, ao menos na faixa de distribuicdo estudada, a
diferenca de tamanho de particula pode ndo influenciar a extracdo da aprotinina de
maneira significativa. Sendo este o caso, as condi¢des mais drasticas de moagem
para a obtencdo de menores tamanhos de particula, como longos periodos a alta

temperatura, podem elevar as perdas da aprotinina por desnaturacao.

Tabela IV — Distribuigao do tamanho de particulas das farinhas estudadas
em porcentagem massica

Tamanho de Particula® F1 (%) F2 (%)
X >1,0mm 0 0
0.5 mm<X<1,0mm 52 9
0,2mm<X<0,5mm 43 66
X<0,2mm 5 25

* Por tamanho se indica as aberturas das peneiras nas quais as particulas foram ou ndo
retidas.

5.5. Escalonamento da Etapa de Extracdo e Preparagdo para Cromatografia —

Ensaios em Planta Piloto

Estudos de escalonamento do processo de extracao e recuperacao da aprotinina
recombinante foram desenvolvidos através do uso da planta piloto pertencente go
“Food Protein Research and Development Center da Texas A & M University, EUA. As
etapas estudadas foram a extrag&o das proteinas nas condigbes determinadas em

laboratério, centrifugacéo e filtracdo da suspens&o para a remoc¢ao da maior parte dos
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sdlidos e, finalmente, separacéo e concentracdo de proteinas utilizando ultrafiltracao e
nanofiltraggdo. A Figura 5.15 apresenta um fluxograma com as principais etapas do

processo e a Tabela V apresenta os valores de proteina total e aprotinina durante as
vérias etapas.

22 kg de semente de milho (68 mg de rAprotinina)

l

113L +84 L de aguaDl Extracao
2,2 L de HsPO4 8,5% | (pH 3,0; 30 min)

l 197 L de suspenséo

Centrifugagdo  |———» 32 kg de torta

l 186 L de filtrado ( 72 mg de rAprotinina)

15L deagua-Dl |  Ultrafiltraggo
diafiltracdo 10 kDa

l 185 L de permeado (60 mg de rAprotinina)

- 15 L de retido

Nanofiltracao
200 Da

l

19 L de retido (41 mg de rAprotinina)

-y 166 L de permeado

Figura 5.15 — Fluxograma com as principais etapas do processo de extracdo da
aprotinina recombinante em planta piloto a partir de sementes de milho transgénico
cominuido.

Neste estudo, uma massa de 22,5 kg de milho cominuido foi utilizada, suspensa
em 113 L de agua deionizada (razdo massa:volume de 1:5) a pH 3,0, condicbes
definidas pelos ensaios em bancada. Apds 30 minutos de agitagdo, a suspensao foi
centrifugada utilizando-se uma centrifuga de decantac@o. O bombeamento da solugéo

mostrou-se dificil, dada a facilidade de obstrugdo da tubulacéo pela sedimentacéo de
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sélidos. O problema foi resolvido aumentando-se a agitagdo da suspensao, a vazéo de
bombeamento de modo a evitar a sedimentacéo de particulas e a diluicdo com a adicdo
de 84 L de agua deionizada. A etapa de centrifugacdo dos soélidos mostrou-se bastante
eficiente, reduzindo a concentracdo de sdlidos suspensos de 20% (m/v) para 2,6%,
sendo que o teor de umidade nos sélidos removidos foi de apenas 36%. Uma filtragdo
final foi realizada utilizando cartucho de filtracdo de 20 um visando a etapa de
ultrafiltracdo. A clarificacdo final da solugcdo e remocao de proteinas de elevada massa
molecular foi efetuada através de ultrafiltracdo em membrana de 10 kDa. Estudou-se
assim a possibilidade de remocao de parte do ITM que possui massa molecular de 14
kDa. Finalmente, a solucéo filtrada foi concentrada (10x) através de nanofiltracdo em
membrana de 200 Da. Esta solug&o estaria preparada para injecdo em uma coluna de
afinidade, apo6s ajuste do pH para o valor 7,8.

Tabela V — Balango de massa da extragao de aprotinina recombinante em
planta piloto.

Etapa Volume Proteina Proteina  Aprotinina Aprotinina
(L) total (g) recuperada {(mg) Recuperada

(%) (%)

Extragdo (pH 3.0) 113 26,1 100 67,7 100

Centrifugacao 197 28,4 109 72,1 106

Filtragdo (20 um) 186 27,8 107 63,5 94

Ultrafiltracao 185 17,1 66 59,8 88

(10 kDa)

Nanofiltragéo 19 10,6 41 41,2 61

(200 Da)

A etapa de ultrafiltracdo em membrana de 10 kDa mostrou-se eficiente do ponto
de vista de recuperagdo da aprotinina, sendo que apenas 6% da aprotinina total foi

retida pela membrana. A etapa mostrou-se ainda capaz de reduzir a concentracdo de
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ITM entre 40% e 60% . A etapa de nanofiltragdo em membrana ceramica apresentou o
inconveniente de reter em sua superficie aproximadamente 38% da proteina total e
31% da aprotinina. Contribuiu para isso a elevada area superficial da membrana
utilizada: 7,5 m? comparado com 2,5 m? para a membrana de 10 kDa. Contudo, a
relativa elevada pressdo de operagdo deste tipo de membranas eleva
consideravelmente a vazdo do filtrado, o que se mostrou particularmente importante
para reduzir o tempo da operacéo.

Finaimente, como resultado direto do estudo em planta piloto, algumas
observacbes importantes puderam ser feitas. A primeira delas foi que devido a baixa
concentracéo de aprotinina recombinante, é necessaria a inclusdo de uma etapa de
concentracao do extrato obtido a partir da semente. Aumenta-se, assim, a facilidade de
manuseio e estocagem do extrato, devido ao menor volume e, principaimente, reduz-se
o tempo de operacdo da primeira etapa cromatografica. Como exemplo, seriam
necessarios vérios dias para carregar um volume de extrato de 113 litros (volume
inicial do extrato) em uma coluna cromatografica de agarose-tripsina com apenas
algumas centenas de mililitros, volume de resina com capacidade suficiente para a
adsorcdo de toda a aprotinina ali presente. Um tempo demasiado longo como este
seguramente inviabilizaria o processo, pois acarretaria alto custo, degradacéo protéica,
contaminac¢ao microbiana, etc. A utilizagdo de membranas de ultrafiltragdo mostrou-se
adequada para esta tarefa de concentracdo, mesmo considerando a baixa
concentracdo de aprotinina recombinante no extrato, o que poderia elevar as perdas
durante o processo. A escolha correta do tipo e area da membrana & importante para a
reducdo das perdas de proteinas por adsorgées ndo especificas na membrana.

QOutra observacédo importante diz respeito a etapa de extracdo realizada a pH
3,0, que promoveu baixa solubilizacdo de proteinas em geral, como havia sido
constatado em escala de bancada, permitindo maior conceniragdo do extrato e,
consequentemente, maior concentracdo final da aprotinina recombinante, sem que
fosse detectada a formacédo de agregados e precipitados resultantes do aumento de
concentracdo de proteinas e outros sélidos soluveis.

Finalmente, observou-se que atencdo especial deve ser dada para a protec&o
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do extrato durante seu manuseio e estocagem contra o crescimento de
microrganismos, pelo fato de o extrato de milho ser um meio bastante propicio ao seu
crescimento. Neste estudo, o extrato foi mantido a pH 4,0 durante o tempo de
transporte e estocagem, verificando-se, entretanto, o crescimento de microrganismos
apos alguns dias de estocagem, mesmo a temperatura de 4°C. Tal problema poderia
ser contornado ou reduzido através de manipulacéo asséptica ou ainda uso de agentes
inibidores de crescimento microbiano.

5.6. Conclusao dos Ensaios de Extragao

Os estudos de extracdo mostraram que a aprotinina recombinante possui uma
rapida cinética de extrag&o, quando comparada a outras proteinas do milho. O valor
de pH e a forga ibnica utilizados na extracdo influenciaram significativamente a
extracdo da aprotinina recombinante e outras proteinas, inclusive o ITM. A extracédo a
baixo valor de pH e forca iGnica moderada promoveu uma extracdo seletiva da
aprotinina, reduzindo a presenca no extrato de outras proteinas da semente , além de
outras impurezas, como acucares, compostos fendlicos e lipideos, resultado importante
em se pensando em processos em larga escala. Reduzindo-se a extracéo de proteinas
em geral e principalmente ITM, reduz-se a necessidade do uso de grandes volumes de
resinas cromatogréficas no processo de purificacdo. A menor quantidade no extrato de
acucares, compostos fendlicos e lipideos tende a aumentar a eficiéncia de recuperagéo
e purificacdo da aprotinina na medida que minimiza problemas relativos a inativacdo
de resinas cromatograficas, vida util de membranas de ultrafiltracdo, baixas taxas de
filtracdo, necessidade de etapa de desengorduramento da farinha da semente, efc.,
reduzindo-se assim custos de manutencio do processo e aumentando-se a viabilidade
do processo como um todo.

