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Resumo X1iX

RESUMO

Este trabalho visou investigar o efeito dos quelatos IDA-Ni(II), CM-Asp-Ni(Il),
TED-Ni(IT) e TREN-Ni(II) na purificagdo de pré-insulina humana recombinante com cauda
de poli(histidina) (PIS) a partir de solugdo clarificada, obtida apds solubilizagdo dos corpos
de inclusido e sulfitdlise, proveniente do processo de producio de insulina (BIOMM, MQG).
Dentre os adsorventes estudados, Sepharose-TREN-Ni(Il) apresentou a maior capacidade
de adsorcio em termos de PIS, cerca de 50% da proteina alimentada. Os demais
adsorventes apresentaram a seguinte ordem de capacidade de adsor¢do IDA > HisTrap >
CM-Asp > TED. Em termos de seletividade, os adsorventes com CM-Asp-Ni (II) e TED-
Ni(I) imobilizados apresentaram maior seletividade. Os dados de adsor¢do de PIS no
equilibrio a 25°C foram bem representados pelo modelo de Langmuir-Freundlich.,
fornecendo valores de capacidade maxima de adsorcdo entre 43,14 mg e 154,56 mg de
PIS/g de adsorvente e valores de constante aparente de dissociacio entre 10°a 10" M. O
estudo termodindmico para adsorc¢do de PIS nos adsorventes estudados na faixa de 4 a 25°C
(exceto para TED-Ni(Il), faixa de temperatura de 25 a 45°C) mostrou diminuicdo dos
valores de K; com o aumento da temperatura, fornecendo valores de AH® positivos para
todos os casos, indicando que a adsorcdo de PIS nos quelatos estudados € um processo
endotérmico. Os valores de AG® foram negativos para todos os sistemas, indicando que a
adsor¢do € espontanea. Os valores de AS° encontrados foram positivos e pouco alterados
com o aumento de temperatura em todos os casos, favorecendo a complexacdo proteina-ion

metalico.
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Abstract XxXi

ABSTRACT

This work sought to investigate the effect of the chelating groups IDA-Ni(1I), CM-
Asp-Ni(Il), TED-Ni(Il) and TREN-Ni(Il) in the purification of a recombinant human
proinsulin poly-histidine tagged (PIS) starting from clarified solution, obtained from the
dissolution of inclusion bodies and oxidative sulfitolysis, originating from the process of
insulin production (BIOMM, MG). Among of the studied adsorbents, Sepharose-TREN-Ni
(IT) it presented the largest adsorption capacity in terms of PIS, about 50 % of the fed
protein. The other adsorbents presented the following order in adsorption capacity IDA >
HisTrap > CM-Asp > TED. In selectivity terms, the adsorbents with the chelating groups
CM-Asp-Ni (II) and TED-Ni (IT) immobilized presented a larger selectivity. The data of
adsorption of PIS in the equilibrium to 25°C were well represented by the model of
Langmuir-Freundlich, supplying values of maximum adsorption capacity between 43, 14
mg and 154, 56 mg of PIS / g adsorbent and values of apparent constant of dissociation
among 107 to 107 M. The thermodynamic study for adsorption of PIS in the adsorbents
considering the range from 4 to 25°C (except for TED-Ni (II), temperature range from 25
to 45°C) showed decrease of the values of K; with the increase of temperature, providing
positive values of AH® for all of the cases, indicating that the adsorption of PIS in the
studied chelating groups is a endothermic process. The values of AG® were negative for all
of the systems, indicating that the adsorption is spontaneous. The values of AS® founded
were positive and had little alteration due to temperature increase in all of the cases,

favoring the formation of complex protein-metallic ion.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO

No final dos anos 70 até meados dos anos 80 foram criadas nos EUA vdrias
companhias que se propunham desenvolver comercialmente produtos utilizando a
tecnologia do DNA recombinante. O crescimento mais notdvel desses produtos
biotecnoldgicos foram aqueles para uso terap€utico humano; entre eles as proteinas sao 0s
que apresentam maior desenvolvimento. Em 1982, a Eli Lilly Co. foi autorizada pelo “Food
and Drug Administration” (FDA) para entrar no mercado com a insulina humana obtida por
engenharia genética, sintetizada em Escherichia coli. Hoje ja foram reconhecidos outros
produtos tais como hormdnios, vacinas e anticorpos monoclonais, produzidos utilizando-se
sistemas de expressio em bactérias, leveduras e células animais (LADISCH e

KOHLMANN, 1992; O’KEEFE, 2000).

