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RESUMO

A cristalizagBo de proteinas tem sido tradicionalmente aplicada como uma técnica
de apoio a estudos cristalograficos, sendo referida muitas vezes como uma arte mais do que
uma ciéncia. A cristalizacio como uma operagio de recuperacio e purificagio de
bioprodutos (RPB) tem sido sub-utilizada devido principalmente & caréncia de pardmetros
cinéticos e termodindmicos que auxiliem no projeto adequado de processos industriais.
Neste contexto, o tempo de inducdo, definido como o tempo transcorrido desde o
estabelecimento da supersaturagdo até a formagdo e crescimento a um tamanho detectavel
dos nicleos, medido em diferentes niveis de supersaturacio e temperatura, € um pardmetro
relativamente facil de se obter e permite a inferéncia da cinética de nucleacio e da tensio

interfacial.

O presente trabalho apresenta medidas do tempo de indugdo pela vanagdio da
absorbancia no comprimento de onda de 320 nm da insulina suina e da lisozima de clara de
ovo de galinha, 08 resultados de ensaios de dissolugfo dessas proteinas em diferenies niveis
de pH e temperatura, a partir dos quais foram determinados a solubilidade ¢ o calor de
dissolugio Os ensaios de medida do tempo de inducio em diferentes concentragdes

permitiram inferir a influéncia do pH na cinética de nucleacio e na tens3o interfacial.

Dos ensaios de dissolugio, pdde-se observar a existéncia de polimorfismo nas
proteinas estudadas — confirmado por andlises de raios-X — e que a insulina tem
solubilidade retrégrada. Também, a partir desses resultados, foi possivel estimar a cinética
de crescimento da insulina, Das medidas de tempo de indugdo, observou-se que as
interagdes eletrostaticas sdo preponderantes na nucleagdo de proteinas € que a resisténcia a

nucleacdo diminui exponencialmente com o aumento da carga superficial das proteinas.

Palavras-chave: tempo de indugdo, insuling, lisozima, nucleagdo, crescimento,
solubilidade.



ABSTRACT

The crystallization of proteins has been traditionally applied as an auxiliary
technigue to crystaliographic studies, and is ofien referred as an art more than a science.
Crystallization as an operation of recovery and purification of bioproducts (RPB) has been
underused mainly because of the lack of kinetic and thermodynamic parameters that allow
the adequate design of industrial processes. Therefore, the induction time, defined as the
period of time elapsed since the establishment of supersaturation until the appearing and
growth to a detectable size of nuclei, is an easily obtainable parameter and allows to infer
nucleation kinetics and interfacial tension, when it is measured in different temperatures

and supersaturation degrees.

The present work presents induction time measurements by absorbance n 320 nm
of porcine insulin and hen egg white lysozyme, the results of dissolution assays of these
proteins in different pH and temperature levels, from which were determined the solubility
and the heat of dissolution. The induction time measurements in different concentration
allowed inferring the influence of pH in the nucleation kinetics and in the imterfacial

tension.

From dissolution assays, it could be observed protein polymorphism — which was
confirmed by X-ray analyses. Moreover, it was determined that insulin has retrograde
solubility, besides insulin growth kinetics. It was observed from induction time
measurements that the electrostatic interactions are preponderant in protein nucleation and

that the resistance to nucleation decreases exponentially as the surface charge of proteins

increases.

Key-words: induction time, insulin, lysozyme, nucleation, crystal growth, solubility.
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NOMENCIATURA
Latinas

a: atividade do soluto;

a*: atividade de equilibrio do soluto no sistema;

as: fator de forma /3 para esferas;

A: coeficiente linear da equagdo (11);

B: constante que ¢ parte do coeficiente angular da equaco (11) e depende da tensdo
mnterfacial do sistema;

C: concentracdo do soluto no sistema (mg/mL);

C*: concentragdo de equilibrio do soluto no sistema (mg/mL);

D: didmetro da célula unitaria {nm},

D: coeficiente de difusividade (cm?s ou mm?/s);

E.. energia de ativagio da nucleaggo (kJ/mol);

f fator igual a um para a nucleagiio homogénea e menor que 1 para a nucleagio
heterogénea,

g: ordem de crescimento

G taxa de crescimento {mm/s ou cm/s);

J: taxa de nucleagdo (#/(m?-s));

T taxa de nucleaglo estacionaria (#/(m?-s));

kg: constante de Boltzman (1,38-10%° J/K);

kq: coeficiente de transferéncia de massa {cm/s ou mmy/s);

kg: constante de crescimento (cm/s ou mm/s);

kn: ‘constante de nucleagio (#/(m*s));

ky: fator de forma volumétrico;

L: comprimento caracteristico do cristal (um);

m: massa de insulina em solugdo (mg);

n: ordem de nucleagdo;

N: mimero de micleos do sistema;

N, namero de Avogadro (6,022-10% mol™),

P1: probabilidade de que pelo menos um nicleo seja formado no sistema de volume V
dentro de um tempo t;

P,: probabilidade de que uma quantidade detectavel da nova fase seja formada no sistema
dentro de um tempo t;

R: constante geral dos gases (8,3145 J/(mol-K)),

S: supersaturagdo adimensional (C/C*);

t: tempo (s);

T: temperatura absoluta (K);

t*: tempo de indugdo real (s);

tia: tempo de indugdo (s);

tyo: tempo médio para o aparecimento do primeiro nicleo no sistema;

tpx: tempo para o surgimento de um niimero estatisticamente grande de niicleos no sistema;
V: volume do sistema,

Vaaer: vOlume macroscopico da nova fase do sistema.



Gregas

o fragdo especifica da nova fase do sistema (Vipao/ VY,
f3: fator de forma 16n/3 para esferas;

8: espessura da camada limite estagnante {(um);

vs: tensio interfacial (J/m?);

11 viscosidade da solugdo (cP);

v: volume molecular (m?);

pc: densidade do cristal (kg/m®);

o: supersaturagao relativa (C — C*)/C*;

C: potencial zeta (mV).

Xiv
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

11 ESCOPO

O escopo deste trabalho € a aplicagio de principios de Engenharia Quimica no
entendimento de uma operacio para puriﬁcé.gﬁo de biomoléculas. Este trabalho insere-se no
campo da Recuperagio e Purificagio de Bioprodutos (RPB) também conhecida como
Downstream Processing, considerada uma das etapas mais laboriosas e de alto custo em um
bioprocesso, uma vez que numeros elevados de operagdes seqiienciais séo fregiientemente
necessarios até que o nivel de pureza requerido seja atingido. O nivel de pureza a se atingir
¢ estabelecido em funcfio da finalidade da molécula alvo, sendo que maiores niveis de
pureza sdo exigidos no caso de moléculas aplicadas como farmacos. Neste caso, o custo da

RPB no processo produtivo pode atingir até 80% do custo da producio.

Com a crescente geracdo de produtos bioldgicos, decorrente do grande
desenvolvimento da biotecnologia na década de 90, surgin a necessidade do
desenvolvimento de novas tecnologias de RPB, buscando uma maior eficiéncia em termos
de retengio nos custos de processamento associada a uma maior qualidade do produto.
Dentre estas novas tecnologias, a cristalizagio, como uma etapa de refinamento do produto,
¢ uma das mais simples e eficazes operagbes de separaciio e purificacio, podendo

proporcionar alta pureza e estabilidade do produto, em uma tinica etapa.
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1.2. CRISTALIZACAO

Sempre que particulas sdo formadas por cristalizacio em solugdo, dois processos
fundamentais, a nucleacdc e o crescimento de cristais, esto envolvidos, ¢ um bom
entendimento destes fendmenos ¢ essencial para lidar com a tecnologia de cristalizacdo e os

subseqiientes problemas de separagio sélido-liquido.

Esses dois fendmenos que participam da formagio das particulas podem,
simplificadamente, ser associados a duas fases distintas e seqilenciais: uma fase de inducio
envolvendo a formagio de nGcleos, seguida pela fase de crescimento durante a qual
moléculas de soluto adicionais condensam-se na superficie dos nacleos. As particulas entfo
formadas continuam a crescer € aglomerar at€ gue um estado de equilibric seja alcangado.
Para que as moléculas de soluto saiam da solugfio e iniciem a formagio de particulas, a
concentragdo de soluto soltivel deve ser maior que o valor de solubilidade, isto €, a solugio
deve estar em um estado metaestavel, supersaturada com relagio as espécies de soluto.
Como estruturas organizadas com superficies definidas sdo criadas a partir de uma
distribuicao aleat()ri.a dés moléculas em solucdo, nucleacdo e crescimento sdo processos
consumidores de energia. Esse requerimento de energia implica na necessidade da solugio
atingir um dado nivel de supersaturagio para que se formem nucleos e ocorra a
cristalizagdo. A forga motriz para os processos envolvidos na formagio de particulas é a

magnitude da supersaturagio, sendo as cinéticas dos dois processos afetadas diferentemente

pelo grau de supersaturagdo.

A nucleagdo € a geragio espontinea, por associagio molecular ndo-covalente na
fase liquida supersaturada metaestavel, de um agregado (cluster) estavel de tamanho
ultramicroscopico. Inicialmente, tais agregados de moléculas formam-se e aumentam de
tamanho pela adi¢do continuada de moléculas. A medida em que seus tamanhos aumentam,
aumentam seus potenciais quimicos. Muitos dos agregados, que sdo indistinguivels da
solugdo, sdo instaveis e se dissociam. Os agregados mais estivels continuam a crescer até
um tamanho critico para formar nicleos que tém maximo potencial quimico. A taxa de
nucleagio é uma funcio exponencial do grau de supersaturagio e toma-se infinita no

maximo nivel de supersaturacdo. Este méaximo é chamado de himite de supersclubilidade.
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Portanto, poucos nucleos serio formados por unidade de tempo a baixos niveis de
supersatura¢do, enquanto que o numero méximo de nhcleos formados por unidade de

tempo ocorrera no limite de supersolubilidade (Boistelle e Astier, 1988).

Nucleos estdo na fronteira da transi¢iio entre as fases liquida e sdlida. Uma vez
formados, eles agem como centros para deposigio de moléculas de solutos adicionais. Nem
todos os nucleos continuam a crescer; muitos desagregam e as moléculas liberadas podem
entio condensar em nicleos mais estaveis em um processo chamado amadurecimento
(ripening). Agregados cujo tamanho € maior que o do nicleo formam uma fase separada e

continuam a crescer para formar os cristais. O crescimento das particulas continua enguanto

a soluc@o permanecer supersaturada.

O habito cnstalino, ou forma global do cristal, depende de fatores internos as

moléculas (estrutura e ligacBes) e de fatores externos (supersaturagdo e composigio da
solucio} (Boistelle e Astier, 1988).

1.3. CRISTALIZACAO DE PROTEINAS

Mais de 90% de todos os produtos farmacéuticos, como tabletes, aerossois,
capsulas, suspensdes ¢ supositorios contém drogas em forma de particulado geralmente
cristalino (Shekunov e York, 2000).

A cnstalizagdo de proteinas encontra pouco uso como técnica de separagdo e
purificagdo em inddstrias de bioprocessos, apesar dos altos niveis de pureza e dos bons
fatores de separacic obtidos por cnstalizacio. Um dos maiores empecilhos € a falta de
dados cinéticos e termodindmicos requeridos para uma cristalizagio eficiente. A natureza
complexa das moléculas de proteina torna suas cristalizagBes processos dificeis e
desafiantes. Embora haja casos onde a cristalizacfio € usada como uma técnica preparatéria
para obtengdo de proteinas puras, a maior parte dos trabalhos nesta area mira na obtencfo

de grandes cnistais individuais para estudos cristalograficos para determinar suas estruturas
moleculares (Saikumar et al., 1998).
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Segundo Shekunov e York (2000), o comportamento de fase € a cinética de
precipitagic de proteinas farmacéuticas tém, embora geralmente menos definidas e menos
estudadas do que a cristalizacdo de proteinas para estudos estruturais, muitos aspectos

analiticos similares que podem ser aplicados.

Desde a primeira cristalizacBo de proteinas por Hartig em 1855, algumas regras
empiricas e protocolos sdo usados para obter cristais de proteinas. Entretanto, ¢ crescimento
de cristais, segundo escrevem quase todos os autores nesta area, “mantém-se mais Como
uma arte do que como uma ciéncia”. A razio para isso ¢ a natureza heterogénea, complexa
de um sistema de cristalizaciio ¢ o longo tempo (as vezes semanas ou mesmo meses)

requerido para observar o efeito de uma mudanca em um dos parimetros por inspecio
visual (Kam et al., 1978},

Cristais de proteinas tém vantagens definitivas sobre solugbes, solidos amorfos ou
pos cristalinos: as moléculas de proteinas sdo empacotadas de modo mais densc em cristais;
suas densidades sio algumas vezes maiores do que aquelas que podem ser encontradas em
solugbes concentradas; cristais podem ser $ecos, a0 menos em casos favoraveis, sem
quebrar ou sem desdobramentos moleculares; os cristais secos tém altas estabilidades
térmica e mecanica (Ataka e Tanaka, 1986). Apesar da necessidade de adicionar aglicares
para proteger a proteina dos cristais da desnatura¢do durante a desidratacdio, tal como
ocorre para produtos de Liofilizacdo, a quantidade de excipientes necessaria para estabilizar
cristais de proteinas (1:5) € bem menor que a necessaria para péds amorfos (20:1) (Shenoy et
al., 2001)

Uma proteina ndo tem de ser “100% pura” com relagdo a outras proteinas para
cristalizar. Em alguns casos, proteinas podem ser purificadas por recristalizagdes
seqiienciais. Ha casos em que proteinas sio cristalizadas a partir de uma solugido com 70%
de pureza. No entanto, mnpurezas — outras proteinas — podem inibir a cristalizagfo e, por
isso, € recomendavel partir de uma solugdo com pelo menos 90% de pureza para realizar a
cristalizacdo (Littlechild, 1991). Como exemplo, a cristaliza¢io de ovalbumina a partir de
uma solugdo de concentracio de 86% em massa resultou em cristais de ovalbumina com
pureza de 99,4% em massa (Judge et al., 1995). Judge et al. (1998), estudando o efeito de

impurezas proté€icas no crescimento cristalino de lisozima, observaram que a medida da
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solubilidade da lisozima n@o ¢ afetada pela presenca de outras proteinas, que avidina (até
3%), ovalbumina (até 50%) e conalbumina (menos de 30%) ndo tém efeito na cinética de
crescimente da lisozima, € que a conalbumina em concentra¢les acima de 30% afeta o
crescimentc da face [110] do cristal de lisozima. Os cristais de lisozima obtidos tinham
pureza de até 99,9%. No entanto, os autores citam outros trabathos, nos quais a
cristalizacio foi realizada na presenca de impurezas sem semeadura, o que resultou em
cristais impuros {at¢ 6% de impureza) e com mas formacBes estruturais, concluindo que a
nucleacdo € a etapa determinante na purificacio de proteinas por cristalizacio.