O ensaio de extracdo em planta piloto mostrou a viabilidade e confirmou as
vantagens do uso das condigbes determinadas em escala de bancada. ObservacgGes
importantes que n&o haviam sido detectadas nos estudos de laboratério foram feitas,

como a importancia da etapa de clarificacdo do extrato, concentragdo através de
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ultrafiltracdo em membranas, e necessidade de cuidados com a estabilidade e

manuseio do extrato quanto a questado de crescimento microbiano.
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CAPITULO 6

RESULTADOS E DISCUSSOES il

ESTUDOS DE ADSORCAO EM TANQUES AGITADOS

Estudadas as condicGes de extracdo da aprotinina recombinante, o proximo
passo foi 0 estudo da etapa de purificag@o desta molécula através do uso de adsorcédo
em resinas cromatograficas. Este processo inicia-se com estudos de adsorcdo, em
tanques agitados, para determinacdo das cinéticas e isotermas de adsorgdo das
moléculas alvo (aprotinina e ITM) nas resinas propostas para a etapa de purificacdo.
Levantam-se, desta forma, importantes informacdes de engenharia que indicam a
viabilidade do uso destas resinas para o fim proposto. Neste capitulo, sdo
apresentados os resultados dos estudos de determinag@o da cinética de adsorgéo e
isotermas de adsorcdo da aprotinina e ITM nas resinas de afinidade bioespecifica
(agarose-tripsina), pseudo-bioespecifica (agarose-IDA-Cu’?) e trocadora de cétions (SP
Sepharose). Estes estudos foram realizados utilizando-se aprotinina comercial de alta
pureza gque, ao contrério da aprotinina recombinante, péde ser obtida em quantidades

suficientes para a realizagcéo dos experimentos.

6.1. Determinacdo das Curvas Cinéticas

Estudos de determinacdo da cinética de adsor¢do da aprotinina e ITM nas
resinas de afinidade bioespecifica (agarose-tripsina), pseudo-bioespecifica (agarose-
IDA-Cu*?) e trocadora de cétions (SP Sepharose) foram realizados utilizando o sistema
de tanques agitados. Pdde-se determinar assim os tempos necessarios para que 0s

sistemas entrassem em equilibrio e pudessem ser determinados os parametros de
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equilibrio através de isotermas de adsorgdo. As Figuras 6.1, 6.2, 6.3 e 6.4 apresentam

as curvas cinéticas obtidas.
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Figura 6.1 - Cinética de adsorcdo de aprotinina em resina de agarose-tripsina.
Concentracao inicial de 17 ug/mL de aprotinina em tampéo NaPi 50 mM pH 7.8.
Temperatura 25 °C.
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Figura 6.2 - Cinética de adsorcdo de ITM em resina de agarose-tripsina.

Concentracdo inicial de 16,5 ug/mL de ITM em tampdo NaPi 50 mM pH 7,8
Temperatura 25 °C.
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Figura 6.3 — Cinética de adsorcdo de ITM a 25 °C em resina de agarose-IDA-Cu®’.

Concentracdo inicial de 129 ug/mL de ITM em tamp&c NaPi 50 mM pH 7,0 contendo
NaCl 0,5 M.
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Figura 6.4 — Cinética de adsorcdo de aprotinina em resina de troca ibnica SP
Sepharose Fast Flow. Concentracéo inicial de 0,82 mg/mL de aprotinina em tampao
tris 20 mM pH 7,5. Temperatura 25 °C.
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Os resultados indicam que a adsor¢éo ocorre quase que totalmente durante a
primeira hora de contato entre as fases. Contudo, foram assumidos tempos de
adsorcdo acima de 2 horas para a determinacio das isotermas de adsorgio visando

garantir que o sistema em estudo havia entrado em equilibrio.

6.2. Determinagéo das Isotermas de Adsorgao

Isotermas de adsorgdo foram determinadas, procurando-se avaliar a viabilidade
das etapas cromatograficas propostas e também para a determinac@o de parémetros
de equilibrio importantes para um eventual escalonamento do processo. Os
experimentos foram realizados utilizando um sistema de tanques agitados visando a
estudar o fendbmeno da adsor¢cdo de aprotinina e ITM de alta pureza nas resinas de
afinidade bioespecifica (agarose-tripsina) e pseudobioespecifica (agarose-IDA—Cu“z),

além da adsorcao em resina trocadora de cations (SP Sepharose).

Na analise das isotermas obtidas, os parametros capacidade maxima (Qm) €

constante de dissociacio efetiva (Ky), que descrevem as relagdes de equilibrio da
adsorcéo foram calculados através de regress@o ndo linear (adsor¢des em agarose-
tripsina e agarose-IDA-Cu™®) e regressdo linear (adsorcbes em SP Sepharose)
utilizando o modelo de adsorcao de Langmuir (Langmuir, 1916). As regressdes foram

feitas utilizando-se o software grafico Origin (Microcal, EUA).

6.2.1. Adsorcdo em agarose-tripsina

As isotermas de adsorgdo de aprotinina e ITM em resina de agarose-tripsina
indicaram que os parametros Qn e Ky na adsorgdo de ambos sdo similares (Figura
6.5). Os valores de Qm encontrados para ambos foram virtuaimente os mesmos (1,55
+- 0,04 mg/mL e 1,55 + 0,08 mg/mL para a adsorcdo de aprotinina e ITM,
respectivamente). Este resultado ndo era esperado uma vez que a associacdo entre
essas moléculas e a tripsina ocorre na base molar 1:1, o que, devido a diferenca entre
as massas moleculares, leva a uma base massica de 1:3,8 e 1:2,0 para aprotinina e
ITM, respectivamente. Seria, portanto, de se esperar uma maior capacidade, em base

massica, para a adsorcédo de ITM o que pode ndo estar ocorrendo devido a
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impedimentos estéricos. Nesse caso, a escolha de diferentes métodos de imobilizacdo
da tripsina na resina de agarose (uso de espacadores, por exemplo) poderia reduzir
este efeito. Os valores de Ky encontrados foram de 1,94 x 10° M e 3,27 x 10° M, para
a adsorgéo de aprotinina e ITM, respectivamente. A dispersdo nos dados e a
dificuldade de obtencdo de pontos na parte inicial (inclinada) da curva, devido
principalmente as baixas concentragdes de equilibrio, impedem que os valores de Ky
sejam calculados com precisdo. Pode-se, entretanto assumir que estes valores s&o da
ordem ou menores que 10° M, suficientemente baixos para indicar que a aprotinina
recombinante e o ITM podem ser eficientemente capturados e recuperados por meio de
uma coluna de agarose-tripsina, mesmo considerando a baixa concentracdo da
aprotinina recombinante no extrato da semente (abaixo de 1 ug/mL).

Também foram realizados experimentos visando o estudo da adsorcdo de
aprotinina na presenca de ITM nesta resina de agarose-tripsina. Pode-se, a partir deste
estudo, avaliar a influéncia do ITM na adsorcdo da aprotinina na resina de tripsina
imobilizada e averiguar a hipétese de que a aprotinina, se realmente possuir maior
afinidade pela tripsina que o ITM, tendera a deslocar este ultimo dos sitios de ligac&o.
Neste caso, a aprotinina seria adsorvida preferencialmente pela resina, fator importante
pelo fato de a semente de milho possuir alta concentracéo de ITM quando comparada
a aprotinina recombinante. Como os anteriores, o experimento foi desenvolvido com o
uso de tanques agitados, onde massas de resina de agarose-tripsina foram suspensas
em solucbes a diferentes concentragdes de aprotinina e ITM, sempre se mantendo a
proporgdo 1:1 em termos de concentragdo massica. Apds determinar-se as
concentracbes finais (em equilibrioc) de aprotinina e ITM, as isotermas foram
construidas (Figura 6.6). Apesar da dificuldade de quantificagdo, com exatiddo, das
concentracdes de aprotinina e ITM, o que levou a certa dispersdo dos pontos, 0s
resultados indicam que a adsorcao da aprotinina nao foi significativamente afetada
pela presenga do ITM. Entretanto, a capacidade da resina para a adsor¢éo do ITM
parece diminuir significativamente com o aumento da concentracéo de aprotinina em

solucéo.
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Figura 6.5 — Isotermas de adsorcéo a 25°C de aprotinina e ITM em agarose-tripsina. A
adsorcdo foi feita em tanques agitados utilizando o tamp&o NaPi 50 mM pH 7,8. a)
isoterma de adsorcdo de aprotinina: a capacidade maxima ((m) © constante de
dissociacdo (K,) calculados foram 1,55 mg/mL e 1,94 x 10® M, respectivamente. O R?
da regresséo foi de 0,917; b) isoterma de adsorcao de ITM: On e Ky calculados foram
1,55 mg/mL e 3,27 x 10® M, respectivamente, e R® de 0,878. Os parametros foram
calculados por regressao nao linear utilizando o modelo de adsor¢céo de Langmuir.
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Figura 6.6 — Isotermas de adsorcao de aprotinina, na presenca de ITM (razéo 1:1 em

termos de concentragéo massica), em resina de agarose-tripsina. 4 indica aprotinina e
A indica ITM. Temperatura, 25°C. Tamp&o de adsorgéo, NaPi 50 mM pH 7,8.

Este resuitado vai ao encontro dos resultados anteriores, no sentido de a
aprotinina possuir maior afinidade pela tripsina imobilizada que o ITM (indicado pelos
resultados das isotermas para as duas proteinas puras, Figura 6.5), e indica também

que este € deslocado por aquela na disputa pelo sitio de ligagdo.

6.2.2. Adsorcdo em agarose-IDA-Cu™

A isoterma de adsorcdo de ITM em resina de agarose-IDA-Cu'? é mostrada na
Figura 6.7. A capacidade méaxima da resina e a constante de dissociacdo encontrados
foram de 32,8 +- 0,7 mg/mL e 5,05 x 10° +- 0,30 x 10° M, respectivamente, mostrando
gue o residuo de histidina do ITM encontra-se disponivel para interacdo com o ion
metalico imobilizado. O relativamente baixo valor da constante de dissociagéo também
indica que o ITM pode ser eficientemente capturado utilizando-se uma coluna IMAC

podendo esta ser uma etapa de separacdo da aprotinina recombinante. N&o foi feita
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uma isoterma de adsorg&o de aprotinina em resina agarose-IDA-Cu™, pois se sabe de
trabalhos na literatura e de nosso grupo de pesquisa que a aprotinina ndo se liga a
este adsorvente (Tamagawa, 1999).
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Figura 6.7 — Isoterma de adsorg&o a 25°C de ITM em resina de agarose-IDA-Cu**. O

tampéo de adsorcdo utilizado foi o NaPi 50 mM pH 7,0 contendo NaCl 0,5 M. A

capacidade maxima da resina (Jm) € a constante de dissociacéo (Ky) calculadas foram
32,8 mg/mL e 5,05 x 10° M, respectivamente. O R? da regresséo foi de 0,996.