A utilizagcdo da tecnologia do DNA recombinante apresenta grandes vantagens,
entre elas a possibilidade de facilitar a purificacdo da proteina de interesse, uma vez que a
etapa de recuperacdo e purificagdo representa cerca de 70% do custo de producdo de
proteinas recombinantes, chegando a valores de até 90% (DYR e SUTTNAR, 1997). Para a
maioria dos casos de proteinas onde a pureza requerida é muito alta, o custo das etapas
cromatogréficas € de aproximadamente 70% do custo total de operacdo (PETRIDES et al.

1995).

Visando facilitar a purificacdo e a recuperagdo dessas proteinas, a engenharia
genética, empregando a técnica do DNA recombinante, tem introduzido caudas (“tag”) na
proteina de interesse. As caudas de afinidade podem ser definidas como sequéncia de
aminodcidos ou proteinas exdgenas com grande afinidade por ligantes bioldgicos
especificos ou ndo bioldgicos. O maior grupo de caudas de afinidade consiste de peptideos
ou proteinas que interagem com pequenos ligantes presentes no suporte sélido. O outro
grupo inclui caudas que interagem com proteinas imobilizadas na matriz sélida, como

anticorpos (ARNAU, 2006).

A pré-insulina humana, uma proteina a-hélice com massa molecular de 9,5 kDa
composta por duas cadeias de peptideos (A e B) ligadas por um peptideo C, foi uma das

primeiras proteinas a serem produzidas a partir da técnica do DNA recombinante
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(WINTER et al., 2002). A pré-insulina recombinante é produzida industrialmente de duas
maneiras: expressdo das cadeias A e B separadamente, e expressio da pro-insulina
contendo cauda de afinidade (LADISCH e KOHLMANN, 1992). Um dos tipos de cauda de

afinidade mais utilizados na producdo de pré-insulina € a cauda de poli(histidina).

A fusdo de uma sequéncia de histidinas (His-tag) na por¢do C- ou N-terminal da
proteina alvo tem sido amplamente utilizada. A purificagdo de proteinas contendo esse tipo
de cauda € baseada na interagdo dos residuos de histidina com fons metalicos quelatados
imobilizados na matriz sélida. Esta técnica, baseada na interacdo entre os residuos de
aminodcidos presentes na superficie de uma molécula em solugdo (por exemplo, grupos
imidazol da histidina, tiol da cisteina e indol do triptofano) e o ion metélico imobilizado, foi
introduzida por PORATH e colaboradores em 1975, e recebeu o nome de IMAC
(“Immobilized Metal-ion Affinity Chromatography”) (PORATH et al., 1975; PORATH e
OLIN, 1983; SULKOWSKI, 1985; SULKOWSKI, 1989; DYR e SUTTNAR, 1997;
CHAGA, 2001; ARNAU et al., 2006; MONDAL e GUPTA, 2004).

A adsorcao de proteinas em IMAC € influenciada por vérios fatores, e, entre eles,
alguns dos mais importantes sdo o agente quelante e o fon metdlico utilizado. A interagdo
entre o fon metdlico imobilizado e a proteina a ser purificada pode ser forte ou fraca,
dependendo do fon metélico utilizado e do nimero de sitios disponiveis para a interacao
coma protefna apds a quelacdo do fon metalico na matriz cromatografica. A escolha correta
do agente quelante e do ifon metédlico é fundamental para se obter maior seletividade,
rendimento e pureza na purificacdo de proteinas recombinantes. Para tanto, sdo necessario
estudos sobre o efeito dos agentes quelantes na adsor¢cdo de uma proteina, bem como o
entendimento do mecanismo de adsor¢do das proteinas nos adsorventes. Apesar de
existirem estudos de comparagdo entre agentes quelantes em IMAC (SHARMA e
AGARWAL, 2001; RIBEIRO et al., 2006; PORATH e OLIN, 1983; RIBEIRO et al.,
2008), normalmente eles sao realizados com proteinas j4 purificadas ou proteinas de grande
tamanho molecular, sendo poucos realizados com proteina de baixa massa molecular ndo
purificada, e também os estudos do mecanismo de adsor¢do sdo escassos. A escolha de uma
proteina com massa molecular pequena, porém dotada de cauda de afinidade como a pré-
insulina pode trazer grandes contribui¢des para o entendimento desse mecanismo, o que