Pellegrim et al. (1997) criaram um programa computacional para simular a
mucleagdo de proteinas. Eles compararam quantitativamente as estruturas cristalinas dos
ntcleos simulados por modelagem molecular com as quantidades de diferentes tipos de
estruturas cristalinas de um banco de dados de estruturas cristalograficas de proteinas ¢
encontraram propor¢des muito parecidas. Como o programa em nenhum momento levou
em consideragiio condigdes ambientais e obteve bons resultados no que se refere & predigio
de tipos de nucleos formados, os autores concluiram que a nucleagio de proteinas depende

predominantemente de condi¢Bes geométricas (entrapicas).

Algumas caracteristicas das proteinas e de outras macromoléculas biologicas
diferem substancialmente daquelas de moléculas pequenas, o que permite poucas
conclusdes a partir de trabalhos de cristalizagdo de moléculas pequenas. As principais
diferencas sdo: baixa simetria, alto conteido de solvente dos cristais — o que tomna os
cristais de proteinas menos densos ~ e baixas energias de ligagio — que os torna sensiveis a
pequenas mudancas nas condigdes externas. As proteinas tém um grande numero de sitios
potenciais de ligacdc entre si que s#o energeticamente quase t3o favordveis quanto o
pequeno numero de sitios especificos através dos quais um arranjo ordenado (cristal) €

formado. Assim, Inimeros possiveis contatos entre moléculas podem levar a agregagio que

resulta em particulas amorfas e ndo em cristais.

Uma das principais questbes ligadas ao processo de cristalizagio de proteinas esta
relacionado 2 nucleagdo: saber quando e em que condigbes uma entidade cristalina,

ordenada, ou um precipitado amorfo, desordenado, € energeticamente favorecido.
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Os trabalhos que estudam a cristalizagio de proteinas como um processo de
recuperagdo de produto, € ndo como meio para a analise cristalografica (mais abundantes),
sdo poucos, mas ammadores, incluindo patentes sobre cristalizacio na presenca de
contaminantes. Exemplos destes artigos s@io os irabalhos de Schlichtkruli (1956} e
Schlichtkrull e Nonng (1958) que produziram cristais de insulina; de Judge et al. (1995)
que cristalizaram ovalbulmina na presenga de conalbumina e lLisozima; de Judge et al.
(1998) que estudaram o efeito de impurezas protéicas no crescimento de cristais de
lisozima, ¢ o de Jacobsen et al. {1998) no qual se relata a purificacio de lipase de fungos
por meio da cristalizagdo. Outras proteinas cristalizadas na presenca de impurezas, que sdo

apenas citadas por Jacobsen et al. (1998), sc uma celulase e uma glicose isomerase.

1.4. COLOCACAO PO PROBLEMA

_ Como ja foi dito, a maior parte dos trabalhos a respeito da cristalizacio de proteinas
refere-se - & determunag#io da estrutura cristalina ~(Littiechild, ~ 1991).  Ha " i "~ certo
pessimismo entre alguns pesquisadores que estudam a cristalografia de proteinas com
relagdo ao enfoque e aplicagfio da cristalizagdo de proteinas como ciéncia, com pardmetros
bem estabelecidos que permitam, por exemplo, o projeto de cristalizadores. Acredita-se que
um forte componente de empirismo estara sempre presente na predicio dos fenémenos
(Rosenberger, 1986). Por outro lado, Jacobsen et al. (1998) acreditam que os artigos
referentes & cristalizagdo em massa de proteinas, apesar de poucos, sdo uma forte evidéncia

de que esta operacdo unitaria € uma nova op¢éo para a recuperagio de proteinas devido &

diversidade de moléculas ja cristalizadas com sucesso.

Esta ¢ a principal motivagio deste trabalho: a atual dificuldade de entendimento e
projeto de tais sistemas de cristalizacio (devido & complexidade dos fendmenos e caréncia
de trabalhos voltados para processos de larga escala) em paralelo aos indicadores do

potencial de sucesso 0 que fornece um amplo campo a ser explorado em pesquisa.

O projeto de sistemas de cristalizacio em massa, como ¢ de outras operacdes

unitérias, baseia-se em parametros cinéticos e termodindmicos, Dentre os pardmetros de
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relevancia visando a quantificacio e entendimento da nucleagdo esta o tempo de indugfo
{tempo decorrido entre o estabelecimento da supersaturacfio e a detecgfio da formacgdo de
nhcleos estavels), pois ele permite estimar parimetros termodindmicos e cinéticos de

nucleaclio. Seu uso para sistemas de sais e moléculas orgnicas pequenas ja ¢ praticado hé

bastante tempo (Calmanovici, 1994).

A literatura tem reportado valores de tempo de indugiio de proteinas (principalmente
para a lisozima) ou de aminoacidos, mas nestes trabalhos nfio se enfatiza a aplicacio desses
dados, pois, em geral, tais trabalhos concentram-se na apresentacio de uma técnica de
monitoramento de solugdes (Berglund e LeCaptain, 1999), ou citam a cristalizagio como

importante para a analise cristalografica (Haas e Drenth, 1999).

Portanto, a determinagic do tempo de indug@io para diferentes proteinas pode
propiciar um maior conhecimento sobre o processo de cristalizacdo destas moléculas. A
compara¢do com sistemas mais simples (sais ¢ moléculas orglnicas pequenas) e a possivel
correlagdo de tendéncias de comportamento com propriedades das proteinas sfo estratégias

que podem contribuir para mudar o balanco entre empirismo e predicdo no projeto de

cristalizadores de proteinas.

1.5. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho € a determinagiio do efeito da temperatura, do pH e da
concentracio de proteina (fatores que determinam a supersaturacdo) no tempo de indugdo
da insulina suina e da lisozima, de modo a estimar par@metros cinéticos e termodinidmicos

(energia de ativaglo de nucleagfio, tensfo interfacial e calor de cristalizagfo) necessarios no

projeto de sistemas de cristalizagdo dessas proteinas.
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1.6. ETAPAS DESENVOLVIDAS

Nesta dissertag@o, o trabalho fo! estruturado da maneira seguinte:

Foram determinadas experimentalmente as solubilidades da insulina suina em
alguns valores de pH e temperatura. O mesmo foi feito para a lisozima, para a qual tambem

se utilizou dados de literatura.

Os valores de solubilidade permitiram calcular o grau de supersaturagéio das
solugdes protéicas, o que ¢ essencial para estudos de cristalizagio. Os ensaios de
determinacio da solubilidade também permitiram que se observasse um certo
comportamento polimérfico da insulina e da lisozima, e que se estimasse uma taxa de

crescimento dos cristais das proteinas controlada pela difus3o.

Conhecendo a solubilidade e, conseqitentemente, o grau de supersaturagdo das
solugBes protéicas, mediu-se a variagdo do tempo de indugdo da insulina e da lisozima com
a concentracio (supersaturagdo) a temperatura constante em dois valores de pH, e &
variagio do tempo de indugio com a temperatura mantendo a supersaturagio constante em
um dado valor de pH. Estes ensaios permitiram que se calculassem as taxas de nucleagdo
primaria e as tensdes interfaciais. Verificou-se a influéncia das interagQes eletrostaticas na

nucleacdo e associaram-se as tensdes interfaciais com o potencial zeta das proteinas.

msmmlsom

| Compoertamento
Folimorfico

varac ﬁﬁ Ugf Tempo de Tndua u! =

Fe P .

absorbancia P 3 Cinética de | wcilise
/\ e | — G

Cmetica de Tensao —
Nucleagdo | | Interfacial

Figura 1: Representagio esquematizada da maneira como se desenvolveu a dissertacdo.
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CAPITULO 2

REVISAO DA LITERATURA

2.1. TEMPO DE INDUCAO

Uma defim¢3o importante no estudo da cinética de nucleagdo priméria € o limite de
metaestabilidade. A potencialidade de perceber estados metaestaveis termodinamicamente
¢ caracteristica de transi¢Bes de fase de primeira ordem (como a cristalizagdo). Ao
supersaturar a fase de origem, um certo tempo (ou periodo} de indugio 7,; pode decorrer
antes de uma quantidade apreciével da nova fase ser formada. Este tempo ¢ uma medida da
habilidade do sistema permanecer em equilibrio metaestavel e pode, portanto, ser usada
para determinar o limite de metaestabilidade da fase de origem, isto ¢, a supersaturagdo
critica (ou maxima) abaixo da qual esta fase pode permanecer sem perder sua

metaestabilidade e sem nenhum produto formado.

Para a determinacio tebrica do tempo de induc#o, at€ agora, dois caminhos tém sido
usados. O primeiro € baseado na assungio de que o aparecimento do primeiro nicleo € o
evento que faz o sistema sair do seu equilibrio metaestével. Neste caso, pode-se falar de um
mecanismo mononuclear (MN) de perda da metaestabilidade. O segundo caminho conta
com a presungdo de que a formagido de um nimero estatisticamente grande de nicleos € o
crescimento destes a tamanhos detectiveis sdo responsiveis pela quebra do equilibrio
metaestavel. Analogamente, pode-se falar que nesse caso a metaestabilidade é perdida por

um mecanismo polinuclear (PN). Embora ambos os caminhos MN e PN estejam corretos,
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eles levam a diferentes expressdes para g, ja que descrevem dois casos limites da

nucleagio que podem ser encontrados na pratica (van Rosmalen e Witkamp, 1992).

Segundo esses autores, a probabilidade P, de que pelo menos um nucleo seja
formado no sistema de volume J dentro de um tempo 7 dada uma taxa de nucleacio

estacionaria {(independente do tempo) /.., € da forma:

P =1-exp(-J,, -V 1) (1)

e o tempo medio ?,, = jt -dP, () para o aparecimento do primeiro nicleo €, portanto, dado
0

por:

1
T = 2
w =Ty 2)

Desde que € postulado que o sistema perde sua metaestabilidade bem no momento do
aparecimento do primeiro nicleo (abordagem mononuclear), o tempo de indugdo, tempo

para a formac8o da nova fase, coincide com tyy € € expresso por:

zlimz’ = (3)

Da defini¢do da taxa de nucleagdo primaria:

=22 @,

onde J € a taxa de nucleago primana, N a quantidade de nicleos existentes e ¢ o tempo, ¢

da equagdo (3), o tempo de indugdo pode ser expresso como:

O mecanismo PN ¢ o mecanismo que estd em vigor no extremo oposto, ou seja,

quando mais nicleos t€m tempo de serem formados enquanto o primeiro niicleo cresce a
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um tamanho detectavel. A probabihidade P, de que uma quantidade detectavel da nova fase

seja formada no sistema dentro de um tempo t € da forma:
Brtj=1-epl-a,-J, G-t} (©

onde G € a taxa de crescimento e ¢4 € um fator de forma numérico que €, por exempio,

igual a n/3 para esferas.

Desde que os dados experimentais de #,s s3o obtidos por técnicas sensiveis &
presenga de um certo volume macroscopico Ve <V da nova fase, 4,z pode ser definido
como o tempo necessario para a formagdo desse volume que € uma fragdo especifica «
igual 8 Ve’V de V. Entlo, da definigdo do tempo de indugfo, o volume da nova fase
Voovalting) € 1gual & Ve € pode ser apresentado na forma Poff) = «. Isto posto, da equagio

(6), segue que:

desde que a << I (ou seja, In(1 - o) = ).

Para casos intermediarios, quando alguns nicleos (nio um nem uma quantidade

grande estatisticamente) levam ao desarranjo da metaestabilidade, o tempo de indugfio deve

Ser expresso comol

1/4

1 o
RS NS .- + (8)
R [(a4-Jm-GS)J

Das equagdes (5), (7) e (B), pode-se obter a taxa de nucleacfio primaria J a partir da

medida do tempo de induco. E uma pratica comum descrever a taxa de nucleagdo primaria

como funco da supersaturacio ¢ da temperatura por uma le1 de poténcias:
J=k,-c" )]

onde o é a definicdo supersaturacédo relativa o = (C -C*)/C*, C ¢ a concentragio do soluto,

C* ¢ a concentragio de equilibrio naquelas condigdes € kv uma constante de nucleagéo que

varia com a temperatura segundo a equacdo de Arrhenius:
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by =k exp@;?;—,} (10)

onde E., é a energia de ativagio da nucleagfio, R € a constante geral dos gases ¢ 7 a

temperatura absoluta em Kelvin.

Portanto, medindo o tempo de indugdo em diferentes supersaturacdes € em
diferentes temperaturas, pede-se descrever completamente 2 cinética de nucleaco primaria.
Se for valido o mecanismo mononuclear de perda da metaestabilidade, pode-se, a partir das
expressdes das cinéticas de nucleagiio homogénea e heterogénea e da relagfo entre a tensdo
interfacial envolvida na formagio de um nicleo heterogéneo ywme: € a tensio interfacial
envolvida na formagdo de um nlcleo homogéneo Youome, da forma Ysrer = f¥snome, determinar

a tensfo superficial do sistema:

B

log(t, )= A+——n—0r

og(t,) +2,,3‘(10g8)2 (1
By VN | .