6.2.3. Adsorcdo em SP Sepharose

A adsorcao de aprotinina em resina trocadora de ions foi também estudada com
o objetivo de avaliar o método como forma de concentrar e possivelmente separar a
aprotinina recombinante do ITM presente na semente do milho.

Ao contrario da resina agarose-IDA-Cu?*, estudos preliminares mostraram que,
dependendo do pH utilizado, tanto aprotinina como ITM s&o adsorvidos pela resina SP
Sepharose (resultados n&o apresentados). Neste caso, a escolha do pH 6timo para o
processo devera entdo ser um compromisso entre as maiores capacidades (valores de
pH mais baixos) e menor adsor¢cdo de impurezas. No caso da separagdo entre

aprotinina e ITM, deve-se fazer valer de um valor de pH especifico de forma a garantir
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a adsorgédo de aprotinina (pH abaixo do pl da aprotinina), evitando que o ITM adsorva
na resina (pH acima do pl do ITM). Isso pode ser feito por sabermos que o ITM possui
valores de pl menores que a aprotinina. Decidiu-se, portanto, pela realizacdo de
experimentos visando, além de um estudo basico, a uma otimizagéo ainda que limitada
da adsorco de aprotinina e ITM em SP Sepharose.

Foram levantadas as isotermas das duas proteinas utilizando dois diferentes
tamp0es (tris € NaPi) em dois diferentes valores de pH (7,5 e 8,5) e também utilizando
trés solugcbes com diferentes forgas idnicas em NaCl (zero, 0,1 e 0,2 M). Os dois
tampdes foram escolhidos pela ampla aplicacéo e relativo baixo custo e também pelo
fato de possuirem cargas opostas quando em solugdo (o tampdo tris possui cargas
positivas enquanto o fosfato possui cargas negativas). Esperava-se, assim, avaliar o
efeito de uma possivel “competicido” entre o tampio e as proteinas pelos sitios de
adsorcao. Isto poderia reduzir a afinidade das proteinas pela resina, reducdo essa que
tende a ser mais pronunciada sobre a espécie que possui menor afinidade pela resina,
no caso o ITM, o que reduziria sua adsor¢cdo e aumentaria a pureza da aprotinina
purificada nesta etapa. Quanto ao pH, os valores 7,5 e 8,5 foram estudados por
representarem valores intermediarios entre os pontos isoelétricos da aprotinina (pl
10,0) e do ITM (pl 7,3 para a variante de ponto isoelétrico mais elevado) de forma que
as duas proteinas apresentassem cargas opostas entre si.

As Figuras 6.8 e 6.9 apresentam as isotermas de adsorcdo em SP Sepharose
Fast Flow de aprotinina e ITM em valores de pH 7,5 e 8,5, em tampéo tris 20 mM e
NaPi 30 mM, respectivamente. A grande diferenca entre as curvas de aprotinina e ITM
parece confirmar a viabilidade da separacdo entre estas proteinas através da troca
iBnica. A partir das isotermas, o modelo de Langmuir (Langmuir, 1916) foi utilizado para
obtencao dos valores de capacidade méaxima (gm) e constante de dissociagdo efetiva
(Ks) dos dados relativos a adsorcdo da aprotinina (Tabela VI). Provavelmente pela
fraca interacdo entre o ITM e a resina, ndo foi possivel a utilizacdo do modelo de
Langmuir para a obtencdo de parametros relativos a sua adsorgdo. Independentemente
do tipo de tampao utilizado, valores mais altos de gm para a adsor¢éo de aprotinina

foram obtidos em pH 7,5 quando comparados aos valores a pH 8,5.
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Figura 6.8 — Isotermas de adsor¢&o de aprotinina (®) e ITM (&) em resina SP
Sepharose Fast Flow utilizando tampé&o tris 20 mM; pH 7,5 (simboios cheios) e 8,5
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Figura 6.9 — Isotermas de adsorcdo de aprotinina (®) e ITM (A) em resina SP
Sepharose Fast Flow utilizando tampéo fosfato de sédio 30 mM; pH 7,5 (simbolos
cheios) e 8,5 (simbolos vazios). Temperatura, 25°C.
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O resultado obtido é coerente com a teoria da adsorgéo de proteinas em resinas
trocadoras de ions, pois quanto mais alto o pH, menor a disponibilidade de grupos
carregados positivamente na molécula para interagir com os grupamentos carregados
negativamente da resina (sulfopropil). A mesma explicacdo € valida para os valores de
K4 obtidos, que foram mais baixos (indicando maior intensidade na interacédo proteina-
resina) para o valor de pH 7,5 em ambos os tamp0es.

Resultado semelhante ocorreu na adsor¢ao do ITM utilizando tampéo tris, cujos
valores de gm estimados (Tabela VI) foram menores quando a adsorgcdo ocorreu a
valores mais altos de pH (15 e 10 mg/mL de resina para pH 7,5 e 8,5,
respectivamente). Para o tamp&o NaPi, ndo foi constatada diferenca significativa na
capacidade da resina em adsorver o ITM nos dois valores de pH estudados (gm

proximos de 25 mg/mL de resina).

Com relagao ao tipo de tampao, valores mais altos de gm para a adsor¢céo de
aprotinina foram obtidos para o tampdo tris, em ambos os valores pH, quando
comparados aos obtidos em tampao NaPi. Ja os valores de Ky foram mais baixos
.(maior intensidade na interacdo proteina-resina) quando a adsorgdo ocorreu na
presenca de NaPi. No caso do ITM, valores mais baixos de adsorc&o foram obtidos
utilizando-se o tampao tris, como ja reportado acima. Aparentemente o tampéo tris
compete pelos sitios de interagéo, o que vem a reduzir a capacidade de adsorgao para
o ITM, mas né&o para a aprotinina, cuja carga liquida positiva € muito maior e, portanto,
maior é a intensidade de interacao, nas condi¢gbes estudadas.

QOutro fator estudado na adsorgdo de aprotinina em SP Sepharose Fast Flow foi
a influéncia da concentracdo de NaCl na adsor¢do (Figura 6.10). Nestes estudos
utilizou-se o apenas tampao tris pelo fato de ter apresentado maior potencial para a
separacéo entre os dois inibidores. Como esperado a partir do principio da adsorgao
de proteinas em resina de trocadora de ions, o aumento da concentracdo de sal na

determinacdo de isotermas implica em uma diminuigéo na capacidade do gel.
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Tabela VI — Parametros de equilibrio obtidos para a adsor¢c@o de aprotinina (ap) e ITM
em resina SP Sepharose Fast Flow

Parametro de Tampao tris Tampao tris Tampado NaPi Tampao NaPi

equilibrio pH 7,5 pH 8,5 pH7,5 pH 8,5
gm,, (mg/mL) 215 177 145 136
gmyrw (mg/mL) 15 10 25 25
Ka ap (M) 1,8*10° 1,1*10° 3,3*107 8,6*10°
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Figura 6.10 — Isotermas de adsorc&o de aprotinina em resina SP Sepharose Fast Flow,
utilizando tampéo tris 20 mM pH 8,5 e concentragbes de NaCl de zero (l), 0,11 M (A) e
0,2 M (®). Temperatura, 25°C.
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As capacidades maximas de adsorc¢do de aprotinina foram estimadas em 180,
100 e 30 mg/mL de resina para concentracbes de sal de zero, 0,1 e 0,2 M,
respectivamente. Tais resultados indicam que a condicdo mais adequada para a
separacao entre aprotinina e ITM provém do uso do tampéo tris 20 mM a pH 8,5, sem a
presenca de NaCl, uma vez que esta condicdo favorece suficientemente a adsorgdo de
aprotinina e reduz a adsorgéo de ITM.

6.2.4. Conclus&o dos Estudos de Isoterma de Adsorcéo

Os estudos de determinac&o das isotermas de adsorgao indicaram que a resina
de afinidade, apresar de possuir baixa capacidade de adsorcdo, pode proporcionar
forte interac&o com as moléculas de aprotinina € ITM. Dada a baixa concentracdo de
aprotinina recombinante no extrato da semente de milho, tal propriedade ¢ interessante
na medida que proporciona alta eficiéncia de recuperacdo. A maior concentragéo de
ITM no extrato, quando comparada a concentracdo de aprotinina, ndo deve interferir na
adsorcdo desta ultima. Quanto as demais resinas estudadas, tanto a resina IMAC
como a de troca iGnica apresentaram potencial para serem utilizadas como etapas de
separacao final entre a aprotinina recombinante e o ITM. A Tabela VIl apresenta, de

forma resumida, os principais resultados encontrados.

Tabela VIl — Parémetros de equilibrio obtidos para a adsor¢ao de aprotinina (ap) e ITM

nas resinas estudadas.