auxiliaria no desenvolvimento de processo de purificacao.
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CAPITULO 2: OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito dos agentes quelantes tridentado
(IDA), tetradentados (CM-Asp, e Tris-2(aminoetil)amina, TREN) e pentadentado (TED) na
purificagcdo de pré-insulina sulfonada recombinante com cauda de poli(histidina) a partir de
solugdo clarificada, obtida apds solubilizacdo dos corpos de inclusdo e sulfitdlise,
proveniente do processo de produgcdo de insulina em escala piloto (BIOMM, MG),
utilizando a técnica de cromatografia de afinidade com o ifon metalico niquel imobilizado
em gel de agarose, técnica amplamente utilizada em processos industriais. Visando obter
um adsorvente que apresente grande capacidade de adsorcdo e seletividade e conhecer o

mecanismo de adsor¢ao.

Para atingir o objetivo proposto, este projeto de pesquisa constou das seguintes

etapas:

1) Ativacao do gel de agarose (Sepharose 4B) com epicloridrina, seguida da
imobiliza¢do dos agentes quelantes IDA, CM-Asp e TREN (os demais géis estudados

foram adquiridos comercialmente);

2) Ensaios cromatograficos com solu¢des contendo pré-insulina recombinante
sulfonada em colunas cromatogréficas contendo os géis derivatizados contendo os quelatos
quelantes, IDA-Ni(Il), CM-Asp-Ni(Il), TREN-Ni(II), TED-Ni(II) e coluna HisTrap-Ni(II)

(usada como controle) com o intuito de verificar o perfil de elui¢ao da pré-insulina;

3) Determinacdo das isotermas de adsor¢do por meio de ensaios em tanques
agitados, utilizando géis derivatizados e pro-insulina recombinante sulfonada de alta pureza
para determinacdo dos parametros de adsor¢do de acordo com os modelos de Langmuir e

Langmuir-Freundlich e de parametros termodinamicos AG®, AH® e AS®;

4) Determinacdo de curvas de ruptura (“breakthrough”) dos adsorventes em escala
laboratorial visando determinar a capacidade dinamica dos géis de afinidade (pardmetro

importantes no escalonamento do processo).
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CAPITULO 3: REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sdo apresentados tOpicos de conhecimentos bdsicos necessarios
para a compreensao do trabalho. O capitulo estd dividido em quatro partes, recuperacio e
purificacdo de proteinas recombinantes; pro-insulina humana recombinante: obtencdo e
purificagdo; cromatografia de afinidade por ions metélicos imobilizados (IMAC) e

isotermas de adsorg¢ao.

3.1 Recuperacio e purificacao de proteinas recombinantes

Com os grandes avangos em gendmica, protedmica, bioinformédtica e engenharia
genética, o nimero de proteinas produzidas usando a técnica do DNA recombinante esta
aumentando rapidamente. Estdo sendo realizadas buscas para identificar rapidamente
proteinas com uma aplicagdo potencial como proteinas terap€uticas, diagndsticas ou
industriais. A recuperacdo e purificacdo do produto de interesse € uma etapa fundamental
onde € desejdvel a obtengdo de alta pureza associado a um baixo custo. Com esse objetivo,
diferentes sistemas de expressdo, tais como leveduras (por exemplo, Saccharomyces
cerevisiae), bactérias (por exemplo, Escherichia coli) e linhagens celulares de mamiferos
(por exemplo, células de ovario de hamster chinés) e insetos (por exemplo, Drosophila
melanogaster) vém sendo desenvolvidas para expressar proteinas heterélogas (DYR e
SUTTNAR, 1997; ARNAU et al., 2006). As proteinas heter6logas s@o assim denominadas
por serem obtidas por células que ndo as produzem naturalmente. Essas proteinas
heter6logas podem ser obtidas na célula hospedeira no espago periplasmético ou enviada
para o meio na forma solivel, geralmente em concentracdes menores ou na forma de
agregados densos de proteina inativa, chamados corpos de inclusdo no citoplasma, onde
apresentam altas concentragdes. Um dos sistemas de expressdo mais utilizado € a bactéria
E. coli, por ser considerado um microrganismo bem caracterizado e um sistema de
expressdo com alta taxa de crescimento de biomassa, baixo custo de producdo e grande
versatilidade (MALIK et al., 2007). Em sistemas bacterianos, geralmente as proteinas sio

obtidas intracelularmente e representam 25% ou mais da proteina total no material
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produzido (no caso de corpos de inclusdo), porém esse material precisa ser solubilizado,

renaturado e reenovelado (DYR e SUTTNAR, 1997 e BAILEY e MEAGHER, 2000).