5 (2.3RY (12)

onde f é um fator de forma (16m/3 para esferas), ys € a tensfo superficial, v é o volume
molecular, N; ¢ o mimero de Avogadro, R ¢ a constante dos gases e fum fator (igual a 1
para a nucleagdo homogénea ¢ menor que 1 para a nucleagdo heterogénea). § ¢ a
supersaturagdo adimensional S=C/C*=o +1. Fazendo o grafico de log(fna) versus
1/(logS)* para uma faixa suficientemente larga de supersaturagdes, pode-se determinar

quando a nucleagdo ¢ homogénea e quando a nucleaciio € heterogénea (Lancia et al., 1999).

Pode-se obter equacgdes semelhantes & equagio (11) para os mecanismos polinuclear
e intermediario de perda da metaestabilidade desde que haja — por hipdtese ou
determinagdo experimental — uma equag@o para a velocidade de crescimento do tipo da

equacdo (9).
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2.2. METODOS DE DETERMINACAO DO TEMPO DE INDUCAO

Como foi apresentado no item anterior, um pardmetro importante no que concerne a
cinética de nucleagdo de cristais é o tempo que decorre entre o estabelecimento da
supersaturacdo e a formagdo de nucleos criticos, ou embrides (grupos de moleculas
liviemente agregadas que tém a mesma probabilidade de crescer para se tornarem cristais
ou se dissolverem para desaparecer na solugdo). Esse tempo, definido como ‘tempo de
indugdo real’ (1*), depende fundamentalmente da temperatura e supersaturacdo do sistema
(Boistelle e Astier, 1988).

Entretanto, #* ndo pode ser experimentalmente medido, pois ndo € possivel detectar
a formacgdo de nicleos criticos; portanto, a fim de realizar as medidas, € necessario deixar
tais micleos crescerem até alcangarem um tamanho detectavel. Conseqientemente, so €
possivel avaliar um tempo designado simplesmente como ‘tempo de indugfo’ (74), sendo
este f, maior que t* definido como o tempo decorrido entre o estabelecimento da
supersaturagdo e as primeiras mudangas detectaveis nas propriedades fisicas do sistema
devido a formacdo de uma fase solida. Deve ser observado que o tempo de indugdo ndo
pode ser considerado uma propriedade fundamental do sistema uma vez que o seu valor
depende da técnica empregada para detectar a formagdo da fase solida. No entanto, uma
analise dos valores de tempo de indugdo determinados experimentalmente pode auxiliar na
compreensdo dos mecanismos de formagdo da fase solida e do processo de crescimento que

leva os nicleos criticos a cristais (Lancia et al., 1999).

O método mais simples para determinagdo do tempo de indugdo € a observagdo
visual da formag@io de nicleos, com auxilio, ou ndo, de instrumentos opticos. Ataka e
Tanaka (1986) descrevem a observagio da formacio de cristais de lisozima com o auxilio
de uma lente com aumento de cinco vezes. Segundo os autores, devido a diferenca entre os
indices de refracdo dos cristais e da solugdo, é relativamente facil detectar cristais quando
estes alcan¢am o tamanho de 50 pum; no entanto, particulas deste tamanho ndo podem mais
ser considerado micleo. Portanto, é muito provavel que este método de determinagdo do
tempo de indugdo pode levar a diferengas muito grandes entre o tempo de indugio e o

tempo de indugdo real, mas néo impede a observagio da variagio do tempo de indugdo com
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a temperatura € com a supersaturagio para a determinagdo dos par@metros cinéticos da

nucleagio.

QOutros meétodos de determinaglo do tempo de indugio baseiam-se nas mudangas
provocadas na solugdio pelo inicio da nucleagdo. Rosenberger (1986) descreve a brusca
diminuicio dos valores de supersaturacio gue ocorrem no tempo de inducfio. Portanto,
qualquer método que permita detectar & variagfo da concentraco de uma solugio de
proteina ao longo do tempo pode, a principio ser usado para a determinacfio do tempo de
indugio. Como exemplo, a medida da absorbincia de radiacfio ultravioleta a 280 nm

permite o acompanhamento da variago de concentragdo de uma solucio de proteina (Judge
et al., 1995).

O método do espalhamento de luz (light scattering) foi utilizado pioneiramente por
Kam et al. (1978) para distinguir entre a formacfo de nicleos tridimensionais e agregados
amorfos. Lancia et al. (1999) descrevem a utilizagio do espalhamento de luz para
determinacdc do tempo de inducio do sulfato de célcio. Outros autores utilizam o
..espalbamento. de luz para o estude do monitoramento de cristalizaclio. de solugBes de

proteinas (Littke et al., 1991, Giegé et al., 1991; Bishop et al., 1992).

A detecc¢do do aparecimento de material particulado por disperso de radiaggo a 320
nm através do aparente aumento da absor¢io da solugdo conforme descrito por Gehle ¢
Schiiger! (1984) pode também permitir a determinagdo do %,2. Wilson et al. (2001),
baseados neste principio, utilizaram a absorbéncia em 350 nm para detecgio do tempo de
indugdio da lisozima. Outra técnica possivel € a microscopia eletrénica, que pode ser
utilizada para o acompanhamento da formacfio de nucleos: Michinomae et al. (1998)
descreve o acompanhamento do processo inicial de crescimento de cristais de lisozima.
Berghund e LeCaptain {1999) descrevem a aplicabilidade da medigdo do tempo de indugiio
por “gera¢dio de segundo harmdnico’. A ressondncia magnética nuclear foi utilizada para
determinagio do tempo de inducgio para a lisozima (Haas e Drenth, 1999). O uso da
fluorescéncia também ja foi descrito (Crosio e Julien, 1992). Neste caso, ¢ método ¢é restrito

as proteinas que fluorescem naturalmente.
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2.3. CARACTERISTICAS DA INSULINA E DA LISOZIMA
PERTINENTES A CRISTALIZACAO

2.3.1, Insulina

A msulina (Figura 2) ¢ um horménio pancreatico envolvido na regulacio da
concentracio de glicose sangiiinea, assim como tem imporiAncia no metabolismo de
proteinas e lipideos. A insulina é produzida pelas células beta das ifhotas de Langerhans do
péncreas € consiste de duas cadeias de aminoacidos — A e B — ligadas por duas pontes de
dissulfeto. Insulinas produzidas por espécies diferentes t8m a mesma estruturs basica, mas
diferentes seqiiéncias de aminocacidos nas cadeias. A insulina suina (formula
CoseHzrNgsO7s36, com massa molecular de 5777,6 Da) difere da insulina humana (formula
CasiHzNgsO778s, com massa molecular de 5807,7 Da) em apenas um aminoicido na

cadeia B (Martindale, 1993). O ponto isoelétrico (pi) da insulina € 5,5.

Uma populagio predominante de hexdmeros de moléculas de insulina (Figura 3) é
caracteristica de solugbes de insulina em faixas neutras e moderadamente alcalinas de pH
desde que zinco ou certos outros cations divalentes estejam presentes (Schlichtkrull, 1956).
Com aumento do pH acima de 8,0, a dissociagio desses hexAmeros torna-se predominante
mesmo na presenca de altos contetidos de zinco (Blundell etal., 1972). Segundo Kadima et
al. {1993), a valores de pH mais baixos e concentragBes salinas mais altas {(pH 7,5, 100 mM
de NaCl, 12 mg/mL de insulina livre de zinco), a massa molecular média em solugiio é
proxima a do hexdmero, e a valores de pH mais altos e concentragdes de sal mais baixas
(pH 10,5, 10 mM de NaCl, 1,9 mg/mL de insulina livre de zinco) a massa molar média é
préxima & do mondmero. Além disso, os raios hidrodindmicos dos mondmeros, dimeros,
tetrdmeros e hexAmeros das insulinas com zinco e sem zinco praticamente coincidem (sio

coincidentes também com a estimativa por volumes de van der Waals).

E razoavelmente certo que o hexfmero encontrado nos cristais é o mesmo que é
observado em solugdes de insulina zincica. Hexdmeros de insulina sdo complexos zinco-
imidazol com todos os grupos de acidos carboxilicos e grupos amina livres para titulagio,
muito compactos com aspecto geral de um esferdide oblato com didmetro de cerca de 50 A

& altura de cerca de 35 A (Blundeli et al., 1972).
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Figura 2: Molécula de insulina ligada a dois atomos de zinco (Blundell et al, 1972). Na
representagio da estrutura, a diferenca de cores se deve a estrutura secundaria. Alfas hélices

sdo magenta, placas beta s3o amarelas, e outros residuos sio brancos.

A cristalizacdo de insulina é conhecida ha muitos anos e tem sido usada em sua
purificacio desde entdo. Schlichtkrull {1956) cita a primetra cristalizacdo de mnsulina ferta
por Abel em 1926 e a primeira cristalizacio de insulina com zinco em 1929 por Hartig. Em
seu trabalho, Schlichtkrull {1956) descreve a cristalizacio de msulina suina e bovina em
tampdo citrato pH 6,0 na presenga de acetona, na qual pdde observar cristais pequenos {5 a
10 pm). Os cristais de msulina suina eram romboédricos, enquanto que os cristais de
insuling bovina tinham a forma de estrela. Isso é um indicio de que a supersaturagio era
maior para a insulina bovina e, portanto, a solubilidade da insulina suina ¢ maior que a
solubilidade da msulina bovina. Utilizando uma soluc¢io supersaturada de insulina bovina
de concentracio inicial 2,42 mg/ml. em tampdo acetato 0,1M, pH 5.5, com 7% de NaCl,
Schiichtkrull determinou uma concentracdo de msulina em solucio 1gual a 0,085 mg/mL
(1957).
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Figura 3. Representagio do hexdmero de insulina zincica, que constitui a unidade de
crescimento dos cristais de insulina (Blundell et al,, 1972). Na representacio da estrutura, a
diferenga de cores se deve a estrutura secundaria. Alfas hélices sfio magenta, placas beta

sio amarelas, e outros residuos sdo brancos.

2.3.2, Lisozima

A lisozima (Figura 4) € uma enzima de massa molecular igual a 14400 Da e pl igual
a 11,1 encontrada na lagnima, secre¢fio nasal, saliva, baco, e leucdcitos. A habilidade desta
enzima de hidrolisar as ligacGes glicosidicas de oligossacarideos da parede celular de certas
bactérias pode causar 2 lise de organismos suscetiveis. A lisozima esta presente em grandes
guantidades nos ovos de muitos passarcs, onde presumivelmente desempenham um

importante papel na defesa do embrifo contra infecgio bacteriana (Smith et al, 1985). A
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hisozima de clara de ovo de galinha € a proteina mais usada em estudos de cristalizacio de
macromoléculas (Pusey et al., 2001). No entanto, alguns autores contestam a eficicia da
lisozima como proteina modelo de cristalizagio. Chayen e Saridakis (2001) nfio obtiveram
para outras proteinas ¢ mesmo desempenho da lisozima, ao estudarem a nucleagio
heterogénea de proteinas. Rosenberger et al. (1996) também contestam os resultados de
ensaios cristalizacdo obtidos com a lisozima alegando que a pureza da proteina na maior
parte dos ensaios realizados (95%}) e a afimidade da lisozima na associagiio com outras

proteinas mascaram os resultados obtidos.

Ao contrario da insulina, a lisozima tem os grupos carregados bem distribuidos
sobre a superficie da molécula. Por isso, o potencial dos grupos hidrofébicos para a
formagio de oligdmeros ¢ substancialmente reduzido. Estudos de crescimento cristalino de
resolugdo molecular também sugerem que a unidade de crescimento ¢ uma moleécula

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

Figura 4. Molécula de lisozima de clara de ove de galinha (Diamond, 1974) Na
representacio da estrutura, a diferenga de cores se deve a estrutura secundéria. Alfas hélices

sdo magenta, placas beta sfo amarelas, e outros residuos sdo brancos.
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CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

3.1.1. Reagentes

A insulina suina com pureza de 96,57% (segundo andlise por HPLC) foi
gentilmente doada peia Biobras, Brasil. A lisozima de clara de ovo de galinha tem pureza
de 99% e foi obtida da Sigma, EUA. Agua ultra-pura foi obtida com a utilizagio do
aparelho Milli-Q da Millipore, EUA. Acetato de sodio anidro foi obtido da Merck,
Alemanha, o cloreto de sodio grau reagente da Labsynth Produtos para Laboratério, Brasil,
o acido acético glacial da Ecibra Reagentes Analiticos, Brasil.

3.1.2. Principais Equipamentos

Um espectrofotdmetro Beckman modelo DU650 (EUA) foi utilizado para medir a
concentracio de proteina nas solucdes preparadas. O espectrofotdmetro também foi usado
para medir o tempo de indugfo de solugbes supersaturadas de proteinas, por meio da
variagio da absorbancia em 320 nm. Durante esses ensaios, a temperatura era mantida
constante com auxilio de um banho termostatizado Tecnal T-2000 (Brasil). Para que fosse
feita a caracterizacio das proteinas utilizadas (insulina e lisozima) um difratdémetro
Shimadzu XRD-6000 mediu a cristalinidade e as eventuais diferengas de estrutura de uma
mesma proteina submetida a diferentes condigbes; um analisador de tamanho de particulas

Coulter L8230 mediu a distribuicio de tamanho de particulas da amostra original de
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insufina, o Malvern Zetasizer S mediu o potencial zeta da insulina e da lisozima em

diferentes niveis de pH; um analisador de imagens Leica auxiliou na determinac@o do fator

de forma das particulas de insulina.

3.2. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
3.2.1. Determinacdo de Proteina

A concentragio de proteina total foi determinada por medida de absorgio de
radiagdo a 280 ¢ 320 nm e a diferenca entre as medidas foi usada no calculo da

concentracdo para evitar erros devido & turbidez da solucfio como proposto por Gehle ¢
Schigerl (1984).