Resina Agarose-tripsina Agarose-IDA-Cu® SP Sepharose
Parametro
gm,p (Mmg/mL) 1,55 - 177
gmym (mg/mL) 1,55 32,8 10,0
Ka ap (M) 1,9*10°® - 1,1*10°

Ka rm (M) 33*10° 51*10% N
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CAPITULO 7

RESULTADOS E DISCUSSOES IV

PURIFICACAO CROMATOGRAFICA DA APROTININA RECOMBINANTE

Neste capitulo, séo apresentados os resultados dos estudos de purificagcdo
cromatografica da aprotinina recombinante. Foram estudadas duas diferentes rotas de
purificacdo baseadas nas cromatografias de afinidade bioespecifica (resina agarose-
tripsina), pseudo-bioespecifica (resina agarose—lDA-Cu"z) e na cromatografia de troca
ionica (resina SP Sepharose). Em cada rota foram empregadas duas etapas
cromatograficas, uma primeira de captura e concentragio da aprotinina recombinante e
uma segunda de separacao e polimento. Além dos perfis cromatograficos referentes a
cada tipo de cromatografia utilizada, s&o também apresentados ao final de cada rota de
purificacdo os balancos de massa e purificacdo obtidos, bem como géis de eletroforese
ou outras informacdes destinadas a melhor avaliar os processos em estudo.
Finalmente, também s&o apresentados estudos onde s&o avaliadas propostas
alternativas as rotas de purificagdo estudadas visando, principalmente, a maior

eficiéncia da RPB nos processos em larga escala.

7.1. Definicao das Etapas de Purificacao

Os resultados dos estudos de adsorgdo em tanques agitados indicaram o
potencial da adsorcdo por afinidade em tripsina imobilizada de efetuar a recuperacéo
de ambos os inibidores presentes na semente de milho transgénico (aprotinina e ITM)
sendo entéo escolhida como primeira etapa do processo de purificagdo. Como préxima

etapa de purificacdo, fez-se necessario o estudo de um método eficiente de separagéo
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entre os inibidores. Para isso, desenvolveu-se uma analise das propriedades fisico-
quimicas das duas moléculas, buscando-se diferencas capazes de serem exploradas
na escolha adequada da metodologia de separacéo.

Percebeu-se que, ao contrario da aprotinina, o ITM possui um residuo de
histidina em sua cadeia de aminoacidos sendo, portanto, passivel de interacdo com
metais imobilizados caso esse residuo encontre-se exposto na cadeia da molécula.
IMAC teria ent&o o potencial de separar aprotinina de ITM, com a aprotinina sendo
coletada no “flowthrough®. Em nosso estudo, o metal escolhido para imobilizacdo foi o
cobre, por ser conhecidamente o que interage mais fortemente com proteinas contendo
poucos residuos de histidina, como é o caso do ITM.

Qutra diferencga entre aprotinina e ITM que foi explorada visando aoc emprego de
métodos de separacdo, diz respeito ao ponto isoelétrico das proteinas. A aprotinina
possui um pl de 10,5 enquanto o ITM apresenta pl’s variando entre 5,1 e 7,7 segundo a
isoforma do inibidor (irés ao todo, segundo Hojima e colaboradores, 1980). Esta
diferenca entre os pontos isoelétricos da aprotinina e ITM levou-nos ac estudo de
adsorcao em resina trocadora de ions visando a separagio entre os inibidores.

O potencial de sucesso no emprego de ambas as cromatografias escolhidas
para a separacdo entre aprotinina e ITM (IMAC e troca idnica) ja foi indicado pelos
estudos de determinagéo das isotermas de adsorgdo, como apresentado no Capitulo 6.
A Figura 7.1 apresenta as etapas do processo de recuperacdo e purificagdo da

aprotinina recombinante estudado (duas rotas de purificacdo).

7.2. Primeira Etapa: Recuperagao Através de Adsor¢ao por Afinidade

Dada a baixa concentragdo da aprotinina recombinante no interior da semente
de milho (maximo de 0,07% da proteina total soluvel extraida a pH 7,0), levando a
concentragbes iniciais na solucdo de extracdo menores que 0,85 ug/mL, faz-se
necessaria a utilizacdo de um método eficiente de recuperagdo e concentragdo desta
proteina. O método escolhido foi a adsorgdo por afinidade utilizando-se a protease

tripsina como ligante especifico, imobilizada em resina de agarose reticulada.
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Figura 7.1 — Etapas do processo de recuperagéo e purificagdo da aprotinina

recombinante proposto apds os resultados de isotermas de adsorcéo.

A concentracdo média de aprotinina recombinante na solucdo resultante da
etapa de exiragdo e aplicada na coluna de afinidade foi de 0,83 png/mL,
correspondendo a 0,3% da proteina total extraida a pH 3,0. A coluna de tripsina
imobilizada proporcionou elevada concentragéo e eliminacdo da quase totalidade de
proteinas do milho, com excec¢&o do inibidor de tripsina do mitho (ITM) que também foi
adsorvido. A Figura 7.2 apresenta os perfis de inibicdo de tripsina, concentracdo de
proteina e concentragdo de aprotinina obtidos durante a cromatografia de afinidade.
Nesta etapa, 82% da inibic&o inicial e 71% da aprotinina foram recuperados no pico de
eluicdo, indicando que ambos, aprotinina recombinante e ITM foram adsorvidos e

posteriormente eluidos da coluna a pH 2,0.
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Figura 7.2 - Captura e concentracdo da aprotinina recombinante através de
cromatografia de afinidade; a) Perfis de proteina total e inibicdo de tripsina obtidos
para a cromatografia de afinidade; b) Perfis de concentracdo de proteina fotal e de
aprotinina encontrados para a mesma cromatografia. Apos a injecdo de 775 mL de
extrato de milho transgénico, a coluna foi lavada com tamp&o NaPi 50 mM pH 7.8
contendo NaCl 0,6 M. A eluicdo foi efetuada utilizando-se tamp&o KCI-HCI 50 mM a pH
2.0. L e E indicam o inicio das etapas de lavagem e eluicdo, respectivamente.
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Comparando-se os picos de proteina total, inibigdo de tripsina e aprotinina, um
pequeno “atraso” na eluicdo da aprotinina foi detectado. Esse resultado parece indicar
que a aprotinina possui uma maior afinidade (menor constante de dissociacdo - Kd)
pela tripsina que o ITM, tendendo a ser eluida da coluna a menores valores de pH
(condicbes mais drasticas de eluicdo). Provavelmente, a mistura entre o tampéao de
eluicéo (pH 2,0) e o tampéo de lavagem (pH 7,8) no interior da coluna durante a etapa
inicial da eluicdo promove um gradiente de pH suficiente para promover certa
separagao entre aprotinina e ITM.

7.3. Segunda Etapa: Separacido Entre Aprotinina e ITM Através de Adsorgdao em

Metal Imobilizado (IMAC) e Adsorcio em Resina Trocadora de fons

7.3.1. Separacado de Aprotinina e ITM Através de Adsorcdo em Resina IMAC

O fato de o ITM possuir um residuo de histidina n&o significa certeza de
adsorcéo em metais imobilizados, uma vez que este residuo tem que estar localizado
em local acessivel na molécula para a interacdo com o metal (Vijayalakshmi, 1989).
Contudo, as isotermas de adsorcao mostraram que o ITM purificado foi eficientemente
adsorvido pela resina IMAC, apontando para a viabilidade de utilizagdo desta técnica
como etapa final de separagéo e purificacdo da aprotinina recombinante.

Para verificar se a aprotinina poderia ser eficientemente separada do ITM em
condicdes dinamicas através da adsorc&o em ion metélico imobilizado, uma amostra
contendo inibidor de tripsina de milho purificado a partir de sementes de milho n&o
recombinante foi injetada em uma coluna IMAC. A Figura 7.3 apresenta o
cromatograma obtido, em termos das analises de proteina total e inibicdo de tripsina
das fracbes coletadas. O estudo indica que o ITM foi adsorvido pela coluna nas
condicbes de pH e forga idnica utilizadas e a eluigdo ocorreu a baixas concentracdes
de imidazol, indicando interacdo fraca com o metal. Provavelmente, o residuo de
histidina presente na estrutura do ITM foi o responsavel pela interagdo com o metal
imobilizado. Ndo foi detectada a presenga de proteina ou inibicdo nas fragOes
coletadas na etapa de regeneracdo da coluna com EDTA, indicando que houve

completa eluicdo do ITM.
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Figura 7.3 — Cromatograma obtido ap0s injecdo de ITM em coluna IMAC contendo
cobre imobilizado utilizando tampéo NaPi 50 mM pH 7,0 contendo NaCl 05 M e
imidazol 0,5 mM. |, L e D indicam as etapas de inje¢cdo da amostra, lavagem e
dessorcao, respectivamente.

O préximo passo do estudo foi a injecdo de aprotinina comercial nas mesmas
condicdes de pH e forca idnica utilizadas para o ITM. A Figura 7.4 apresenta o
cromatograma obtido. Nesta cromatografia, 94% da inibicdo e 87% da proteina total
injetadas foram recuperadas no pico das proteinas que passaram diretamente pela
coluna sem interacdo com a resina. Novamente, ndo foi detectada presenca de
proteina ou inibicdo nas fracdes coletadas na etapa de regeneracéo da coluna
utilizando solug&o de EDTA. Este ensaio tratou-se apenas de uma confirmacéo da n&o
retencdo de aprotinina em resinas IMAC, uma vez que outros autores ja haviam
constatado este fato (Boden, 1992; Tamagawa, 1999 e Genaro e colaboradores, 2002).
Constatado que, ao contrario do ITM, a aprotinina n&o foi adsorvida pela coluna, o
passo subsequente foi realizar uma cromatografia com uma mistura “artificial” contendo

aprotinina comercial e ITM. O cromatograma pode ser visto na Figura 7.5.
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Figura 7.4 — Cromatograma obtido apos injecdo de aprotinina de alta pureza em coluna
IMAC contendo cobre imobilizado, utilizando tamp&o NaPi 50 mM pH 7,0 contendo
NaCl 0,5 M e imidazol 0,5 mM. O pico indica a aprotinina injetada ndo e adsorvida pela

coluna. I, L e D indicam as etapas de injecdo da amostra, lavagem e dessorcéo,
respectivamente.
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Figura 7.5 — Cromatograma obtido apos injecdo de mistura artificial de aprotinina e ITM
em coluna IMAC. O pico 1 e 2 indicam, respectivamente, as proteinas que nao foram
adsorvidas pela coluna e as que a deixaram durante a lavagem. O pico 3 indica as
proteinas dessorvidas com gradiente de imidazol. |, L e D indicam as etapas de injecéo
da amostra, lavagem e dessorcgao, respectivamente.
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Esta cromatografia apresentou uma modificagdo no perfil cromatografico
anteriormente encontrado, com o aparecimento de um pico intermediario de proteina e
inibicdo, na etapa de lavagem das proteinas ndo adsorvidas. As fracées contendo
proteina (referentes aos trés picos) foram analisadas em SDS-PAGE. O resultado é
apresentado na Figura 7.6. Apesar de o gel utilizado ndo se mostrar adequado a
visualizacdo de proteinas de baixa massa molecular, as pistas indicam a separacéo
entre aprotinina e inibidor de tripsina, com a aprotinina saindo basicamente no primeiro
pico (pista 3), revelada pela banda intensa em 6,5 kDa. A diferenca no perfil de
eletroforese das bandas relativas aos picos 2 e 3 (pistas 4 e 5, respectivamente)
indicam ainda que os inibidores de tripsina na forma “intacta” e “hidrolisada” interagem

diferentemente com a resina no interior da coluna.