A purificagdo, mais que qualquer outra etapa, define a rentabilidade de um
bioprocesso; ela representa cerca de 60-70% dos custos totais de producdo, podendo chegar
a valores proximos de 90%. A recuperacdo e purificagdo de um produto recombinante
exigem basicamente a remocdo de debris celulares, de alguns precursores de proteina e,
finalmente, de impurezas e contaminantes derivados da cultura de células que normalmente
diferem significativamente do produto de interesse (DYR e SUTTNAR, 1997; PETRIDES
et al., 1995).

Para a recuperacdo de proteinas obtidas sob a forma de corpos de inclusdo em
bactérias, € necessdrio que a célula seja rompida por sonicagdo ou homogenizagdo, e,
imediatamente apds isso, deve ser submetida a uma centrifugacdo a 500 a 1.000 g. Nesse
ponto os corpos de inclusdo se encontram no precipitado, que deve ser solubilizado e
lavado diversas vezes, de forma a retirar qualquer outro material celular que também tenha
sido sedimentado. Depois de isolado os corpos de inclusdo, sdo utilizados desnaturantes
para solubilizar os agregados de polipeptidios. Os desnaturantes mais utilizados sdo uréia,

guanidina, vdrios detergentes e solventes organicos (DYR e SUTTNAR, 1997).

Atualmente os processos industriais para a obtencdo de bioprodutos empregam
varias metodologias para a realizacdo das etapas de purificacdo e recuperacdo, entre as
quais as principais sdo: precipitagdo, extragdo liquido-liquido, filtragdo em membranas e as
cromatografias de afinidade, de interacdo hidrofdbica, de troca idnica e de fase reversa que,
em combinacdo, resultam em produtos com elevado grau de pureza. Em tais processos,
geralmente € necessdrio uma seqiiéncia de multiplos passos cromatograficos, dos quais a
cromatografia por afinidade destaca-se como um dos métodos mais eficientes em termos de

purificacdo (DYR e SUTTNAR, 1997 e BAILEY e MEAGHER, 2000).

Quando se desenvolve as estratégias de recuperagdo e purificacdo da proteina, a
inclusdo de caudas de afinidade mostra-se atrativa por um grande nimero de razdes. Para
estudos estruturais, mais de 60% das proteinas produzidas incluem a cauda de
poli(histidina). Adicionalmente, o fato de que a purificacdo por afinidade normalmente

resulta em grandes rendimentos - freqiientemente cerca de 90% - faz com que a utilizacdo
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de caudas de afinidade seja uma alternativa economicamente favordvel (ARNAU et al.

2006).

A introducdo da cauda de afinidade tem apresentado efeito positivo nas
propriedades bioquimicas da proteina alvo, tais como prote¢do contra protedlises; facilita o
reenolvelamento da proteina e aumenta a solubilidade, além do proporcionar aumento no
rendimento (ARNAU et al., 2006). Hoje, varios tipos de cauda vém sendo utilizadas,
visando a purificacdo das proteinas de interesse. Alguns desses tipos estdo apresentados na

Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Alguns exemplos de caudas de afinidade (Adaptado de ARNAU et al., 2006)

Tamanho (nimero de .
Cauda L Comentarios
aminoacidos)

Purificacdo por afinidade sobre condi¢des

His-tag * 5-15 ‘
nativas ou desnaturantes (IMAC)
b Purificacdo baseada em reconhecimento por
FLAG 8 ) )
anticorpos monoclonais