3.2.2. Determinacdo da solubilidade por dissolucdo em agitagdo reciproca

Em um frasco Erlenmeyer de 250 mL., foram colocados em contato os 100 mL de
tampdo tampio acetato 0,1 M pH 5,5 (com 'f"%”éé”Na(Zl) e 450 mg de msulma .suina,
formando assim uma suspensdoc de concentragdo inmicial 4,5 mg/ml. A suspensic foi
agitada em um banho de agitag@o reciproca de temperatura controlada (25°C). De tempos
em tempos, uma amostra de 1,0 mL era coletada, centrifugada (1.500g, 3 min) e a
absorbincia do sobrenadante era medida. O tempo registrado (neste e em todos os ensaios
semelhantes a este) era o tempo quando se fazia a coleta, antes da centrifugacio. A hipOtese
implicita neste casc € que a centrifugacdo separa quase imediatamente as fases liquida e

solida interrompendo a transferéncia de massa.

3.2.3. Determinacdo da solubilidade por dissolugio em agitacdo por tombamento:

Em frascos do tipo Eppendorf, foram colocados de 4,0 a 7,0 mg de proteina e 1,0
mL de tampdo acetato pH 5,5 0,IM (com 7% de NaCl) para os ensaios com insulina, e de
18 a 22 mg de proteina além de cinco esferas de vidro (didmetro + 2 mm) e 1,6 mL de
tampdo acetato pH 3,5 0,05 M (com 10% de NaCl) para os ensaios com lisozima. Os

frascos foram agitados por tombamento (a uma rotacdio de cerca de 12,5 rpm com um
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didmetro de rotor de 20 cm) em um ambiente de temperatura controlada. De tempos em
tempos, dois ou trés frascos eram retirados, centrifugados (a 5.300g por 5 min para a

insulina e a 1.400g por 4 min para a lisozima) e tinham seus sobrenadantes coletados e,

destes, a absorbancia foi medida.

3.2.4. Determinacdo da solubilidade dissolucdo em agitacio por barre magnética

Em um frasco Erlenmeyer de 50 mL, foram misturados 150 mg de insulina suina e
50 mL de solugdo de acetato 0,1M (com 7% de NaCl) -- em uma suspensio de concentragio
inicial 3,0 mg/mL. A suspensioc foi agitada magneticamente em um banho a temperatura
controlada igual a 25°C. De tempos em tempos, uma amostra de 1,0 mL era coletada,

centrifugada (7650g, 4 a 10 min) e a absorbéncia do sobrenadante era medida.

3.2.5. Verificacdo da desnaturacdo da insulina suina por fibrilagio

Utilizando o tampfo acetato 0,1M pH 5,50 {com 7% de NaCl), adicionou-se 16,5
mi. (volume Util}) em um twbo de vidro, com tampa de vidro, com 15 esferas de vidro
(didmetro + 2 mm) para promover a agita¢do. A quantidade de insulina era 50 mg ¢ como o
volume do tubo era todo ocupado eliminaram-se quaisquer superficies hidrofébicas (o
agitador de teflon, ou as paredes de polietilenc dos frascos Eppendorf) e, portanto, foram
praticamente eliminadas as possibilidades de fibrilagdo. Néo foi possivel eliminar todo ar
do sistema, pois ao adicionar a insulina, adiciona-se também ar incluso ¢ ocluso nas

particulas de insulina e dissolvido no tamp@o. No entanto, a quantidade de ar era minima.

3.2.6. Verificacdo do comportamento polimorfico da insulina suina

Em um frasco Erlenmeyer de 50 mL, foram misturados 150 mg de insulina suina e
50 mL de solugiio de acetato 0,1 M (com 7% de NaCl) (suspensdo de concentraggo inicial
3,0 mg/mlL). A suspensio foi agitada magneticamente em um banho a temperatura
controlada igual a 25°C por 24 horas, foi filtrada e o sdlido retido foi seco a temperatura
ambiente por uma noite. Este solido resultante foi utilizado em um ensaio de determinagio

da solubilidade da insulina suina por dissolu¢io em agitagdo por barra magnética.
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3.2.7. Verificacdo do comportamento poiimorfico da lisozima

Em um tubo de ensaio, foram misturados 200 mg de lisozima e 10 mL de solugfo de
acetato 0,05 M {com 10% de NaCl) (suspens@o de concentragfo inicial 20 mg/mb) A
suspensdo foi agitada por tombamento & temperatura ambiente por 48 horas, foi filtrada e o
solido retido foi seco a temperatura ambiente por uma noite. Este solido resultante foi
utilizado em um ensaio de determinagfo da solubilidade -da lisozima por dissolugio em

agitacdo por tombamento.

3.2.8 Medida do tempe de indugdo por absorbidncia de UV

Em uma cubeta de quartzo de 3,0 mlL mantida no espectrofotémetro a temperatura
constante por circulacio de agua proveniente de um banho termostatizado, adicionava-se
uma solucdo de insulina suina de concentragdo conhecida em solucdo 0,1 M de acetato de
sodio pH 10,0 com 7% de cloreto de sodio (m/v) e completava-se o volume com solugo
0,1 M de acido acético com 7% de cloreto de sddio (m/v) de modo que a solugio resultante
- tivesse volume de 2.0 mL e pH de 659 ou 5,50 & 4 concentracio de insulina estivesse
acima da saturagio, ou adicionava-se 1,0 mL de uma solugo de lisozima de concentrago
conhecida em tampdo 0,05 M de acetato de sddio (pH 3,5 cu 4,0) e completava-se o
volume com solug@o 0,1 M de tampao 0,05 M de acetato de sédio (pH 3,5 ou 4,0) com 20%
de cloreto de sodio (m/v) de modo que a solugdo resultante tivesse volume de 2,0 mL, pH
de 3,5 ou 4,0, 10% de cloreto de sodio (m/v) e a concentragdo de lisozima estivesse acima
da saturagio. Mediu-se a variacdo da absorbincia em 320 nm ao longo do tempo.
Considerou-se o tempo de inducio o instante a partir do qual ha um aumento abrupto na
oscilagio ou uma mudanga no comportamento da absorbancia. O modelo de
espectrofotdmetro utilizado permite a medida simultinea de até 6 solugBes {em 6 cubetas
diferentes). Foram medidas trés solugdes simultaneamente, de modo a ter no fim de cada
ensaio uma triplicata com valor de tempo de indugdo médio e o respectivo desvio-padréo

das medidas.
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3.3 PROCEDIMENTO ANALITICO

3.3.1. Andlise de difracdo de raios-X das proteinas originais e processadas

As anédlises de difragio de raios-X foram realizadas na Divisfo de Metalurgia do
Instituto de Pesquisas Tecnologicas do Estado de S#c Paulo, utilizando radiacio CuKo,
tensdo e correntes de varredura de 40 kV e 30 mA, respectivamente, e rotagio do corpo de

prova de 20 rpm. Os dngulos (28) foram variados de 5 a 60°.

3.3.2. Determinacdo do potencial zeta das proteinas

Foram medidos os potenciais zeta de suspensdes de insulina e lisozima em solugio
de 0,001 M de cloreto de sédio em diferentes niveis de pH. O Zetamaster S opera
detectando a luz espalhada de uma suspensio de particulas (usualmente na faixa de
tamanhos de 5 nm a 5000 nm, ou mais) e interpreta o espectro para extrair uma medida da
velocidade das particulas na direcio de um campo elétrico aplicado. Esta velocidade
provém da presenca de uma carga nas particulas individuais. Geralmente, pretende-se
manter o sinal espalhado como menos de 10% do signal do feixe de referéncia. Assim,
medindo o potencial zeta em uma solugio salina de 0,001 M, deve-se manter a
concentragio da suspensio entre 2000 e 3000 Kcps. A taxa de contagem (Kcps, ou milhares
de fotons detectados por segundo durante o periodo da medida) pode ser usada como
indicacdo da concentragdo da amostra, para uma dada amostra, uma vez que ha prévia

calibragio com o solvente limpido.
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. DETERMINACAO DE SOLUBILIDADE
4.1.1. A dissolucdo da insulina e o indicio de comportamento polimdrfico

Os dados de solubilidade de insulina existentes na literatura sfo muito escassos
(Fredericq e Neurath, 1950, Schlichtkrull, 1956), e estes dados so necessarios para calcular
a supersaturagdo de um sistema e, conseqiientemente, obter as cinéticas envolvidas no
processo de cristalizagdo (nucleacio e crescimento). O método utilizado para a
determinaco da solubilidade da insulina foi a dissohi¢io de uma suspensio da proteina no
sistema solvente acetato 0,1M com 7% de NaCl a 25°C agitada através do uso de barra
magnética em ambiente de temperatura controlada. Foram feitos ensaios em trés niveis de
pH a temperatura constante igual a 25°C (Figuras 5, 6, 7 e 8), ¢ em trés temperaturas
diferentes mantendo pH constante igual a 5,5 (Figura 9). Como n3o se conhecia o tempo
necessario para que se alcangasse o equilibrio, acompanhou-se a dissolugdo ao longo do
tempo. Foram consideradas como medidas da solubilidade as médias dos ultimos valores

dos patamares. O erro da medida € o desvio-padrio desses pontos.

Foram escolhidos os valores de pH 3,0, pH 5,5 e pH 7,0 para avaliar a possivel
influéncia da carga liquida superficial da molécula e das diferentes formas em que a

insulina se associa na solubilidade: em pH 3,0 a insulina em solugio estd positivamente
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carregada e predominantemente sob a forma de mondmeros e dimeros, em pH 3,5 (o ponto
isoelétrico) a carga superficial liquida € nula e em pH 7.0 a molécula em solucgio esta
negativamente carregada e quase toda sob a forma de hexmeros (Blundell et al., 1972). No
entanto, em pH 3,0 e pH 7.0 o sistema solvente (acetato 0,1 M com 7% de NaCl} ndo ¢
tamponante. Ent#o, foi necessario que se verificasse a variagio do pH durante a dissolucio.
Os resuliados mostraram que o pH varia rapidamente em poucos minutos ¢ depois se
mantém estavel e, por conseguinte, o pH final da suspensfo ¢ i1gual ao pH de dissolugio.
No entanto, a vanacio do pH no inicio da dissolugiio poderia ter mascarade ou alterado 2a
percepgdo de alguns fendmenos que sio discutidos mais adiante. Foram feitas triplicatas
para cada condicio de pH. A Tabela I lista os resultados dos ensaios, com ¢ valor da

solubilidade da insulina suina no sistema solvente acetato 0,1M com 7% de Na(l 3 25°C

em cada valor de pH estudado.
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Figura 5: Ensaio de dissolugdo da insulina suina em tampdo acetato 0,1 M pH 5,50 (com

7% de NaCl) a 25°C por agitacdo com barra magnética.
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Figura 6 Ensaio de dissolugdo da insulina suina em solugfo acetato 0,1 M pH 3,23 (com

7% de NaCl) a 25°C por agitacdio com barra magnética.
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Figura 7. Ensaio de dissolucio da insulina suina em solugdo acetato 0,1 M pH 6,59 (com

7% de NaCl) a 25°C por agitagfo com barra magnética.




RESULTADOS E DISCUSSAC 28

R
1.5
E
= @
(&3
£ 1.0-
= 2
§ 1 H . s °
=} &3 ® B g
O 0.5-
G.{);r- _ | o fne e .
0 500 1000 1500 2000

Tempo (min)

Figura 8. Efeito do pH na dissolugio da insulina suina em solugfo acetato 0,1 M {com 7%
de NaCl) a 25°C por agitaciio com barra magnética para diferentes valores de pH. O
coeficiente de extingio (determinado experimentalmente) utilizado foi 1,259. Os simbolos

m, ¢, .. correspondem aos valores das diferentes replicatas em valores de pH de 3,23, 5,50

e 6,59, respectivamente.
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Pode-se observar na legenda das Figuras 6 e 7 que nestas estio representadas a
dissolugdo da insulina suina em pH 3,23 (Figura 6) e pH 6,59 (Figura 7). A maneira como
esses valores de pH variou foi estudada em ensaios a4 parte, nos quais repetia-se o
procedimento experimental dos ensaios de dissolugdo medindo continuamente o valor de
pH das suspensdes. Os valores de pH variaram até seus valores em pouce menos de trés
minutos e, a partir de entfio se mantiveram constantes por cerca de duas horas. Em pH 5,50,
ndo ocorreu variacdo do pH, pois o sistema solvente era tamponante. Os fendmenos
ocorridos no inicio da dissolugdo e que poderiam ter suas percepgdes alteradas pela
variagio do pH também ocorreram em pH constante em trés temperaturas diferentes

(Figura 9), o que descarta a variagio do pH como causa — ou causa principal — desses

fendmenos.

Tabela I — Solubilidade da insulina suina em funcido do pH a 25°C em acetato 0,1M
com 7% de NaCl

pH C* (mg/mL)

3,23 0,1209 + 0,0058
5,50 0,6260 + 0,0250
6,59 0,1864 +0,0147

A variago da solubilidade com o pH teve um comportamento oposto ao esperado.
A solubilidade no ponto isoelétrico €, em geral, o menor valor de solubilidade da proteina,
pois no ponto isoelétrico a carga superficial liquida da proteina € nula e ha, portanto, uma
menor resisténcia a aproximagio entre as moléculas. No entanto, em pH 5,50 (ponto

isoelétrico da insulina) observa-se um maximo local de solubilidade.