Figura 7.6 — Eletroforese SDS-PAGE da cromatografia IMAC da solucéo artificial de
aprotinina e ITM. Pista 1 — marcador de massa molecular; Pista 2 — soluggo de
inibidores injetada (15 ug de proteina); Pista 3 — proteinas contidas no primeiro pico (7
ug de proteina);, Pista 4 — proteinas contidas no segundo pico (lavagem) (7 ug de
proteina); Pista 5 — proteinas contidas no terceiro pico (eluigéo) (10 ug de proteina) e
Pista 6 — inibidor de tripsina do milho (16 ug de proteina). Gel com gradiente de
acrilamida de 4 a 20% em tampao tris/HCI.

Estudos apresentados na literatura (Mahoney e colaboradores, 1983) mostraram

gue parte do ITM recuperado na coluna de fripsina € hidrolisado pela enzima,
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mantendo contudo a capacidade de inibigdo. O ITM que sofre este processo apresenta-
se como duas bandas nos ensaios de SDS-PAGE em meio redutor devido ao
rompimento das pontes de dissulfeto que mantinham as duas cadeias da molécula
unidas. Contudo, a causa desta diferenca de interacdo com 0 aparecimento do pico
intermediario quando da presenca de aprotinina na solucio nio foi determinada.

Para a superacado do problema de baixa intensidade de interacdo do ITM com a
resina IMAC, decidiu-se pela substituicdo da resina de poli-estireno-divinil-benzeno,
com grupos funcionais imidodiacetato, pela resina de agarose reticulada cujo grupo
funcional responsavel pela interacdo com o metal é o acido iminodiacético (IDA). Além
da possibilidade de interagdo mais forte do metal com a proteina, esta resina apresenta
vantagens com relag&o ao baixo custo e disponibilidade no mercado para larga escala.

Uma vez que as isotermas de adsorcdo e o0s ensaios cromatograficos com
mistura binaria contendo aprotinina e ITM indicaram ser viavel a separacéo destes dois
inibidores via IMAC, partiu-se para o estudo da separagidc entre aprotinina
recombinante e ITM provenientes de extrato de milho transgénico. Para tanto, um
combinado de fracOes coletadas na etapa de eluicdo da cromatografia de afinidade
contendo a aprotinina recombinante e o ITM foi injetado na coluna de agarose-IDA
contendo ions cobre imobilizados. Neste combinado, as duas primeiras fracdes
contendo proteinas coletadas durante a eluicdo da coluna de afinidade foram
descartadas, pois 0 ensaio ELISA mostrou que continham baixa concentracdo de
aprotinina recombinante. A Figura 7.7 apresenta os resultados das analises de
proteina total, inibicdo de tripsina e concentracéo de aprotinina recombinante obtidos.
Inibicdo de tripsina foi encontrada tanto nas fracdes correspondentes as proteinas ndo
adsorvidas como nas fragcdes correspondentes as proteinas adsorvidas e
posteriormente eluidas da coluna (Figura 7.7a). Contudo, a aprotinina recombinante foi
praticamente toda recuperada nas fragbes contendo as proteinas n&c adsorvidas
(Figura 7.7b). Menos de 1% da aprotinina injetada foi detectada nas fragcdes de eluigo.
Os balancos de inibicdo de tripsina e de massa de aprotinina nesta etapa de

purificac&o foram de 97% e 81%, respectivamente.
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Figura 7.7 — a) Perfis de proteina total e inibicdo de tripsina das fragbes coletadas
durante a cromatografia em metal imobilizado; e b)~ Perfis de proteina total e
concentragcdo de aprotinina obtidos na mesma cromatografia. Uma amostra de 34 mL
foi injetada e a coluna foi lavada com tampao NaPi 50 mM pH 7,0 contendo NaCl 0,5 M.
A eluicao foi feita através de gradiente de imidazol no mesmo tampo. |, L e E indicam
o inicio das etapas de injec&o, lavagem e eluicio, respectivamente.
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No que diz respeito ac processo como um todo, envolvendo as cromatografias
de afinidade e IMAC, a recuperacao e o fator de purificacdo do processo foram de 49%
e 280, respectivamente (Tabela VIil).

As amostras das cromatografias de afinidade e IMAC foram analisadas através
de SDS-PAGE e a imagem do gel obtido &€ apresentada na Figura 7.8. Nesta figura, a
pista 4 mostra a aprotinina recombinante purificada. A pista 5 indica que as fragbes
coletadas durante o procedimento de eluicdo da coluna IMAC contém basicamente ITM
em suas formas intacta e hidrolisada (resultado da interacéo com a tripsina na etapa de
adsorgdo por afinidade; Mahoney e colaboradores, 1984). Uma fraca banda
correspondendo a uma proteina de aproximadamente 24 kDa também pode ser vista
no gel SDS-PAGE (pista 5). Esta banda parece corresponder a pequenas fracdes de
tripsina liberada pela coluna de afinidade (desprendimento de ligante), como ja foi
reportado anteriormente por Lei e Reeck (1986). J& que a tripsina é adsorvida por
cobre imobilizado (Tamagawa, 1999), o uso do IMAC apés a etapa de adsorgéo em
tripsina imobilizada pode resolver este inconveniente no processo de purificagéo da

aprotinina recombinante.

Tabela Vili — Balancos de massa e inibic&o de tripsina para a purificagdo da aprotinina
recombinante (rAprotinina), a partir do extrato da semente de milho, através das
cromatografias de afinidade e IMAC.

Etapa Volume Proteina Inibigdo rAprotinina rAprotinina Fator de
{(mL)} total (mg) total (IU) {mg) (%) purificagéo

Extracao 775 225 17 0,64 100 1

Afinidade

Eluicgo 48 4.8 14 0,46 71 33

IMAC

Injecéo 34 2,2 4,3 0,39 61 62

Lavagem 48 0,39 1,5 0,31 49 280

Eluicéo 39 1,7 2,7 0,002 0,30 -
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Figura 7.8 — Eletroforese SDS-PAGE das fragbes coletadas durante as cromatografias
de afinidade e IMAC. Pista 1 — marcador de massa molecular; Pista 2 — proteinas
extraidas do milho e injetas na coluna de afinidade (22 ug de proteinas); Pista 3 —
proteinas eluidas da coluna de afinidade e injetadas na coluna IMAC (10 pg de
proteinas); Pista 4 — proteinas n&do adsorvidas pela coluna IMAC - aprotinina
recombinante (pico 1) (3 ug de proteinas); Pista 5§ — proteinas contidas no pico de
dessorcéo da coluna IMAC (14 ug de proteinas); e Pista 6 — aprotinina comercial (seta)
(6,5 ug de proteinas). Gel com gradiente de acrilamida de 10 a 20% em tampé&o
tris/tricina.

As fragbes contendo aprotinina recombinante purificada foram combinadas e
uma amostra foi enviada para seqlienciamento dos aminoacidos N-terminais (10 ciclos)
e analise por HPLC no Departamento de Quimica da Texas A & M University. O
resultado encontrado para a aprotinina recombinante e a sequéncia de aminoacidos da
aprotinina bovina (ndo recombinante) sdo apresentados na Tabela IX. O
sequenciamento indica que a aprotinina recombinante purificada apresenta seqiéncia
idéntica & da aprotinina bovina néo recombinante. A letra X correspondendo ao 5°
aminodacido da seqléncia denota a ndo deteccdo de um aminoacido no referido ciclo.
Uma vez que a amostra de aprotinina enviada nao foi alquilada, este provavelmente
corresponde ao aminoacido cisteina (alquilagdo é necessaria para a deteccdo de
cisteinas pelo método de Edman). J& a analise por HPLC (fase reversa em coluna C18)

indicou uma pureza da aprotinina recombinante de 97%.
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Tabela IX - Sequéncia de aminodcidos (N-terminal) da
aprotinina bovina e recombinante.
Proteina Seqiiéncia do N-terminal
Aprotinina bovina RPDFCLEPPY
Aprotinina recombinante RPDFXLEPPY

X’ denota a ndo detecgio de um aminoacido no referido ciclo.