Streptavidina modificada, elui¢do com
Streptag I © 8

biotina (uma vitamina hidrossolivel)
Tiorredoxina ¢ 109 Purificacdo por afinidade (IMAC)
Glutationa S- 01 Glutationa reduzida (GSH) ou afinidade
transferase ° entre glutationa S-transferase-anticorpo
Proteina ligada a 396 Purificacdo por afinidade em coluna
maltose ' contendo amilose imobilizada

a) His-Tag: cauda de poli(histidina); b) FLAG: conjunto de oito peptideos hidrofilicos reconhecido por um
anticorpo; c¢) Streptag II- proteina de Streptomyces, similar a biotina, utilizada para detectar seqiiéncia de
nucleotideos ou proteinas; d) tiorredoxina: pequena proteina (12 - 14 kDa) com duas cisteinas no sitio ativo;
e) Glutationa S-Transferase (GSTs) sdo um grupo de enzimas que apresentam especificidades comuns em
relagd@o ao substrato aceptor eletrofilico; f) proteina ligada a maltose.

A fusdo de seqiiéncia de histidinas (5 a 15), sendo mais utilizada 6 histidinas na
porcdo C ou N-terminal da proteina alvo, tem sido bastante utilizada, pois a purificagdo da
proteina alvo é baseada na técnica de cromatografia de afinidade por ifons metalicos

imobilizados (IMAC). A separagdo de proteina por IMAC ocorre com base nas interacdes
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entre certos residuos de aminodcidos, especialmente a histidina, e o fon metdlico
imobilizado. O anel imidazol, residuo da histidina exposto na superficie da proteina,
apresenta uma grande afinidade por metais quelatados. As interacdes destes residuos com
fons metdlicos decorrem de uma ligacdo de coordenacdo entre um par de elétrons do anel
imidazol e o ligante: um fon metdlico quelatado por agentes como o dcido iminodidcetico
(IDA) (PORATH et al.,, 1975; PORATH e OLIN, 1983; SULKOWSKI, 1985 e
SULKOWSKI, 1989, DYR e SUTTNAR, 1997, MONDAL e GUPTA, 2006; ARNAU et
al., 2006).

A remog¢do da cauda € necessdria para que a proteina possa ser utilizada
parenteralmente. A cis@o entre a proteina alvo e a cauda pode ser efetuada empregando-se
métodos enzimdticos ou quimicos que preservam a estrutura e a atividade da proteina de

interesse (COWLEY e MACKIN, 1997).

3.2 Pro-insulina recombinante: obtencao e purificacao

A insulina humana foi a primeira proteina humana produzida em bactérias, pela
tecnologia do DNA recombinante, em 1978, onde foram sintetizadas separadamente as
cadeias A e B da insulina. Sua comercializacdao pela Eli Lilly foi autorizada pelo FDA
(“Food and Drug Administration”) em 1982 (LADISCH e KOHLMANN, 1992). A insulina
recombinante tem duas grandes vantagens sobre a insulina tradicional obtida da extracdo de
pancreas animal: had virtualmente um suprimento ilimitado de insulina humana
recombinante, e ela € idéntica a insulina humana. Atualmente a insulina humana tem sido
obtida a partir da producdo de pré-insulina recombinante, que € o precursor da insulina,
uma proteina o-hélice de massa molecular 9,5 kDa, a qual contém as cadeias A e B da
insulina interligadas por trés pontes de dissulfeto e o peptideo C (Figura 3.1). A pro-
insulina apresenta muitas das propriedades fisicas da insulina, tais como agregacdo,
formacdo de dimeros e hexdmeros coordenados com Zn(Il) ou outros cation divalentes,
similares ponto isoelétrico e solubilidade, apesar do maior tamanho da molécula. A
vantagem principal da utilizacdo da pro-insulina para a producdo da insulina € o
enovelamento espontineo para a formacdo da estrutura de insulina, sendo o peptideo C
posteriormente removido através de clivagem enzimdtica (LADISCH e KOHLMANN,
1992; WINTER et al., 2002; WINTER et al., 2000; PITTMAN et al., 2004; MALIK et al.,
2007).
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Figura 3.1 Representacdo da estrutura de pré-insulina: cadeias A e B (em vermelho) e
peptideo C (em cinza) (www.sh.isuhsc.edu/intragrad/foundations/217/aw/5).

Atualmente a pré-insulina tem sido produzida em diferentes microorganismos,
como Escherichia coli, Bacillus subtilis, Streptomyces lividans e Saccharomyces

cerevisiae, sendo expressa intra ou extracelularmente.