O efeito da temperatura na solubilidade da insulina também foi estudado (Figura 9).
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Figura 9. Efeito da temperatura na dissolugdo da insulina suina em tampao acetato 0,1 M
pH 5,50 {com 7% de NaCl) por agitagio com barra magnética para diferentes valores de
temperatura. Os coeficientes de extingiio (determinados experimentalmente) utilizados
foram 1,195, 1,259 e 1,139 para 15°C, 25°C e 35°C respectivamente. Os simbolos m, &, &

correspondem as replicatas feitas a 15, 25 e 35°C, respectivamente.
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Segundo Kawashima et al. (1975), a variagio da solubilidade com a temperatura
pode ser expressa por uma equagio do tipo de Arrhenius:

C*:Ce*@xp(———%fmg?n) (13)

onde Co* ¢ a solubilidade no zero absoluto, R ¢ a constante dos gases ¢ AHas € 2 entalpia

de dissolugdo.

Com os dados de solubilidade da insulina a diferentes temperaturas (Tabela II),
pode-se inferir que entalpia de dissolugdo da insulina suina em tampdo acetato 0,1 M pH
5,50 com 7% de Na(l tem um valor igual a 41,6 kI/mol. Pode-se observar que a
solubilidade diminui com a temperatura. Este fato ndo € incomum. Christopher et al. (1998)
mediram a solubilidade de 28 proteinas, das quais 24 mostraram ter solubilidade

dependente da temperatura e, destas, 13 mostraram ter solubilidade retrograda (que diminui

com o aumento da temperatura).

Tabela II — Seolubilidade da insulina suina em funcie da temperatura em tampie
acetato 0,1M pH 5,50 com 7% de Na(l

Temperatura (°C) C* (mg/mL)
15 0,9181 +0,2049
25 0,6260 10,0250
35 0,3013 £ 0,0946

O comportamento da dissolucio em todas as condigbes estudadas apresentou um
aumento rapido da concentracio seguido de uma queda da concentragio até um valor de
equilibrio. Isto sugere que poderia estar ocorrendo uma mudanga da estrutura cristalina, ou

do grau de cristalimdade, da insulina. Para verificar esta hipotese, foram feitos ensaios
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comparando as dissolucdes da insulina original e da insulina processada: agitagio por 24

horas, filtragio e secagem a temperatura ambiente (Figuras 10, 11 e 12).
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Figura 10: Comparacio entre as cinéticas de dissolugdo em tampdo acetato 0,1 M pH 5,50
com 7% de NaCl a 25°C da amostra de insulina suina tal qual e da amostra de insulina

suina processada. Os simbolos m, ®, correspondem as amostras original e processada,

respectivamente.
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Figura 11: Comparagio entre as cinéticas de dissolugdo em tampéo acetato 0,1 M pH 3,23
com 7% de NaCl a 25°C da amostra de insulina suina tal qual ¢ da amostra de insulina

suina processada. Os simbolos m, e, correspondem as amostras onginal e processada,

respectivamente.
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Figura 12: Comparaciio entre as cinéticas de dissolugdo em tampdo acetato 0,1 M pH 6,59
com 7% de NaCl a 25°C da amostra de insulina suina tal qual ¢ da amostra de nsulina

suina processada. Os simbolos m, ®, & correspondem as amostras original, processada ¢

reprocessada, respectivamente.
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Péde-se observar que a dissolugdo da insulina processada, ou a redissolugdo da
insulina, quase sempre apresenta o comportamento esperado: aumento monotdnico da
concentragdo, tendendo assintoficamente a um valor de equilibrio, o que sugere um
rearranjo estrutural da insulina durante os ensaios para a determinagio da solubilidade. Em
pH 6,59, o comportamento da dissolugio se manteve, mesmo apods dois processamentos
consecutivos da amostra. Isto, além fato de que em pH 3,23 a queda de concentracfo
observada na dissoluciio da amostra original foi menos acentuada, sugerem que o possivel
rearranjo estrutural que seria proporcional a quantidade de hexdmeros disponiveis em
solugio. Segundo Blundell et al. {1972), em pH 7,0, quase toda insulina em solucfio esta
sob a forma de hex&meros, enquanto que em pH 2,0 2 populagio de dimeros atinge o valor
méximo. Ha ainda o efeito da variagio do pH no inicio da dissoluc8o, ja discutido, que

poderia ter encoberto ou exacerbado o pico de concentragio real.

Estudaram-se também as possibilidades, mais remotas, de o pico de concentragio
resultante do aumento rapido da concentracio seguido de uma queda da concentragio ate
um valor de equilibrio ser causado pela desnaturac@o da insulina (pelo cisathamento na
agitaglo ou por fibrilagdo), ou a possibilidade um aumento no teor de zinco (dois atomos de
zinco ou de outros metais bivalentes s3o necessarios para a estabilizacdo do hexmero que
constitui a célula unitaria dos cristais de insulina, como ja foi discutido no capitulo 2)
modificar 0 comportamento da dissolugdio da insulina. Nem a desnaturaciio é explicagdo
para & queda de concentragdo apds o pico nem o aumento do teor de zinco em solugdo
modifica a cinética de dissolugio da insulina. Os resultados desses ensaios podem ser vistos

em detalhes nos Anexos 2 e 3.

Foram feitas analises por difracdo de raios-X (Figuras 13, 14, 15 e 16) de uma
amostra original ¢ de amostras processadas de mnsulina suina, na tentativa de comprovar a
mudanga estrutural que poderia ter havido. Os resultados dessas anlises sdo de dificil
interpretacdo, j& que a cristalinidade da insulina suina — de todas as amostras — era baixa.

No entanto, uma pequena diferenca entre os espectros da difracdo de raios-X das diferentes

amostras pode ser notada.
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Figura 13: Anélise por difraciio de raios-X da amostra original de insulina suina. A tensdo
e a corrente de varredura usada foram respectivamente 40 kV e 20 mA, e a rotagéo da

amostra foi de 20 rpm.
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Figura 14: Analise por difragio de raios-X da amostra de insulina suina processada em pH
3,23. A tensdo € a corrente de varredura usada foram respectivamente 40 kV e 20 mA e a

rota¢do da amostra foi de 20 rpm.
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Figura 15 Anélise por difracdo de raios-X da amostra de insulina suina processada em pH
5,50. A tensdo e a corrente de varredura usada foram respectivamente 40 kV e 20mA, e a

rotagio da amostra foi de 20 rpm.
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Figura 16 Anilise por difracdo de raios-X da amostra de insulina suina processada em pH
6,59. A tensdo e a corrente de varredura usada foram respectivamente 40 kV e 20 mA, e a

rotagdo da amostra foi de 20 rpm.
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A baixa cristalinidade que caracterizou as analises por difragio de raios-X da
insulina pdde ser verificada pelo alto ruido de fundo nas cintilages além da auséncia de
picos bem definidos na regifio que caracteriza a insulina (8ngulo de incidéncia 26 entre 5° ¢
25°). A diferenga mats perceptivel entre as analises de difracdo de rajos-X € a existéncia de
picos bem definidos nas andlises de difracdoc de raios-X das amostras processadas de
insulina. Estes picos sfo caracteristicos do cloreto de s6dio {existente no sistema solvente a
uma concentrago de 7%) e variam de intensidade nas diferentes condigGes de
processamento, sugerindo gue o cloreto de sodio esta de alguma forma associado & insulina

¢ nio simplesmente incluso nos espagos vazios.

As diferencas de imtensidade das respostas, tanto dos picos bem definidos quanto da
regifo amorfa que caracteriza a insulina, nas diferentes anélises de difrag@o de raios-X sdo
dificeis de serem percebidos. No entanto, é essa diferenga que permite afirmar que as

amostras original e processadas sejam avaliadas diferentemente.

Os resultados do processamentc da insulina suina em diferentes niveis de pH
- (Figuras 10, 11 ¢'12), ¢ das analises de raios-X (Flguras i3, 14 15 e 16) sugerem a
existéncia de comportamento pohmerﬁco da msahna suina, e esta seria a explicagdo mais
plausivel para aumento rapido da concentragio seguido de uma queda da concentragio ate
um valor de equilibrio na dissolugio da insulina. O polimorfismo € a existéncia de
diferentes estruturas cristalinas de uma mesma entidade quimica (vide Anexo 1). Ainda, o
polimorfismo explicania porque a variagio da solubilidade com o pH tem um
comportamento oposte ao esperado. Os diferentes valores de pH apresentariam a
solubilidade de diferentes polimorfos, ¢ nfio a vanacio da solubilidade de um tnico
composto. Ainda a respeito da baixa cristalinidade observada nas analises de raios-X, Pikal
et al. (1978) ressaltam a importincia do polimorfismo para entender sistemas farmacéuticos
e citam a cristalinidade parcial como uma classe especial de polimorfismo que pode ter
efeitos significativos na taxa de dissoluglio ¢ na estabilidade quimica. Esses autores
afirmam que a magnitude da diferenca observada na taxa de dissolugdo ou na estabilidade
entre as fases crstalina e amorfa sugere que mesmo uma pequena quantidade de fase
amorfa em uma amostra cristalina deferente é suficientes para alterar, de forma mensuravel,

propriedades fisicas ¢ quimicas.
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4.1.2. A dissolucdo da lisozima e a repeti¢cdo do comportamento polimdrfico

Ao contraneo do que ocorre para a insuling, ha uma grande quantidade de artigos que
relatam estudam de cristalizacfio de proteinas utilizando a lisozima como proteina modelo
(Pusey et al., 2001, Chayen e Saridakis, 2001). Em se tratando especificamente de dados de
solubilidade, Howard et al. (1988) determinaram a solibilidade da lisozima em tampdo
acetato de sodio 0,05 M com diferentes concentragdes de NaCl. Para determinar em quais
valores de pH seriam feitos os ensaios de medida de tempo de indugio, fez-se um ensaio de
varredura de condi¢Oes nas quais a lisozima cristalizaria. Em tampio acetato de sodio 0,05
M em varios niveis de pH (3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5 e 6,0), dissolveu-se em tubos de ensaio 20
mg de lisozima em 1,0 mL de tampdo. Em seguida, adicionou-se 1,0 mL de tamp&o acetato
de sodio 0,05 M com 20% de NaCl (m/v) de modo que a solucfo final tivesse 2.0 mL de
volume, concentracdo de lisozima de 10 mg/ml. em tamp&o acetato de sodio 0,05 M com
10% de NaCl. Pdde-se observar que depois de cerca de uma hora e meia o tubo de ensaio
com solugio de pH 3.5 apresentava leve turvamento. Depois de 18 horas, as solugSes de pH
3,5 e 4,0 apresentavam alterac@o: a solugdo de pH 3,5 estava completamente turva e com
particulas decantadas, ¢ a solugiio de pH 4,0 apresentava varias particulas em suspensio,
apesar de permanecer limpida. Simultaneamente, para verificar a validade dos dados de
solubilidade descritos no artigo de Howard et al. (1988), foi feito um ensaio de dissolucdo
de lisozima em tampdo acetato 0,05 M pH 4,5 com 10% de NaCl utilizando agitagio de
frascos do tipo Eppendorf, segundo procedimento descrito no Capitule 3 (Figura 17). A
modificagdo no meétodo de dissolugdo foi motivada pela pouca quantidade de lisozima
disponivel, uma vez que a suspensio em frascos do tipo Eppendorf consumiria menos
lisozima.

O resultado do ensaio de varredura das condigdes de cristalizagdio levou a
necessidade de determinar a solubilidade da lisozima em pH 3,5, ja4 que em seu artigo
Howard et al. (1988) variaram o pH de 4,0 a2 7,5; o ensaio de verificagio da validade dos
dados de solubilidade n#io obteve o valor da solubilidade da lisozima, pois o tempo usado
ndo foi suficiente para que se alcangasse ¢ equilibrio {a agitacio por tombamento, menos

intensa, acarreta uma transferéncia de massa menos eficiente se comparada a agitagio por
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auxilio de barra magnética). No entanto, pdde-se observar que a lisozima também
apresentava pico de concentragio no inicio da dissolugdo.

A determinagio da solubilidade da lisozima em pH 3,5 foi feita utilizando o mesmo
procedimento, porém com tempos maiores para que se alcancasse o equilibrio (Figura 18).
O valor obtide foi 0,947 % 0,071 mg/mL. Pdde-se observar a repeticdo do pico de
concentragic em pH 3,5, Com o valor obtido do ensaic da Figura 18 e dos dados
disponiveis no artigo de Howard et al. (1988), pode-se construir uma tabela com os valores

de solubilidade da lisozima a 25°C usados neste trabalho (Tabela III).
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Figura 17: Cinética de dissolug@o da lisozima em tampio acetato 0,05 M pH 4,50 (com
10% de NaCl) a 25°C por agitagio por tombamento.
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Figura 18: Cinética de dissolucdo da lisozima em tampdo acetato 0,05 M pH 3,50 (com
10% de NaCl) a 25°C por agitagio por tombamento.

Tabela III — Solubilidade da lisozima a 25°C em tampio acetato de sédio 0,05 M com
10% de NaCl.

pH C* (mg/mlL)
3,50 0,947 £ 0,071"
4.00 1,0°
'dado obtido experimentalmente;

*Howard et al. (1988).
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Visto que o pico de concentragio também foi observado na dissolugdo da lisozima,
foram feitos ensaios complementares, semelhantes aos feitos para a insulina suina:
dissolugdo da proteina processada (Figuras 15 e 20) e analise por difragio de raios-X das
amostras de lisozima original e processada (Figuras 21, 22 e 23). Estes ensaios forneceriam
mais subsidios para entender o problema. O processamento da lisozzma por feito por

agitacio por tombamento por 48 horas.

24
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Figura 19; Comparagio entre as cinéticas de dissolugdo em tampdo acetato 0,05 M pH 3,50
com 10% de NaCl a 25°C da amostra de lisozima original ¢ da amostra de lisozima

processada. Os simbolos m, e, comrespondem &s amostras onginal e processada,

respectivamente.
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Figura 20: Comparacio entre as cinéticas de dissolugdo em tampo acetato 0,05 M pH 4,50
cormt 10% de NaCl a 25°C da amostra de lisozima original e da amostra processada. Os

simbolos ® ¢ ® comrespondem as amostras tal qual e processada, respectivamente.