7.2.2. Separacao de Aprotinina e ITM Através de Adsorcao em Resina de Troca I6nica

O préximo passo para se desenvolver um segundo possivel processo de
purificacdo da aprotinina recombinante foi o estudo da separag&o entre aprotinina e
ITM através do uso de adsorgao em resina trocadora de cations. Estudos preliminares
utilizando mistura artificial de aprotinina e ITM efetuados na ProdiGene Inc., EUA,
apontaram para a viabilidade desta separacdo (Zivko L. Nikolov, comunicagdo
pessoal), indicagdo confirmada através da construcéo das isotermas de adsorgéo. No
caso da adsorcao em resina trocadora de cations, ao contrario da adsor¢édo em metal
imobilizado, buscou-se adsorver a aprotinina na resina, sendo assim separada do ITM,
que nao adsorve nas condigbes estabelecidas. Procurou-se para tanto a utilizagédo na
etapa de adsorcdo de um valor de pH intermediario entre o pl mais elevado das
variantes de ITM (7,7) e o pl da aprotinina (10,0). As condi¢cbes e tipo de tampéao
utilizados, tampao tris 20 mM pH 8,5, foram os determinados através dos estudos das
isotermas de adsorcéo (Capitulo 6, item 6.2.3.).

Como no caso anterior, a amostra contendo ITM e aprotinina recombinante
consistiu de um combinado de fracdes da etapa de eluicdo da cromatografia de
afinidade no qual as duas primeiras fragbes contendo proteina foram descartadas, pois
continham baixa concentracdo de aprotinina recombinante. Como © mesmo
procedimento foi realizado nos estudos com IMAC, mantém-se assim a similaridade
entre as amostras utilizadas na segunda etapa cromatogréfica estudada, seja por IMAC

ou troca-ibnica.
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A Figura 7.9 apresenta o cromatograma obtido para a cromatografia de troca
ibnica (etapas de lavagem e eluicdo). Novamente, as fracOes coletadas foram
analisadas quanto a concentracéo de proteina, inibicdo de tripsina e concentraco de
aprotinina. As analises das fragbes coletadas mostraram que, apesar de 68% da
inibicdo de tripsina injetada passar diretamente pela coluna sem adsorver, apenas 2%
da aprotinina injetada foi enconirada nestas fragbes. Um Unico pico de proteina
contendo a aprotinina purificada foi obtido na etapa de elui¢édo (Figura 7.9b).

Fracbes coletadas nas diversas etapas deste segundo processo de purificacéo
foram posteriormente analisadas por SDS-PAGE (Figura 7.10). O tipico “padrao’
eletroforético de trés bandas do ITM pode ser visto na pista 3, correspondendo as
proteinas recuperadas na etapa de cromatografia de afinidade. As trés bandas
correspondem ao inibidor em suas formas “intacta” e “hidrolisada”. Os polipeptidios da
cadeia do ITM, que foi hidrolisado pela tripsina da etapa cromatografica anterior,
possuem massas moleculares estimadas em 5,5 e 7,5 kDa, e s&o separados por efeito
do meio redutor do SDS-PAGE. Nesta pista 3, a aprotinina recombinante apresenta-se
como uma banda bem fraca, ndo diferenciada do fragmento maior do ITM, devido a
baixa concentracao no extrato. A pista 4, com as proteinas ndo adsorvidas pela resina
de troca-idbnica, apresenta basicamente as bandas do ITM, enquanto a banda da
aprotinina recombinante purificada pode ser vista na pista 5 (eluigdo). Amostras de
aprotinina recombinante purificada por IMAC e aprotinina comercial também foram
carregadas (pistas 6 e 7, respectivamente). O resultado indica um nivel de pureza
semelhante entre as amostras de aprotinina recombinante purificadas pelos dois
diferentes métodos: IMAC e troca-ibnica. A Tabela X apresenta os resultados da
purificagdo (balangos de inibicdo de tripsina e de massa, aléem de fatores de
purificagdo) obtidos neste segundo processo desenvolvido (cromatografia de afinidade

seguida de cromatografia de troca ibnica).
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Figura 7.9 — Cromatogramas da cromatografia de troca-idnica. a) Perfis de proteina
total e inibicdo de tripsina nas etapas de lavagem (L) e eluicdo (E); b) perfis de
proteina total e concentracdo de aprotinina para a mesma cromatografia. Um
combinado de fracbes de 34 mlL, coletadas durante a etapa de eluicdo da
cromatografia de afinidade, foi injetada. A lavagem foi efetuada com tampéo tris 20 mM
pH 8,5 e a eluicéo foi feita atraves de gradiente de NaCl no mesmo tampé&o.
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Figura 7.10 - Eletroforese SDS-PAGE das fragbes coletadas durante as
cromatografias de afinidade e troca-ibnica. Pista 1 - marcador de massa molecular,;
Pista 2 — proteinas extraidas do milho e injetas na coluna de afinidade (20 ug de
proteinas); Pista 3 — proteinas eluidas da coluna de afinidade e injetadas na coluna de
troca-idnica (10 ug de proteinas); Pista 4 — proteinas ndo adsorvidas pela coluna de
troca idnica (10 ug de proteinas); Pista 5 — proteinas contidas no pico de eluicdo da
coluna de troca-ibnica (aprotinina recombinante) (4 pg de proteinas);, Pista 6 —
aprotinina recombinante purificada por IMAC (3 ug de proteinas); e Pista 7 — aprotinina

comercial (6,5 ug de proteinas). Gel com gradiente de acrilamida de 10 a 20% em
tampao tris/tricina.

No experimento apresentado, a eficiéncia de recuperacdo da aprotinina
recombinante na primeira etapa (cromatografia de afinidade) foi baixa (40%), resultado
inferior @ média de recuperacdo desta etapa (60%), calculada a partir de 5
experimentos. Contudo, a eficiéncia de recuperacado da aprotinina na segunda etapa
(troca ibnica) foi alta, como também o foi na cromatografia IMAC, apresentada
anteriormente. A recuperacdo calculada em 125% esta claramente superestimada,
muito provavelmente como resultado de imprecisGes no ensaio ELISA utilizado na
quantificacéo da aprotinina recombinante. No entanto, os resultados apresentados na

Tabela X juntamente com resultados de eletroforese SDS-PAGE permitem supor que
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as eficiéncias de recuperagdo e os fatores de purificagdo, em ambos 0s processos
(rotas) de recuperagdo e purificacdo da aprotinina recombinante estudados, foram
semelhantes. Neste caso, a escolha do método mais adequado de purificagdo final a
ser utilizado em um processo em larga escala (IMAC ou troca idnica) sera baseada em
fatores econ®micos, ou ainda se a co-purificacdo do ITM é de interesse ou n&o. Vale
ressaltar que uma forte vantagem da troca ibnica como segunda etapa esta no fato de

promover captura e concentrag&o da proteina alvo, ao contrario do IMAC, que promove
certa diluicdo daquela proteina.

Tabela X — Balancos de massa e inibic@o de tripsina para a purificacéo da aprotinina
recombinante (rAprotinina), a partir do exirato da semente de milho, através das
cromatografias de afinidade e troca iénica.

Etapa Volume Proteina Inibigdo rAprotinina rAprotinina Fator de
(mL) total (mg) total (iU) {mg) (%) purificagao

Extragao 1500 632 27 1,12 100 1

Afinidade

Eluicéo 39 7,7 15 0,44 40 32

Troca ibnica ’

Injecéo 52* 39 6,5 0,34 30 49

Lavagem 52 3,1 4.4 0,01 1 -

Eluicdo 6 0,5 1,4 0,42 37 465

* FracOes #20 a #30 da etapa de eluigdo da cromatografia de afinidade foram diluidas na propor¢do 1:1
em tampao tris 40 mM pH 8.5 para injecdo na coluna de troca ibnica.

7.4. Estudos de Processos Alternativos para a Recuperagado da Aprotinina

As duas rotas cromatogréficas apresentadas anteriormente mostraram ser
possivel recuperar e purificar a aprotinina recombinante a partir do extrato da semente
transgénica. Contudo, a desvantagem principal dos processos estudados deve-se a
utilizacdo da cromatografia de afinidade (resina de agarose-tripsina) na primeira etapa

de ambos os processos. A presenca do ITM, juntamente com a aprotinina, no extrato
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de semente transgénica faz com que volumes grandes de resina sejam necessarios
para a captura e concentragado dos inibidores nesta primeira etapa, desvantagem
consideravel devido ao alto custo da resina de afinidade. Neste tdpico, apresentam-se
estudos que visaram a avaliar a utilizacdo da cromatografia de troca i6nica e do IMAC
como primeira etapa de processo, na fungéo de captura e concentragdo da aprotinina

recombinante ou eliminacdo de ITM e outras impurezas do extrato.

7 4.1. Estudo de Recuperacdo de Aprotinina Utilizando Resina Trocadora de fons

Como conseqliéncia da eficiente separacado entre aprotinina e ITM obtida nos
estudos utilizando resina trocadora de cations, decidiu-se avaliar a utilizacdo da troca-
idnica como etapa inicial de recuperacéo da aprotinina recombinante diretamente do
extrato de proteinas do milho. Dada a baixa concentracio de aprotinina e proteinas em
geral no extrato da semente, utilizou-se uma etapa de concentrag&o da solugdo atraves
de ultrafiltracdo em membrana de 1 kDa. No que diz respeito a produgcdo em larga
escala da aprotinina recombinante, uma etapa de concentragéo do inibidor como esta
dificiimente podera ser evitada. A baixa concentracdo e grande volume de extrato a ser
injetado na primeira etapa cromatografica tornariam o tempo de inje¢do demasiado
longo, além de dificultar fatores como estocagem e manipulagdo entre as etapas. O
fator de concentrac&o alcancado foi de 7,6 vezes, obtendo-se concentragdes finais de
aprotinina e proteina total de 2,7 ug/mL e 1,5 mg/mL, respectivamente.