O principal sistema utilizado para a expressio de pro-insulina humana
recombinante é a E. coli, devido a habilidade deste hospedeiro em multiplicar-se
rapidamente e em elevadas quantidades na presenga de substratos de baixo custo, além de

possuir caracteristicas genéticas bem conhecidas.

A pré-insulina humana recombinante expressa em E. coli se encontra sob a forma
de corpos de inclusdo. Apesar das dificuldades de se purificar uma proteina expressa em
corpos de inclusdo, essa op¢ao € muito utilizada, pois o nivel de expressao é muito alto e se
adicionando cauda de aminodcidos a essa proteina, ela fica protegida do ataque de proteases
presente no citoplasma do hospedeiro. Outra op¢ao seria a producio da proteina no espago
perisplasmatico da bactéria, uma vez que a maioria das proteases estdo localizadas no
citoplasma (WINTER et al., 2000; MERGULHAO et al., 2004; MALIK et al., 2007).
Porém a concentra¢do de pré-insulina expressa no periplasma é menor que a expressa em

corpos de inclusao.

A conversio da pro-insulina recombinante em insulina ocorre por clivagem

enzimatica, utilizando tripsina e carboxipeptidase B, como esquematizado na Figura 3.2.
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Pro-insulina

Insulina

Figura 3.2: Representacdo da conversdao da molécula de pré-insulina em insulina através
de clivagem proteolitica (http://www.endotext.org/Diabetes/diabetes3_new/diabetes3.htm ).

Nos processos de obtencdo de pré-insulina humana recombinante encontrados na
literatura (Tabela 3.2), a existéncia de passos de purificacdo envolvendo cromatografias
com gel como matrizes € uma constante, como em praticamente todo o processo de

producdo de proteina com alta pureza.

Dentre os processos descritos na literatura para a obtencdo de insulina humana a
partir da pro-insulina recombinante com cauda de poli(histidina), o diagrama de blocos da
Figura 3.3 (modificado de PETRIDES et al., 1995) esquematiza o processo de producao de
insulina humana a partir da pré-insulina com cauda de poli(histidina) expressa em corpos
de inclusd@o em E. coli, cujas etapas de purificacdo da insulina foram descritas segundo

TIKHONOV et al. (2001).
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Tabela 3.2: Producdo e purificagdo de pré-insulina humana recombinante (Adaptado de

AQUINO, 2004).

Pro-insulina

humana Etapa(s) Adsorvente Fonte
recombinante cromatografica(s) utilizado
produzida
CP(r)(r)l;grll?;lga Cromatografia de afinidade

tideo histidi por ion metdlico imobilizado ~ Agarose-IDA-Ni(II)  SMITH et al. (1988)
peptideo histidina- (IMAC)
triptofano

Pro6-insulina

Cromatografia de troca idnica,
interagdo hidrofébica e
cromatografia liquida de alta
eficiéncia por fase reversa
(RP-HPLO).

SP Sepharose big
beads.
(nd)

PETRIDES et al.
(1995)

NILSSON et al.
.. . ) .. Coluna contendo (1996) e
- 77 -
Pré-insulina-ZZ Cromatografia de afinidade Sepharose-IgG MERGULHAO et al.
(2004)

Pré-insulina Filtragdo em gel e lsbflg?iii)i{acl}\ﬁ)sno Q COWLEY ¢

cromatografia de troca idnica HR 5/5 MACKIN (1997)

.. . Filtracdo em gel, IMAC e Sephadex G-25
Pré-insulina cromatografia liquida de alta ~ Sepharose chelatin
contendo cauda de A 2 d P . €  MACKIN (1999)
oli(histidina) eficiéncia por fase reversa actived-Ni(II)

P (RP-HPLO). Coluna Vydac C4
Pré-insulina Cromatoerafia de troca ionica Coluna DEAE- WINTER et al.
contendo DsbA** & Sepharose FF (2000)
Pré-insulina Cromatografia de troca idnica DEAP-Spheronit TIKHONOV et al.
contendo cauda de seouido vor IMAC Sepharose 4B —IDA- (2001)
poli(histidina) gudop Ni(IT)

Cromatografia liquida de alta MACKIN e
Pré-insulina eficiéncia por fase reversa 515011{1;18 SOURCE CHOQUETTE