RESULTADOS E DISCUSSAC 46

350

300

250+

200

150

100 +

Cintilagdes por segundo

50

B ) g RO T o - N o

0 10 20 30 40 50 60
Angulo (26)

Figura 21: Analise por difragio de raios-X da amostra lisozima original. A tensdo e a
corrente de varredura usada foram respectivamente 40 kV e 20 mA, e a rotacio da amostra

foi de 20 rpm.
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Figura 22: A;xé}ise por difracio de raios-X da amostra lisozima processada em pH 3,50. A
tensdo e a corrente de varredura usada foram respectivamente 40 kV ¢ 20 mA, e a rotagio

da amostra foi de 20 rpm.
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Figura 23: Analise por difrago de raios-X da amostra lisozima processada em pH 4,50. A
tensdo ¢ a corrente de varredura usada foram respectivamente 40 kV e 20 mA, e a rotagio

da amostra foi de 20 rpm.

As cinéticas de dissolug@io da lisozima processada em pH 3.5 e 4,5 (Figuras 19 ¢
20), além das anadlises por difraco de raios-X das amostras de lisozima onginal e
processada nos diferentes niveis de pH (Figuras 21, 22 e 23) permitem inferir que ocorre
durante a dissolu¢do da amostra original de lisozima uma mudanga da estrutura cristalina
ou do grau de cnstalinidade. Tal mudanga assemelha-se a um comportamento polimérfico
das particulas de lisozima. A maneira, ou a intensidade, do comportamento polimorfico
parece estar intimamente associada ao pH do ambiente no qual aquela ocorre. Exatamente

£Omo ocolTe para a insulina.
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4.2. 0 CRESCIMENTO CRISTALINO DA INSULINA E DA LISOZIMA

A partir dos dados mostrados na Figura 9 (efeito da temperatura na dissoluggo da
insulina suina), foi possivel nfic somente a determinaco da solubilidade, mas também fazer
uma estimativa da cinética de crescimento da insulina suina. Como a explicacio mais
provavel para o pico de concentragfo na dissolugdo da insulina seria um comportamento
polimérfico, pode-se assumir, por hipStese, que a diminuigio da concentracio de proteina
em solugio seria em fungo do crescimento do polimorfo mais estivel. Neste caso, existe o
compromisso entre dois mecanismos: crescimento da fase estavel e dissolugio da menos
estavel. Como a dissolugdo € rapida em comparacio com o crescimento, considera-se que a

partir do pico de concentragio ha apenas crescimento da fase mais estavel.

O tratamento dos dados experimentais € explicitado para a curva correspondente a
temperatura de 15°C (o tratamento para as demais temperaturas estd descrito no Anexo 4).
Assim, a temperatura de 15°C, a variagdo da massa de insulina (em miligramas) com ©
tempo {em min} a partir do pico de massa em solugBio de insulina é, de acorde com 2

equagio empirica obtida com auxilio do programa Excel da Microsoft:
m=19488 49,295 log{t) (R*=0,9632) (14)
onde m ¢ a massa em solu¢do em miligramas e t € o tempo em minutos.

Pela hipotese feita acima, a diminuicfio da concentragio corresponde ao aumento da

massa do cristal ao longo do tempo € decorréncia do crescimento. Portanto:

dm 21409
L. 5T e I 15
e =T p (15)

onde m,. € ataxa de aumento da massa de cristal de msulina em mg/min.

Comumente, a cinética de crescimentc linear (crescimento do comprimento
caracteristico do cristal) € definida como uma lei de poténcias em relagio & supersatura¢do
na qual 2 constante de proporcionalidade varia com a temperatura (que também influencia a

solubilidade e, conseqiientemente, supersaturacio) (Berminghan et al., 2000):
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Gm——ﬁkg(r)-owa(r)-( a16)

C-C*Y
7 j

C*

onde ¢ € a supersaturagio relativa definida como a razio entre a concentracio em solugio e
a concentragdo de equilibrio C¥*, &5 € uma constante de proporcionalidade, g a ordem de

crescimento, 7 € a temperatura absoluta e L € a dimensio caracteristica do cristal.

Deve-se reiacionar a taxa de crescimento linear &G com a taxa de decremento da

insulina em solugdo:

m_dmcﬂ_ d&%_dmc_glm__d - k- ;@@
dt dt  dL dt dr dt
d‘?ﬂc
o =3 kPG>
ar Pk
:>Gmm-——l—-~——2e-[—g?n—-w (17}

onde G ¢ a taxa de crescimento, - dm/d! é a taxa de decremento da massa em solugdo, peé a
densidade do cristal, £y € o fator de forma que relaciona a dimensio caracteristica L com o

volume do cristal.

Utilizando como dimensfo caracteristica o comprimento médio da distribui¢o de
tamanhos de particulas da amostra original de insulina suina (Anexo 5) I iguala 117,4 um,
pc igual a 0,741 g/mL (Schlichtkrull, 1956) e &y igual a 0,594 (medido com auxilic de um

analisador de imagens Leica), tem-se que:

G= 54,9-(~ -‘-ff”—) [ﬁ”i} (18)
nn

dt

Assim, com os valores experimentais de concentragio € com o valor da solubilidade
(Tabela II) determinam-se os valores de supersaturagio ao longo do tempo. A equacdo (15)
permite a determinag@io das taxas de decremento de massa correspondentes. Com as

equagdes (16) e {17) € possivel obter os parimeiros ks (em funcio do fator de forma, da
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densidade e da dimensdo caracteristica do cristal) e g da equagio (16) interpolando os

valores de e m em uma equacio linear:
loglriz)=102(0,01822 -k, )+ g - log(S) (19

Utilizando a relagfio acima, tem-se que a cinética de crescimento da insulina suina a

15°C em solugdo de acetato 0,1 M com 7% de cloreto de sodio (m/v) €
G=899-6"? (mm/min)  (20)

A partir das equagbes obtidas para a cinética de crescimento nas diferentes
temperaturas, pdde-se construir 3 Tabela IV, que resume os resultados das estimativas das

cinéticas de crescimento a diferentes temperaturas.

Tabela IV — Constantes da cinética de crescimento em funcio da temperatura

Temperatura (°C) kg g
s T 899 — e L

25 10,3 0.6

35 6,68 1,5

A principio, os valores apresentados na tabela acima poderiam parecer
contraditorios. A constante kg deveria variar monotonicamente, normalmente aumentando
com a temperatura ¢ o indice g deveria permanecer constante. £ pouco provavel que a
natureza complexa da insulina seja a causa do desvio, ja que diversos trabalhos (Judge et al,
1998, Saikumar et al, 1998, Shekunov e York, 2000) fazem coro ao afirmar que os
fendmenos elementares da cristalizagdo de proteinas (nucleagiio e crescimento) sdo
essencialmente 0s mesmos de moléculas menores. A média dos valores da ordem de
crescimento g, que devena ser constante, tem um valor de 1,1 + 0,4 A média dos valores
da constante de crescimento kg é 8,69 + 1,84, Assumindo os valores médios como os mais

préximos do valor verdadeiro, obtém-se uma taxa de crescimento da insulina suina (em

mm/min) nas condicdes deste estudo de:
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G=8,69-c* (21)

O fato de a constante de crescimento variar em torno de um valor médio sem uma
tendéncia monotdnica, implicando em uma energia de ativagdo € proxima de zero, além de
o valor de g ser da ordem de um indicam que ocorreu limitagdo difusional no crescimento

cristaling da insulina. A expressdo para o crescimento cristaline controlado por difuséo é:

G=k,-6=—-0C (22}

D
B
onde: kg é o coeficiente de transferéncia de massa, D ¢ o coeficiente de difusividade e 6 a

espessura da camada limite estagnante.
Pode-se corrigir a expressio (21) para uma ordem de crescimento igual a 1,0:
G=8,28-c"° (23)

Assim, . igualando. . as expressdes (22) e {Z3) e wuiilizando o coeficiente de
difusividade estimado segundo a equagdo de Stokes-Einstein (Anexo 4), pode-se obter a
espessura da camada limite estagnante: § = 0,64 pm. Este valor equivale 0,55% do
didmetro médio da distribuicdo de tamanho de particula da amostra original de insulina, que

foi utilizado como comprimento caracteristico do cristal.

Pode também estimar a cinética de crescimento linear da lisozima se forem
assumidas a hipoteses de que o crescimento cristalino da lisozima € limitado por difusdo; a
espessura da camada limite estagnante para o crescimento da lisozima € 0,55% do
comprimento caracteristico do cristal de lisozima, o qual assume-se ser igual ao diimetro
médio da distribuiciio de tamanho de particula da amostra original de lisozima (256 umy); o
coeficiente de difusividade € calculado pela equacfio de Stokes-Emstein {(Anexo 4). Assim,
utilizando a equagdo (22} para a lisozima, obtém-se a seguinte expressio para a cmética de

crescimento:
G=659-¢ (24)

4.3. 0 TEMPO DE INDUCAO
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4.3.1. Estudo da nucleacdo da insulina suina

Com os valores de solubilidade definidos (item 4.1.1), foi possivel preparar

solugBbes cujo grau de supersaturacio fosse conhecido e medir o tempo de indugio pela

variacio da absorbéncia em 320 nm ao longo do tempo.

Tabela V- Tempo de inducfo da insulina suina em pH 5,50 ¢ 25°C

C (mg/mL) | tipa' (5) tind” (5} tina- (S) média (s) | desvie (s)
1,200 3075 3191 - 3133 82
1,566 2160 2296 3094 2517 505
1,652 2413 2413 2413 2413 20*
1,835 2218 1148 1382 1583 563
1,839 1372 2218 2277 1956 506
2,293 720 817 876 804 79
2,999 272 311 - 292 28
3,737 229 282 180 230 51
123 3iferentes triplicatas;

“metade da menor divisiio que, nesse caso, corresponde ao erro de leitura do grifico.

Tabela VI~ Tempo de inducio da insulina snina em pH 6,59 e 25°C
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C (mg/mL) |  twd' (5) tma’ () tma (s) | média(s) | desvio (s)
1,878 1245 1245 1304 1265 34
2,622 1129 1148 1168 1148 20
4,007 1118 1099 915 1044 112

4,17 127 331 409 289 146
4,382 88 88 88 88 20*

23 diferentes triplicatas;

“metade da menor divisiio que, nesse caso, corresponde ao erro de leitura do grafico.

Tabela VII — Tempo de induciio da insulina suina em pH 5,50 ec =1

TEC) | tad'(5) | ted(s) | tme'(s) | média(s) | desvio(s)
15 2277 2413 - 2345 96
25 1323 1372 2491 1729 661
35 506 603 700 603 97
123 diferentes triplicatas.

A variagdo do tempo de indugio — tug — com a supersaturacio pode ser usada para

distinguir entre os dois mecanismos de nucleag@io primaria, além de permitir estimar a

tensdo interfacial, usando as equacBes 11 e 12, supondo nicleo esférico (B = 16,755) ¢
volume molecular igual a 7,80-10° m¥mol (Schlichtkrull, 1957).

log(t, )= A+

__B
7% -(log S)

(11
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B:B‘Y;'VE'NA'.f
(23R}

(12)

As Figuras 24 e 25 representam os calculos descritos acima para a insulina suina a
25°C e valores de pH 5,50 e 6,59, respectivamente. Aos resultados provindos das figuras,
referir-se-4 como mecanismos homogéneo e heterogéneo. Outra abordagem possivel € dizer
que para valores maiores de supersaturagdo, o fendmeno mais significativo € a formacéo de
uma nova superficie (que prevalece na nucleagio homogénea), e para valores menores de
supersaturag30 a entropia {ou ordenamento das moléculas) € preponderante (como ocorre
na nucleagio heterogénea). No entanto, deve-se fazer aqui uma ressalva: o sistema insulina-
tampdo a partir dos quais os resultados foram gerados era o mesmo para todos os pontos e,
portanto, ndo pode gerar uma nucleagdo ora homogénea, ora heterogénea. Mais razoével €
dizer que a nucleagio era heterogénea (inevitivel pela presenca de superficies solidas da

cubeta e de superficies ndo identificaveis) e, em algumas condigdes, aproximava-se do
mecanismo homogéneo.

Os resultados apresentados na Figura 24 permitiram a feitura da Tabela VIII que
mostra os valores de tensio interfacial e do fator f (que mensura o grau de heterogeneidade

do sistema).

Tabela VIII - Variacfio da tensdo interfacial da insulina com o pH a 25°C

pH s (nd/m?) f

5,50 457 0,051

6,59 2170 0,00567
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Figura 24: Identificacio dos mecanismos de nucleacio da insulina suina a 25°C e pH 5,50.
Os simbolos B ¢ @ definem retas associadas, respectivamente, a nucleagio homogénea e a

heterogénea conforme defimdo no texto.

Pode-se observar na Tabela VIII que a tensio interfacial aumentou quase cinco
vezes do pH 5,50 para o pH 6,59 Isso se deve muito provavelmente as intera¢des
eletrostaticas. O ponto isoelétrico da insulina € 5,50, o que significa que neste pH a carga
elétrica liquida da molécula de proteina ¢ nula. Acima do pl, a carga elétrica liquda da
proteina € positiva ¢, portanto hi uma repulsfio de natureza eletrostatica entre as moléculas
de proteina. Como a tensio interfacial pode ser interpretada como uma resisténcia a
formaciio de unidade de area (por meio da nucleagiio), a tensdo interfacial maior para pH
6,59 indica uma maior resisténcia a introdugfo de incrementos de area. O fator findica o
grau de heterogeneidade da nucleagdo; quanto menor o fator £, “mais heterogénea” € a

nucleacdo. No pH 6,59, a repulsfio eletrostatica implica que hd uma maior necessidade da
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interferéncia de superficies alienigenas no ordenamento das moléculas que formam o
nicleo. A Figura 40 mostra a variacfio do potencial zeta da insulina suina com o pH & 25°C
mostra que © potencial zeta — uma indicagio da magnitude do potencial no comego da
dupla camada difusa ao redor particula (Hunter, 1996) — ¢ duas vezes maior em pH 6,59 do
que em pH 35,50 Isto ¢ mais uma indicagiio de que as interacBes eletrostaticas s3o

preponderantes na mucleagdo da insulina em valores de pH préximos ao ponto isoelétrico,
como os estudados neste trabalho.

o (ACIC™)
25 19 15 12 19

-_1538(1?;,{(3}}

Ll 1§ o i

Hlog%(CIC*)

Figura 25: Identificagio dos mecanismos de nucleagio da insulina suina a 25°C e pH 6,59.