O extrato concentrado foi carregado na coluna e os perfis de proteina total,
inibicdo de tripsina e concentracdo de aprotinina recombinante obtidos podem ser
vistos na Figura 7.11. Como esperado, o inibidor de tripsina do milho n&o foi adsorvido
pela coluna, sendo que grande parte da inibicdo de tripsina manteve-se junto as
proteinas que passaram diretamente pela coluna (Figura 7.11a). A eluicdo da coluna,
efetuada através de gradiente de NaCl indicou que grande parte das proteinas
adsorvidas na resina foi eluida a baixa concentragéo de sal, tendo, portanto, interagido

fracamente com a resina.
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Figura 7.11 — Cromatografia de troca-ibnica do exirato de semente (concentrado)
em resina SP Sepharose Fast Flow; a) perfis de proteina total e inibicdo de tripsina
nas etapas de injecdo (), lavagem (L) e eluicdo (E); e b) Perfis de proteina total e
concentrac@o de aprotinina para a mesma cromatografia. Um volume de 145 mL de
extrato de proteinas concentrado 7,6 vezes através de ultrafiltracdo em membrana
de 1 kDa foi carregado na coluna. A lavagem foi efetuada com tampé&o tris 20 mM

pH 8,5 e a eluicdo foi feita através de gradiente de cloreto de sddio no mesmo
tampé&o.
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Quatro picos contendo proteina (ndo completamente resolvidos) foram observados na
etapa de eluicdo, correspondendo a 30% da proteina total injetada. O ensaio de
determinacéo de aprotinina mostrou que esta foi recuperada com uma eficiéncia de
64% (pico 4, Figura 7.11b), sendo eluida da coluna a altas concentractes de NaCl. Se
consideradas as trés fracdes de eluicdo contendo aprotinina em maior concentracao e
correspondendo a 57% da aprotinina inicial, o fator de purificacdo da aprotinina obtido
na etapa foi de 12 vezes (aumento de 0,18 % para 2,2 % da fragdo massica de
aprotinina em relacgéo a proteina total).

A Figura 7.12 apresenta o perfil das proteinas obtidas nos diversos picos da
etapa de eluicdo da cromatografia quando analisados através de SDS-PAGE. Como a
eluicdo foi efetuada atraves de gradiente de cloreto de sodio, o gel indica a intensidade
de interacéo entre as diversas proteinas do milho com a resina catidnica, sendo que 0s
primeiros picos da elui¢cdo dizem respeito as proteinas que interagem mais fracamente
com a resina. A aprotinina recombinante foi recuperada em conjunto com, ao menos,
uma outra proteina do milho, de massa molecular préxima de 5 kDa (pista 7). Por terem
sido eluidas em altas concentracbes de NaCl, estas proteinas foram as que interagiram
mais fortemente com a resina no interior da coluna. A banda da aprotinina ndo pode
ser claramente visualizada na pista 7 do gel, devido a sua baixa concentracdo nesta
amostra.

No caso da cromatografia aqui apresentada, a resina n3o chegou a ser
saturada, n&o sendo, portanto, determinada a capacidade da resina. Contudo, ensaios
preliminares de adsorgdo indicaram que a aprotinina pode ser deslocada da coluna
caso esta venha a ser saturada (dados ndo apresentados). E possivel que a proteina
de pequena massa molecular observada na Figura 7.12 (pista 7) interaja mais
fortemente com a resina do que a aprotinina, passando a desloca-la a partir do ponto
em gue a coluna seja saturada. Nesse caso, o conhecimento da capacidade maxima da
coluna tendo o extrato como alimentacdo € muito importante para a eficiéncia da
recuperacdo. Quanto a purificag&o final da aprotinina recombinante, esta poderia ser

obtida através do uso de cromatografia de afinidade em tripsina imobilizada, ja que o
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ITM aparentemente n&do esta presente na solugdo. A principal vantagem deste
processo seria a diminuicdo do volume de resina de afinidade e, portanto do custo do
processo ja que o ITM, presente na semente em concentragbes maiores que a

aprotinina, seria eliminado na etapa de troca idnica.

L
(o2
. :

MM (D)

Figura 7.12 — Eletroforese SDS-PAGE das frac8es coletadas durante a cromatografia
de troca-idnica utilizando extrato da semente. Pista 1 - marcador de massa molecular;
Pista 2 — proteinas extraidas do milho e injetas na coluna de troca-idnica (20 ug de
proteinas), Pista 3 — proteinas que passaram diretamente pela coluna sem adsorver
(12 ug de proteinas), Pista 4 — proteinas eluidas no pico 1 (Figura 7.11) (20 ug de
proteinas), Pista 5 — proteinas eluidas no pico 2 (20 ug de proteinas); Pista 6 —
proteinas eluidas no pico 3 (14 pg de proteinas); Pista 7 — proteinas eluidas no pico 4
(6 ug de proteinas), e Pista 8 — aprotinina comercial (5 ug de proteinas). Gel com
gradiente de acrilamida de 10 a 20% em tampao tris/tricina.

7.4.2. Estudo de Adsorcdo de ITM e Proteinas da Sementes em Resina IMAC

Experimentos utilizando a cromatografia em ion metalico imobilizado (IMAC)
como primeira etapa de um processo de purificacdo da aprotinina recombinante foram
realizados visando a remoc&o do inibidor de tripsina do milho (ITM) e outras impurezas
logo na primeira etapa do processo. Neste caso, buscou-se avaliar a adsorgéo do ITM

e outras proteinas na resina IMAC, sendo a aprotinina coletada no “flowthrough”,
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conceito conhecido como cromatografia negativa. A principal vantagem desta
abordagem seria a reducdo dos custos de um processo em larga escala pela
substituicdo da etapa inicial de cromatografia de afinidade em resina de agarose-
tripsina. Além disso, este estudo vem gerar conhecimento sobre a adsor¢do de
proteinas provenientes da semente de milho em um ion metalico imobilizado (Cu™).
Esta técnica tem sido apontada como de grande potencial na recuperacio e purificacdo
de proteinas recombinantes produzidas em plantas, especialmente as proteinas
recombinantes com caudas de histidina (Zhang, 1999). Informacbes sobre sua
utilizacdo para a recuperacdo de proteinas do extrato de sementes de milho ndo foram
encontradas por nés na literatura. Assim, uma amostra proveniente de extracéo a pH
3,0, utilizando farinha de milho n&o recombinante, foi carregada na coluna contendo

ions cobre imobilizados (Figura 7.13).
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Figura 7.13 — Cromatografia em metal imobilizado da amostra de extra¢&o da semente
de milho. Um volume de amostra de 30 mL foi injetado e a coluna foi lavada com
tampdo NaPi 50 mM pH 7,0 contendo NaCl 0,5 M. A eluicdo foi feita através de
degraus de imidazol no mesmo tamp&o. |, L e E e R indicam o inicio das etapas de
injecdo, lavagem, eluicdo e regeneracdo, respectivamente. Na etapa de eluicdo, E1 E2
e E3 correspondem a concentracdes de imidazol de 10, 30 e 100 mM, respectivamente.
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A massa de proteinas da amostra injetada foi préoxima daquela esperada para se
atingir a saturac&o da coluna, baseada na capacidade da coluna para a adsorgéo de
ITM (32,8 mg/mL de resina, Figura 6.7). O perfil cromatografico resultante da analise
de proteina total e inibicdo de tripsina das fracbes coletadas em todas as etapas indica
que o ITM e algumas outras proteinas do extrato foram adsorvidos na resina.

Pode-se observar no gel de eletroforese (Figura 7.14) que a banda relativa ac
ITM (entre 14 e 15 kDa) n&o aparece na amostra do pcombinado de fracbes que
passou pela coluna sem adsorver. Contudo as cromatografias também indicaram que
capacidade maxima de adsor¢&o da resina foi bastante reduzida quando da utilizagéo
do extrato se comparada com a capacidade da mesma para o ITM puro. Foi observada
a perda de ligantes (ions cobre) durante os processos de injecdo da amostra e a massa
de proteinas adsorvida foi apenas em torno de 10% daquela esperada (32,8 mg/mL). E
provavel que compostos n&o identificados presentes no extrato estejam deslocando os
ions metalicos adsorvidos e também dificultando a interagéo das proteinas.

Apesar das dificuldades encontradas na etapa de adsor¢&o, dois tipos de perfis
de eluicdo foram estudados, um utilizando uma unica etapa (realizada com 100 mM de
imidazol) e outro utilizando trés etapas, em concentracdes crescentes de imidazol
(gradiente em “degrau”). O objetivo foi avaliar a viabilidade de eluir o ITM adsorvido na
maior pureza possivel. Algum sucesso foi alcancado quando gradiente em degrau foi
utilizado (Figura 7.13), uma vez que 0 tamp&o contendc 10 mM de imidazol foi
suficiente para eluir todo o ITM (concentragcbes mais altas de imidazol eluiram
proteinas sem capacidade de inibigdo), mas o fator de purificacdo obtido ainda assim
foi baixo (2,3). Tais resuliados indicam que estudos mais detalhados precisariam ser
desenvolvidos para avaliar os problemas de perda de ligantes e baixa capacidade da
resina IMAC quando utilizada como adsorvente na primeira etapa de um processo de
RPB a partir de sementes de milho. Vale salientar que tais dificuldades n&o foram
encontradas quando a resina foi utilizada como etapa final, ou de “polimento”, do

processo, como apresentado anteriormente.
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M M. (kDa) 1 2 3 4 5 6 7

Figura 7.14 — Eletroforese SDS-PAGE das fragbes coletadas durante a cromatografia
IMAC. Pista 1 - marcador de massa molecular; Pista 2 — proteinas extraidas do milho
e injetas na coluna; Pista 3 — proteinas que passaram diretamente pela coluna sem
adsorver; Pista 4 — proteinas que deixaram a coluna na etapa de lavagem; Pista 5 —
proteinas eluidas a 100 mM imidazol sem o uso de gradiente; Pista 6 — proteinas
eluidas no pico principal quando utilizando gradiente de imidazol (Figura 7.13); Pista 7
— [TM purificado por cromatografia de afinidade (agarose-tripsina). Gel com
concentracao de acrilamida de 15% em tampéo tris/HCI.