(RP-HPLC) (2003)
Pré-insulina PEVA-IDA-Ni(II)
contendo caudade IMAC Sepharose-IDA- é(géil)NO ctal
poli(histidina) Ni(II)

Coluna HiTrap

Pro6-insulina
humana contendo
ecotin™®**

Cromatografia de afinidade
com tripsinogénio
imobilizado seguido de IMAC

contendo Sepharose-
actived NHS com
tripsinogénio
imobilizado

Coluna HisTrap
FF(Ni(I))

MALIK et al. (2007)

*A pré-insulina-ZZ € pré-insulina contendo uma cauda de afinidade ZZ, ou seja, um dominio de ligagdo a
IgG, baseado no dominio B da proteina A encontrada na parede celular de bactérias Staphylococcus aureus.

** DsbA € uma proteina que favorece a formag@o correta das pontes de dissulfeto.
**%* Ecotin (Escherichia coli inibidor de tripsina), € um dimero periplasmético de 16 kDa
(nd) As colunas de interacdo hidrofébica e RP-HPLC ndo foram informadas.
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Rompimento celular —

Biorreator homogeneizador
¥
Solubilizagao
dos corpos |+ Centrifugagao
de incluséo | Precipitado

¥

Sulfitdlise
(Pré-insulina > Cro;l;attr(())%;aﬁa . IMAC
His tag inica
sulfonada) l
Clivagem i
Purificacédo e | proteolitica Renaturagao
cristalizagao |- (remogao da cauda ) {formacéo das
de polifhis) pontes dissulfeto)

¥

Insulina humana de alta pureza
(99,5 a 99,9%)

Figura 3.3: Esquema das etapas de recuperacdo e purificacdo de insulina humana
produzida a partir da pré-insulina recombinante contendo cauda de poli(histidina),
produzida em corpos de inclusdo em Escherichia coli (modificado de PETRIDES et al.,
1995 e adaptado de TIKHONOV et al., 2001 e AQUINO, 2004).

O processo de recuperacdo e purificagdo da pro-insulina comeca com o
rompimento da célula hospedeira (E. coli) em um homogenizador de alta pressdo. Os
corpos de inclusdo sdo separados dos constituintes celulares por centrifugacdo ou
microfiltracdo e, em seguida, os corpos de inclusdo sdo resuspendidos e lavados com
solugdes tamponantes, uréia e 2-f-mercaptoetanol para manter a proteina desenovelada. A
pré-insulina recuperada nestes corpos de inclusdao contendo uma cauda de poli(histidina),

denominada pro-insulina-His-“tag”, é submetida a uma sulfitolise, que substitui as pontes
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de dissulfeto por grupos sulfito (SO’3) em todos os residuos de enxofre nas cisteinas. A pro-
insulina-His-“tag” sulfonada resultante € submetida a etapas de purificacio por
cromatografia de troca i6nica e IMAC. A pré-insulina sulfonada recombinante pré-
purificada € renaturada, com a formacdo correta das pontes de dissulfeto. A seguir, a
proteina renaturada € purificada por cromatografia de interacdo hidrofébica e convertida a
insulina pelas enzimas tripsina e carboxipeptidase B, que clivam a cauda de histidina e o
peptideo C, respectivamente. Finalmente, a insulina é submetida as etapas finais de
purificagdo por cromatografia de troca idnica, cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) por fase reversa, filtracdo em gel e cristalizacdo, atingindo alto grau de pureza e

mantendo suas caracteristicas (PETRIDES et al., 1995 e TIKHONOYV et al., 2001).

Os processos de obtencdo da insulina humana a partir da pré-insulina humana
recombinante descritos na literatura apresentam etapas cromatograficas, sendo que a
cromatografia por IMAC, € um dos métodos cromatograficos mais promissores para

purificagcdo da pré-insulina recombinante.