Os simbolos M e e indicam, respectivamente, a nucleacio homogénea e heterogénea
conforme definidos no texto.
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A variagio do tempo de indug@o com a supersatura¢do também permite o calculo da
cinética de nucleagfo utilizando a abordagem mononuclear, segundo as equacgdes 3 e 9,

como mostram as Figuras 26 ¢ 27.

fx’nd = (3 )

J=k, -G" ©)

Com os resultados expressos nas Figuras 26 e 27, pode-se construir uma tabela com

as cinéticas de nucleagdio homogénea e heterogénea obtidas (Tabela IX).

Tabela IX — Taxzas de nucleacfo da insulina suina a 25°C

Taxa de nucleaciio pH 5,50 pH 6,59
Homogénea {(#/m°s) 1=679.¢% J=019.6*°
Heterogénea (#/1n’s) J=1622-6" J=2205-0°

Pode-se observar, nas cinéticas apresentadas na Tabela IX, que, para os dois niveis
de pH, a constante de nucleagiio ¢ maior para a nucleagdo heterogénea e o indice de
nucleagdc (que expressa a dependéncia com a supersaturagfio) € maior para a nucleac@o

homogénea.

Calculou-se, também, a energia de ativagio da nucleacio, que expressa a
dependéncia da cinética de nucleagdo com a temperatura. Admitiu-se, por hipotese, que a
varia¢io da nucleagdio com a temperatura segue uma equaciio do tipo Arrhenius, segundo a

equacdo 10.

ky =ky exp(—ﬂ] (10)
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Figura 26: Cinética de nucleacio da insulina suina em solugdo acetato 0,1M (com 7% de

NaCl) pH 5,50 a 25°C. Os simbolos B e e indicam, respectivamente, a nucleacio

homogénea e heterogénea conforme definido no texto.
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Figura 27: Cinética de nucleagfio da insulina suina a 25°C em solugio acetato 0,1M (com
7% de NaCl) pH 6,59. Os simbolos M e e indicam, respectivamente, a nucleacio

homogénea e heterogénea conforme definido no texto.
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Figura 28: variagdo da taxa de nucleagio com a temperatura em pH 5,50 e supersaturagio

cigualal.

A partir dos resultados apresentados na Figura 28, utilizando a equacio 10, obteve-
se o valor da energia de ativaggo:

E. = 49,806 kJ/mol

A energia de ativagio foi obtida a partir de medidas realizadas em um grau de
supersaturacio no qual a nucleagio foi definida como heterogénea. Trata-se, portanto da
energia de ativagdo da nucleagio heterogénea. De posse da energia de ativagfio, € possivel

obter a variagio com a temperatura da cinética de nucleagio heterogénea obtida.
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Figura 29 Variagdo com o pH a 25°C do potencial zeta da insulina suina em solugfio de
1mM de NaCl. O potencial zeta € nulo em pH 4,5.

Hunter (1996) define o potencial zeta como o potencial elétrico na camada limite
estagnante, ou na dupla camada elétrica da particula. A Figura 29 apresenta a variagdo do
potencial zeta da insulina suina com o pH medido em solugio 0,001 M de NaCl. O
potencial zeta de uma dada particula em um meio eletrdlito diluido tende ao potencial zeta
a dilui¢do infinita £, que € uma propriedade intrinseca da particula que estd relacionada
com a distribuicdo de cargas na superficie da particula (Hunter, 1981). Da Figura 29,
percebe-se que o potencial zeta em pH 5,50 ¢ menor que em pH 6,59 indicando uma maior
propensdo a aglomeragdo em pH 5,50. Percebe-se também que o potencial zeta em pH 5,50,
o ponto isoekétrico, ¢ diferente de zero. Humter (1996, 1981) descreve que esse fato €
relativamente comum para proteinas e a principal causa para esse desvio a presenga de
tracos de impurezas junto as particulas, pois a medida de potencial zeta €, segundo ele,

muito suscetivel 3 presenca de impurezas.
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4.3.2. Estudo da nucleacdo da lisozima

Com os valores de solubilidade definidos (item 4.1.2), foi possivel preparar
solughes cujo grau de supersaturaclo fosse conhecide e medir ¢ tempo de inducdo pela
variagio da absorbincia em 320 nm ao longo do tempo {Tabelas X, XI, XII e XI11). Mediu-
se também o potencial zeta da lisozima nos niveis de pH em que se trabalhou (Tabela

XIV).

Tabela X — Tempo de inducio da lisozima em pH 3,50 ¢ 25°C

C (mg/mL) | ta' (5) tma- (5) tima (S) | média(s) | desvio (s)
12,0 5665 5968 6616 6083 486
12,5 4982 5371 5449 5267 250
13,0 4320 4631 4865 4605 273
13,5 a3 | "5215 6188 4592 1982
14,0 3542 3911 4340 3931 399
14,5 3152 3892 4203 3749 540

Tabela XI — Tempo de indugdo da lisozima em pH 4,0 e 20°C

C (mg/mL) |  twa' (5) tind- (5) fina (5) média (s) | desvio (s)
9.0 4164 4281 5488 4644 733
12,0 3036 3289 3367 3231 173
14,0 2043 2102 2608 2251 311
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Tabela XII — Tempeo de inducio da lisozima em pH 4,0 e 25°C

C (mg/mL) |  timg' (5) ting- (8) ting- (3) média (s) | desvio (s)
16,0 4748 4904 5565 5072 434
17,0 2018 3308 4047 3424 573
17,5 2257 2491 2783 2510 264
18,0 3852 4125 4514 4164 333
18,5 1790 1907 2218 1972 221
19,0 2160 2335 3152 2549 529
20,0 1440 1440 1965 1615 303

Tabela X1H — Tempo de inducfo da lisozima em pH4,0 e 6 = 92,85

TEC) | twd (5) | twa () | tma (s) | média(s) | desvio (s)
15 6538 6870 7491 6966 484
35 1086 1729 2970 1928 958

Tabela XTIV — Potencial zeta da lisezima em funcio do pH

pH média Desvio
3.5 215 0,3

4 13,7 0,5
4,5 13,3 0,7
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Para a lisozima, ndo foi possivel distinguir dois mecanismos de nucleagio. Por isso,
utilizou-se as equactes (11) e (12) apenas para calcular a tensdo interfacial em pH 3,5 e pH

4,0 supondo o fator figual a 1 (Figuras 30 e 31).

B
fog(1, )= At —mo 11
os(t,) T* {JogSY ()
B:B"Ys VN, f (12)

(23R}

log(t m{ ()}

056 D53 060 D& D64 D66 068 070
11lo £5(CIC™)

Figura 30: Variagfo do tempo de indugo com a supersaturagiio que permite calcular a
tensdo interfacial da lisozima em tampéo acetato de sodio 0,05 M pH 4,00 com 10% de
NaCl a 25°C.
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Figura 31: Varia¢do do tempo de indugio com a supersaturaciio que permite calcular a
tensio interfacial da lisozima em tampio acetato de sodio 0,05 M pH 3,50 com 10% de
NaCl a 25°C.

A Tabela XV lista os valores de tensdio interfacial a 25°C em pH 3,50 e 4,00. Os valores de
tensdo interfacial foram calculados supondo nacleo esférico (B = 16,755} e o volume

molecular igual a 6,66-10°m*mol calculado a partir das dimensdes da unidade de

crescimento — a molécula de lisozima (Diamond, 1972).

Tabela XV- Tensio interfacial da lisezima a 25°C

pH ¥s (nd/fm?)

3,50 197

4,00 265
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Os wvalores das tensdes superficiais sio da mesma ordem de grandeza que as da
insulina. Para a lisozima ¢ maior valor de tenso interfacial em pH 4.0 indica uma maior

resisténcia & formacgio de nlcleos neste pH.

Também foram calculadas as cinéticas de nucleagiio a 25°C, utilizando
procedimento analogo ao anteriormente descrito para a insulina suina. A diferenca € que
para a lisozima nio foi possivel detectar duas regiGes de nucleagio primaria (Figuras 32 e
33).

L]
145 151 158 166 174 182 191

i 13

25 -

3

2,4- :
2,3 - ;/ »
2.2~
] -
2,14 / =
2.0 1
/ 1 T T

116 1,08 120 122 124 126 128
loglo/(AC/C™)

log (Y (#itn®s))

Figura 32: Cinética de nucleacfo da lisozima em tampdo de acetato de sodio 0,05 M pH
4,0 com 10% de NaCl a 25°C.
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Figura 33: Cinética de nucleagio da lisozima em tampio de acetato de sodio 0,05 M pH
3,50 com 10% de NaCl a 25°C.

Os resultados expressos nas Figuras 32 € 33 permitem a construgdo da Tabela XVI,
com as cinéticas de nmucleagdo da lisozima a 25°C. H4 uma maior dependéncia da nucleacdo
com a supersaturacio em pH 4,0. As interacGes eletrostaticas, tal gual ocorre para a
insulina, também preponderam na nucleacdo da lisozima. No entanto, a nucleagio da
lisozima € aparentemente menos reprodutivel que a da insulina. Esta “falta de
reprodutibilidade” fica mais clara ao analisar a nuclea¢do da lisozima em pH 4,0. A 25°C
(Figura 30), tempos de induco entre 1000 e 3500 segundos ocorrem pra valores de ¢ entre
14 e 20. A 20°C (Figura 34), supersaturagdes dessa ordem de grandeza estdo na zona labil e
implicam em nucleagdo instantinea. O espalhamento dos valores do tempo de indugdic em
pH 4,0 e 3,5 (Figuras 30 e 31) € outro indicio desta maior complexidade. H4 outra diferenca

essencial em relacio 4 insulina: o menor valor de tensio interfacial (resisténcia a introdugdo
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de uma nova superficie corresponde a um pH de maior potencial zeta (carga superficial). A
diferenca entre os valores de potencial zeta em pH 4.0 e 4,5 ¢ muito pequena, € ambos sdo

menores que o potencial zeta em pH 3,5, e, no entanto, ndo foi posivel observar nucleagdo
em pH 4,0 (3tem 4.1.2).

Tabela XVI — Cinética de nucleacio da lisozima a 28°C

pH J (#(m*s))
3,50 1=0,29-¢%
4.00 T=0,00026.¢*7

3,3 ' T T T T T ; T
0.8 0,9 10 11

1log¥ CICH)

Figura 34: Variag3o do tempo de indugdo da lisozima com a supersaturacio a 20°C em
tampéo acetato 0,05 M pH 4,0 com 10% de NaCl
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A variagdo da taxa de nucleagio com a temperatura {(energia de ativacio da
nuclea¢io) foi calculada comparando os valores da Tabela XII1 e utilizando a equagdo (10).
Como resultado, 2 energia de ativacfio da nucleagio da lisozima € 32,6 kl/mol, valor da

mesma ordem do obtido para a insulina,

E
k, =k} -exp —% 10
v =ky RT] (1%)

A Figura 35 apresenta a variagdo do potencial zeta da lisozima em funcio do pH,

nos niveis de pH estudados.
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Figura 35: Variagio do potencial zeta da lisozima com o pH a 25°C em solugfo de ImM
de NaCl
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4.4. A INFLUENCIA DAS INTERACOES ELETROSTATICAS

A influéncia das atragdes eletrostéticas mostrou-se determinante no desempenho da
nucleagdo das proteinas estudadas. Isto pode ser facilmente percebido quande sio
comparadas as tensdes superficiais calculadas com os potenciais zeta medidos nas varias

condigdes para as duas proteinas. A Tabela XIX e a Figura 36 permitem visualizar esta

comparagao.

Tabela XVII - Variacéio da tensio interfacial em funcio do potencial zeta

Proteina pH L {mV) ¥s {WI/m?)
Lisozima 3,50 21,5 197
Lisozima 4,00 13,7 265
Insulina 5,50 -24,2 457
Insulina 6,59 -50,2 2170

A relacdo entre a resisténcia & introdugio de uma nova superficie (tensdo interfacial)
e a carga superficial das particulas (ou potencial zeta) parece ndio estar limitada & simples
repulsdio eletrostatica. A lisozima em pH 3,5 ¢ a insulina em pH 5,50 tém potenciais zeta
muito proximos e tensbes superficiais bem diferentes. A natureza da proteina deve ser
levada em conta. Contudo, o sinal do potencial zeta — positivo ou negativo — parece ter

alguma influéncia na magnitude da tensfo interfacial.
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Figura 36. Variagio da tensfio interfacial em fungfio do potencial zeta para as duas

proteinas.

Da Figura 36, pode-se extrair uma equagfio que relaciona a tensfio interfacial com o

potencial zeta das proteinas:
log(y, )=2,5497 - 0,0131-¢ R2=0,9025 (14)

A importincia da equagio 14 ¢é evidenciar a importincia das interagBes
eletrostaticas na nucleagdo de protefnas. Embora essa equacgio tenha sido obtida a partir do
resultado de apenas duas proteinas, a boa estimativa de um pardmetro termodinidmico por
meio de uma técnica de medida simples e¢ rapida é um incentivo para que se busquem
relagbes como essa para a cristalizagdo de proteinas, como as existentes para a cristalizagio
de moléculas mais simples — a relagiio entre tensio interfacial e solubilidade de sais
inorgnicos (S6hnel ¢ Garside, 1992).
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CAPITULO 3

CONCLUSAO E SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

5.1. CONCLUSAO

A motivagio deste trabalho era tratar a cristalizacio de proteinas, muito estudads
como meio de analisar as estruturas protéicas, com uma énfase nos aspectos fisico-
quimicos de natureza quantitativa que permitam ao engenheiro de processos efetuar
aplicagBes, ou seja, objetivando aquisigdo de conhecimentos que se apliquem ou auxiliem
ao processo produtivo de proteinas, especificamente no projeto de cristalizadores de

proteinas. Desta forma, os paragrafos seguintes sublinham os avancos em relagio 2

motivagio inicial do trabalho aqui apresentado.