7.5. Conclusdo dos Estudos de Purificagdo Cromatografica da Aprotinina

Recombinante

Os estudos aqui apresentados, mostraram que a aprotinina recombinante pode
ser recuperada e purificada a partir do extrato de milho transgénico utilizando-se duas
diferentes rotas ou processos cromatograficos: 1) cromatografia em coluna de agarose-
tripsina seguida de cromatografia IMAC e; 2) cromatografia em coluna de agarose-
tripsina seguida de cromatografia em coluna de troca ibnica. Em ambas as rotas, a
aprotinina foi capturada e concentrada na primeira etapa, sendo em seguida separada
do ITM na segunda etapa. Altos indices de pureza da aprotinina foram alcancados em
ambas as rotas como indicado pelos géis de eletroforese SDS-PAGE, analise de HPLC
e atividade de inibicdo especifica. Os resultados do sequenciamento N-terminal da

aprotinina recombinante também indicam a elevada pureza final. Uma desvantagem de
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ambas as rotas citadas diz respeito ao uso da cromatografia de afinidade em resina de
agarose-tripsina. E de conhecimento geral que tais resinas sio frageis e possuem um
relativo alto custo. Os resultados de utilizagdo da resina de troca ibnica (SP
Sepharose) indicam que esta pode substituir a resina de afinidade na etapa de captura
e concentracao da aprotinina recombinante.

No que diz respeito a viabilidade do processo para a produgdo comercial da
aprotinina recombinante, um estudo de viabilidade econbmica precisaria ser
desenvolvido. Contudo, fomos informados que a empresa detentora dos direitos de
producdoc do milho transgénico utilizado neste trabalho (ProdiGene Inc., EUA) ja
conseguiu aumentar o nivel de expressédo da aprotinina recombinante em mais de 20
vezes e planeja lancar o produto no mercado ainda em 2002 (Zivko L. Nikolov,
comunicacio pessoal).

Pode-se concluir deste estudo que a aprotinina pode ser eficientemente
recuperada e purificada a partir de sua fonte — semente de milho transgénico —
utilizando-se diferentes processos cromatograficos. Tais processos sao aqueles ja
utilizados na producédo comercial de inumeras proteinas, o que indica que 0 uso da
‘semente de milho como biorreator é viavel e ndo implica, necessariamente, no

emprego ou desenvolvimento de técnicas complexas de purificagéo.
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CAPITULO 8

CONCLUSAO

Informacdes sobre a utilizacdo de sementes de milho como biorreatores para
a producdo de proteinas recombinantes s@o raras na literatura. Este trabalho
objetivou estudar diversos fatores importantes a recuperacéo e purificacédo de uma
proteina recombinante — aprotinina — produzida em semente de milho, paralelamente
levantando-se importantes informacgdes gerais relativas ao tema.

Mostrou-se, primeiramente, que a aprotinina recombinante é acumulada em
maior concentracédo no embrido da semente. Contudo, pelo fato de também ser
estocada no endosperma e este tecido contribuir com aproximadamente 80% da
massa da semente, faz-se necessario o processamento e utilizacdo da semente
toda, e ndo apenas o embrido, como matéria prima do processo de recuperagao e
purificacdo. Os mesmos estudos realizados para o ITM, principal competidor da
aprotinina no processo de purificacdo, indicaram resultados semelhantes aos
encontrados para a aprotinina.

A extracio das proteinas da semente de milho a baixo pH (3,0) proporcionou
um extrato de coloragdo clara e de mais facil filtragcdo quando comparado com
aquele obtido a altos valores de pH. Também provou ser mais seletiva para a
extracdo da aprotinina recombinante, reduzindo-se a presenga no extrato de
compostos fendlicos, lipideos, aglcares, proteinas em geral e ITM. E importante
notar que o pH e a forca ibnica utilizados na etapa de extracdo podem ser
escolhidos de forma a assegurar baixa ou alta extragdo de ITM, dependendo do
processo de purificagdo adotado ou se é desejavel ou ndo a purificagdo do ITM

como um co-produto.
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Os estudos de extracdo da aprotinina recombinante em planta piloto
apontaram algumas das principais dificuldades no que se refere a sua produgdo em
larga escala. Os pontos principais dizem respeito as dificuldades de clarificagdo do
extrato, concentrac&o através de ultrafiliracdo, e problemas relativos a estabilidade
do extrato concentrado, principalmente devido ao crescimento de microrganismos.

Os estudos de cinética e isotermas de adsorcéo indicaram a viabilidade do
uso da adsorcdo por afinidade para a recuperacdo da aprotinina e ITM e o uso da
adsorgdo em ion metalico imobilizado como etapa de separagdo entre os dois
inibidores. Indicou-se também a viabilidade do uso da adsorcdo de aprotinina em
resina trocadora de cations, como etapa de captura e concentracdo, ou mesmo
como forma de separar a aprotinina recombinante do ITM, uma vez que a adsorcao
ocorreu a elevados valores de pH, condicdo em que o ITM ndo adsorve
significativamente.

Ensaios de cromatografia em coluna por adsorcdo por afinidade utilizando
extrato de milho transgénico mostraram que a aprotinina, juntamente com o ITM, foi
recuperada e concentrada eficientemente, mesmo estando presente na solucao de
extracdo a concentragcbes muito baixas. Os estudos de adsor¢do em ion metalico
imobilizado indicam ser este um método eficiente de separacdo entre a aprotinina
recombinante e o ITM, uma vez que a primeira nao interage com o adsorvente IMAC,
enquanto o ultimo interage e é retido por adsor¢do. A andlise dos aminoacidos N-
terminais, SDS-PAGE e HPLC fase reversa indicaram que a aprotinina recombinante
foi purificada a um nivel de até 97%, pureza certamente suficiente para aplicacdo em
cultura de células, onde a aprotinina é amplamente utilizada como inibidor de
proteases.

A adsor¢cdo em resina trocadora de cations também se mostrou eficiente,
tanto na separacado entre aprotinina e ITM (purificagao final da aprotinina), como
também na captura e concentrac&o da aprotinina a partir do extrato das sementes de
milho (utilizacdo como primeira etapa de purificagao).

Por ultimo, acreditamos que os estudos aqui apresentados vém acrescentar

novos conhecimentos relativos a utilizagdo do milho transgénico como biorreator
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para a produgéo de proteinas recombinantes, e corroboram no sentido de confirmar
o potencial desta tecnologia, tanto que esta previsto o langcamento da aprotinina

recombinante como mais um produto comercial ainda no ano de 2002 (Zivko L.
Nikolov, comunicacéo pessoal).
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CAPITULO 8

SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS

Apesar dos sucessos obtidos neste trabalho, o estudo sistematizado e
completo da recuperacdo e purificacdo de uma proteina recombinante presente em
tdo baixas concentracbes em uma fonte complexa como a semente de milho, néo é
tarefa simples. Em cada etapa do desenvolvimento deste trabalho, problemas
surgiram necessitando de respostas urgentes que possibilitassem sua continuidade.
Nao poucas foram as vezes em que mais de uma possivel solugéo surgiu, fazendo-
se necessaria a opg¢do por aquela que, no momento, mostrava-se mais adequada.
Além disso, por questdo de tempo e disponibilidade de recursos, alguns pontos
importantes relativos ao tema nao puderam ser estudados. S&o algumas destas
“possibilidades”, “respostas néo aproveitadas” e “questbes complementares” que
surgem aqui como sugestbes aqueles que continuardo estudando a semente de
milho como biorreator para a producéo de proteinas recombinantes.

Uma sugestdo para estudos visando a se obter maior compreensao dos
fendmenos envolvidos na extracdo de biomoléculas presentes na semente de milho,
diz respeito a influéncia do tamanho de particula e condi¢gbes de extrac&o (por
exemplo, pH e forca ibnica) sobre a filtrabilidade do extrato. Os estudos deste
trabalho mostraram que uma das principais dificuldades no uso da semente
cominuida como matéria prima deve-se a dificuldade de filtragéo e clarificacéo do
extrato. Tal estudo € importante em se pensando em processos em larga escala.

No tocante aos processos de purificagdo cromatograficas de aprotinina aqui
estudados, sugere-se a otimizacdo da etapa de eluicdo da aprotinina da coluna de
agarose-tripsina (diferentes solugdes tampéo e valores de pH). Tal etapa mostrou

ser a que proporciona maiores perdas no processo, principalmente devido a
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dificuldade de eluicéo da aprotinina, que interage muito fortemente com a enzima
imobilizada e cuja separacéo necessita de valores de pH bastante baixos (ac menos
2,0, no tampé&o estudado). Além disso, o estudo do uso de gradiente de pH visando
a separacao entre aprotinina e ITM deve ser estudado, ja que os resultados obtidos
nas isotermas e cromatografias sugerem essa possibilidade.

Finalmente, a técnica de cromatografia em ion metélico imobilizado tem
apresentado grande potencial de aplicagdo na purificacdo de proteinas
recombinantes, principalmente aquelas que incorporam caudas de histidinas em
suas estruturas. No sentido de avaliar a potencialidade do método para aplicacbes
com extratos provenientes de sementes de milho, estudos mais detalhados
precisariam ser desenvolvidos para identificar as causas dos problemas de perda de
ligantes e baixa capacidade da resina, detectados neste trabalho, quando a resina

IMAC foi utilizada como adsorvente na primeira etapa do processo de RPB.
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