E possivel a obtencio de pardmetros cinéticos e termodinimicos pertinentes &
cristalizagio de proteinas utilizando a mesma abordagem empregada para moléculas
menores, 0 que mais uma vez comprova que os fendmenos que regem a cristalizacio de
proteinas sdo essencialmente os mesmos que regem a cristalizagio de moléculas menores e
menos complexas, apesar de haver particularidades na cristalizagdo de proteinas que

diferem esta da cristalizac8o de moléculas menores.

Entre as particularidades verificadas na cristalizagdo das proteinas, pode-se inferir

que tanto a insulina suina quanto a lisozima de clara de ovo de galinha apresentam



CONCLUSAO E PLANO DE FINALIZACAO 74

comportamento polimdrfico nos sistemas utilizados, evidenciado pela andlise da cinética de

dissolugio e pelas analises de difrago de raios-X dessas proteinas.

QOutra particularidade da cristalizaciio de proteina € a preponderincia de interagBes
eletrostaticas na nucleagBo. A resisténcia a nucleagSo representada pela tensfo interfacial
varia — nos casos estudados — exponencialmente com o potencial zeta, que pode ser tratado

como uma medida indireta da disposicio das cargas superficiais da proteina.

A carga superficial, como um dos aspectos da natureza complexa das proteinas,
ressalta a importancia do transporte difusional nos fendmenos de cristalizagdo de proteinas.
A taxa de crescimento da insulina nas condi¢Ses estudadas foi limitada pelo transporte das
células unitarias a superficie do cristal apesar da agitagio vigorosa usada nos ensaios. Além
disso, 0s altos valores de supersaturagio necessarios & obtengdo de tempos de indugdo da
ordem de horas (bastante evidente no caso da lisozima) sfc outro indicativo da importancia

da difus3o na cristalizagdo de proteinas. Observou-se também que a reprodutibilidade das

A insulina tem solubilidade retrograda (que diminui com o aumento da
temperatura). O fato, pouco comum para moléculas menores, € relativamente comum para

proteinas, ou seja, mais uma particularidade a ser levada em conta na cristalizagio de

proteinas.

5.2. SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

Sugere-se, a partir dos resultados desta dissertagio:

a) Realizar os mesmos ensaios de medida do tempo de induggo feitos com a insulina e
com a lisozima com outras proteinas para obter os mesmos pardmetros
termodindmicos e cinéticos para tais proteinas e verificar a abrangéncia da relagdo

obtida entre tensdo interfacial e potencial zeta,
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b) Medir as cinéticas de dissolugfio de outras proteinas e realizar as andlises de

4

difracio de raios-X destas de modo a estudar o quio comum € o “comportamento

polim6rfico™ das proteinas;

Verificar como outras propriedades intrinsecas das proteinas (massa molecular,
excentricidade, ponto isoelétrico, hidrofobicidade, etc.) influenciam nos valores de

taxa de nucleagio, tensio interfacial, solubilidade, ou na existéncia de

polimorfismo;

Estudar a influéncia da natureza do sistema solvente (temperatura, pH, composi¢io)

no polimorfismo das proteinas.
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ANEXOS

A.1. POLIMORFISMO

Uma substancia pode existir no estado solido, liguido ou gasoso em funcdo das
condi¢des de temperatura e de pressdo. Da mesma forma, um sélido pode cristalizar a partir
de uma solucg8o, s6lido fundide ou de um gas sob diferentes estruturas possiveis, em fungio
das condigdes de cristalizagio. O fendmeno segundo uma substincia, de composico
quimica defimda, pode cristalizar sob diferentes estruturas cristalinas € chamado
polimorfismo. As diferentes estruturas possiveis para uma mesma substincia de
composigio quimica constante sfe chamadas polimorfos ou variedades polimérficas. Dois
polimorfos apresentam propriedades quimicas similares, mas as propriedades fisicas podem
ser muito diferentes. Do ponto de vista mineraldgico ou cristalografico, o termo

polimorfismo ou modificagio polimorfica sé pode ser empregado neste ¢aso.

No caso de cristais de proteina, o termo polimorfo raramente corresponde
estritamente a esta definicio. Em alguns casos, a composigio do cristal difere somente pelo
nimero de moléculas de solvente presentes. Solvatos sdo fases nas quais a razio entre
soluto e moléculas de solvente € constante. Hidratos sdo os solvatos mais comuns. Em
alguns casos, especialmente quando uma fase amorfa precipita, 0 nimero de moléculas de
solvente no precipitado ndo ¢ claramente definida e muda quando a cristalinidade aumenta

com o tempo.

Em solucdo, quando algumas fases coexistem, a unica fase estavel é aquela de
solubilidade mais baixa. Entretanto, de acordo com a regra de estagios sucessivos de
Ostwald, raramente € a fase mais estavel que nucleia primeiro. Pelo contrario, se uma

solugdo € supersaturada com respeito a duas fases ao mesmo tempo, ¢ fregilentemente a
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fase de maior solubilidade, isto €, a menos supersaturada, que cristaliza primeiro. Quando o
crescimento continua, a concentragio de soluto decresce até alcancar a curva de
solubilidade da fase cristalizada. Neste momento, a solugio € supersaturada somente com
respeito 4 fase de menor solubilidade. Se ndo se formarem cristais desta Gltima fase, entfo a
primeira fase precipitada permanece em um estado metaestavel. Por outro lado, quando se
forma um cristal da nova fase, a concentragfo de soluto decresce uma vez mais € a primeira
fase se torna instavel. Esta se dissolve mais ou menos répido, gerande soluto que contnbui

para o crescimento da fase estavel (Boistelle ¢ Astier, 1988).

Em um processo de cristalizagio, a etapa de nucleagdo determina se uma
determinada estrutura polimérfica se formara ou ndo. A forms polimoérfica de maior taxa de
nucleaciio € geralmente observada (Ju>Ji ou J©>Jn). Quando as taxas de nucleagdo sdo da
mesma ordem de magnitude (JrJg), ambas estruturas sio formadas simultaneamente
(polimorfos concomitantes). As taxas de nucleagio competitivas sdo controladas
principalmente pela supersaturagio e pela energia interfacial. A energia interfacial ¢ um
fator importante na nucleagfo e no crescimento porque € diferente para as diferentes faces
de todas as formas polimorficas. A solubilidade da forma instivel € maior e, portanio, a
supersaturagio é menor, indicando uma menor taxa de nucleagdo. No entanto, as energias
interfaciais podem ser menor, indicando uma maior taxa de nucleagdo. Qual forma
cristaliza, depende do balanco entre supersaturagio e energia interfacial. Como o solvente
tem muita importincia na energia interfacial, diferentes solventes podem provocar a

ocorréncia de diferentes polimorfos (Shekunov e York, 2000).
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A.2. EFEITO DA AGITACAO E DA ADICAO DE ZINCO NA
DISSOLUCAO DA INSULINA

Considerou-se a possibilidade de a diminuicdo da concentragiio de insulina apés o
rapido aumento (com a formagio de um pico de concentragioc) poderia ser devido 3
desnaturagBo das moléculas pelo cisalhamento durante a agitaco. Por isso, a dissolugfio por
agitacio por tombamento em fracos do tipo Eppendorf foi testada. Esta permite a sobrevida
da suspensdc com pouco cisalhamento, por ser uma agitagio pouco intensa. Esse ensaio foi
conclusivo para descartar a intensidade da agitagdo como causa para 0 comportamento

observado na dissolucdo da insulina suina, pois meste ensaio o pico de concentrago

também apareceu.
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Figura A.1: Ensaio de dissolucio da insulina suina em tamp&o acetato 0,1 M pH 5,50 (com
7% de NaCl) a 25°C por agitagdo por tombamento em frascos do tipo Eppendorf. Os

diferentes valores de ordenada para um mesmo valor de abscissa representam diferentes

replicatas de um mesmo tempo de dissolugio.



ANEXO

85

O grande nimero de pontos pode nfo permitir a boa visualizagio do comportamento

cinético da dissolugdo. Por isso, construiu-se um grafico com as médias das replicatas e

seus respectivos erros (Figura A 2).
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Figura A.2: Ensaio de dissolug#o da insulina suina em tampdo acetato 0,1 M pH 5,50 (com

7% de NaCl) a 25°C por agitacio por tombamento em frascos do tipo Eppendorf. Os

pontos representam as meédias de diferentes replicatas de um mesmo tempo de dissolugdo;

as barras representam o desvio-padréc da respectiva média.

Para verificar a influéncia do zinco na dissolucfio da insulina, fez-se o ensaio de

dissolugio por agitagio por barra magnética com e sem adigio de zinco (Figura A3). A

adicdo de zinco foi feita com 2 intengdo de estabilizar os hexdmeros de insulina da

suspensdo e, eventualmente, observar uma dissolugdo com o comportamento esperado — o

gue ndo ocorreu. A quantidade de zinco adicionada, na forma de sulfato de zinco

heptahidratado, foi suficiente para que houvesse oito atomos de zince por seis moléculas de
insulina (hexdmero) em solucdo (Schlichtkrull, 1956).
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Figura A.3: Ensaio de dissolu¢io da insulina suina em tampdo acetato 0,1 M pH 5,50 (com

7% de NaCl) a 25°C por agitaciio com barra magnética, com (M) e sem adicio (®) de
zinco.
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A.3. FIBRILACAO DE INSULINA

A formacg8o de fibrilas de insulina € um processo fisico pelo qual moléculas de
insulina parcialmente desnaturadas interagem com outras para formar agregados lineares. O
modelo que melhor descreve a fibrilagiio € baseado na adsorg@io e destruigo parcial da
estrutura conformacional do mondmerc de insulina por superficies ou interfaces
hidrofobicas. Valores de pH menores do que 3,0 {0 que favorece a predomindncia de
mondmeros € dimeros de insulina em solugfio), temperaturas acima de 37°C (o que
favorece a exposigio de residuos hidrofobicos da insuling), alta agitagio e a presenca de ar
ou superficies poliméricas aceleram a fibrilagio (Brange et al., 1997, e Slursky et al., 1992).

Uma representacio esquematica do modelo de fibrilagiio pode ser visto abaixo:

fibrilas

Figura A.4: Representacdo esquematica do modelo de fibrilago da insulina (adaptado de
Shursky et al, 1992).

Para verificar se o pico de concentra¢io nfio era devido 4 desnaturacdo da proteina
por fibrilagdo, mediu-se a dissolugdo da insulina em condigBes nas quais ndo haveria
fibrilagdo, ou seja, auséncia de ar e de superficies hidrofobicas (Figura A.5). Como nessas
condigbes verificou-se que a cinética de dissolugdo da insulina mantinha o pico de
concentragdo, a fibrilagdio e, conseqiientemente, a desnaturagdo (por cisalhamento ou

fibrilagfio) foi descartada como explicagio para o comportamento da dissolugfio da msulina.
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Figura A.S: Dissoluc@o da insulina suina em tampfo acetato 0,1 M pH 5,50 com 7% de
NaCl em tubo de vidro agitado com esferas de vidro por tombamento com quase auséncia
de ar — condi¢hes nas quais a possibilidade de fibrilac8o ¢ bastante remota.
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A4. CALCULOS DETALHADO PARA AS ESTIMATIVAS DE
CRESCIMENTO CRISTALING DAS PROTEINAS ESTUDADAS

Para as diferentes temperaturas, a variagfio da concentragio (em mg/mL) de insulina
com o tempo (em min) a partir do pico de concentragio de insulina ¢, de acordo com as

equagbes empiricas obtidas com auxilio do programa Excel da Microsoft:

Temperatura (°C} m(t) R?
15 m =194,88 — 49,295 - log(t) 0,9632
25 m =135,35-35,81-log(t} 0,9518
35 m =122,82 - 41,55-log(t) 0,439

onde m € a massa em solugdo em mg et é o tempo em minutos.

Temperatura (°C} m(t)
s . 21,409
t
. 21,409
25 i =l

t

. 21,409
m= :

35




Temperatura (°C) m(t) R?
15 - R g 0,8532
3 Bc- B-L ’
0188 .
23 "3 8L ° 0,8061
<
35 JE 0,8330
= 3. pc ] B T >
Temperatura (°C) ko g
15 8,99 1,2
25 10,3 0,6
35 - 668, . 1

04!{:1

O coeficiente de transferéncia de massa £, z—? pode ser estimado utilizando a lei

de Stokes-Einstein para estimar a difusividade média D nas trés temperaturas em que se
trabalhou. A difusividade, segundo a lei de Stokes-Einstein € dada por:

onde kg € a constante de Boltzman, T a temperatura absoluta, 1 a viscosidade da soluggo
(utilizou-se a viscosidade da Agua), dnex é o didmetro hidrodinimico do hexfmerc de
insulina: 5,6 nm {Kadima et al., 1993).
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Temperatura (°C} 7 (cP) D (107 cm¥s)
i3 1,1404 6,610
25 0,8937 8,727
35 0,7225 11,157

O coeficiente de difusividade da insulina utilizado na estimativa da espessura da

camada limite estagnante é a média dos valores da tabela acima: D = 8,831-107 cm¥s =

5,299-10” mm?¥min.

Para a lisozima pode-se fazer uma estimativa semelhante utilizando como didmetro

hidrodindmico da molécula de lisozima 3,2 nm (Baird et al,, 2001): D = 1,545-10° cm%s =

9,273-107° mm?¥/s.
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