3.3 Cromatografia de afinidade com ions metalicos imobilizados

Na metade dos anos 70, PORATH e colaboradores introduziram uma nova técnica
de cromatografia, que inicialmente recebeu o nome de cromatografia com quelato metalico,
posteriormente  substituido por cromatografia de afinidade com ions metélicos
imobilizados, IMAC (“Immobilized Metal-ion Affinity Chromatography”). A técnica € um
método de separacdo que se baseia nas diferencas de afinidade de proteinas por fons
metdlicos imobilizados em uma matriz cromatogréfica. Esse diferencial de afinidade advém
das ligacdes de coordenacdo formadas entre os residuos de aminodcidos expostos na
superficie da molécula, que atuam como uma base de Lewis, doando elétrons aos sitios de
coordenagdo disponiveis dos fons metdlicos. Desde que essa interacdo entre os ions
metdlicos imobilizados e os residuos de aminodcidos apresente caracteristicas reversiveis,
essa técnica pode ser explorada na adsor¢do e separacdo em condi¢des brandas (PORATH
et al.,, 1975; SULKOWSKI, 1985; WONG et al., 1991; CHAGA, 2001; UEDA et al.,
2003).

Em IMAC a adsorcio baseia-se em dois componentes: o agente quelante e o ion
metdlico imobilizado. O fon metdlico que interage com a proteina encontra-se imobilizado

por meio de um agente quelante, que por sua vez estd imobilizado na matriz, via um
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espacador por meio de ligagdes covalentes. O agente quelante apresenta dtomos doadores
de elétrons, e eles s@o capazes de interagir com os fons metdlicos através da formacao de
ligacdo de coordenacdo, formando quelatos. As interacOes entre o fon metalico imobilizado
e a proteina sdo complexas e combinam efeitos eletrostdticos, hidrofobicos e de
coordenacgdo entre o fon metdlico e os grupos doadores de elétrons presentes nos residuos
de aminodcidos acessiveis na superficie da molécula. Geralmente, todos os trés tipos de
interacdo devem ser considerados, no entanto, nem sempre é possivel determinar suas
contribui¢cdes relativas (PORATH et al., 1975; SHARMA e AGARWAL, 2001). Apesar
dos vidrios residuos de aminoacidos que podem estar presentes na superficie da proteina
participarem das interacdes, os residuos que apresentam maior contribui¢io para a reten¢ao
da proteina sao histidina, cisteina e triptofano (PORATH et al., 1975; SULKOWSKI, 1985
e BELEW et al., 1987).

A utilizacdo de caudas de poli(histidina) contribui para que a ligacdo entre a
proteina de interesse e o fon metdlico imobilizado seja realizada em vdarios pontos,
tornando-a mais estdvel e mais seletiva, como ilustrado na Figura 3.4. As ligacdes entre o
fon metdlico imobilizado e residuos de aminodcidos na superficie de proteinas nativas sdo
mais complexas, devido ao menor niimero de residuos disponiveis e a distancia entre eles,
enquanto que os residuos presentes na cauda de uma proteina recombinante sdo de facil

acesso permitindo intera¢des mais especificas JOHNSON e ARNOLD, 1995).

A técnica de IMAC apresenta muitas vantagens e facilidades como método de
purificacdo de proteina, gracas a sua versatilidade em relagdo aos adsorventes de afinidade
e a alta capacidade de adsor¢do de proteina, quando comparado com outras técnicas de
cromatografia de afinidade (0,1-10 pM de proteina/mL de gel). Diferentes ions metalicos
podem ser imobilizados na mesma matriz e podem ser facilmente removidos através da
adicdo de agentes competidores fortes (ex: EDTA) sem que haja perda da capacidade de
adsorcdo da matriz. A resina cromatografica apresenta a capacidade de ser regenerada

centenas de vezes, sem a perda das caracteristicas cromatograficas (UEDA et al., 2003).
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Figura 3.4: Esquema da ligacdo entre a proteina e o suporte de afinidade com o ion
metdlico quelatado. Ligacdes fortes entre a proteina e a matriz de IMAC ocorrem
predominantemente por interagdo multi-ponto (a) das histidinas da superficie da proteina
nativa ou recombinante, ou (b) pela cauda de histidina (His-tag) acoplada ao N- ou C-
terminal da proteina. (Adaptado de GABERC-POREKAR e MENART, 2001)

Em IMAC, a seletividade da separacdo de proteinas depende de vdrios fatores,
como a escolha da matriz (que deve possuir basicamente as mesmas caracteristicas
requeridas aos outros suportes utilizados em cromatografias de afinidade) do agente
quelante, do fon metalico, da densidade de ligantes e das condi¢des de adsor¢do e dessor¢ao

(UEDA et al., 2003 e AQUINO, 2004).

3.3.1 Escolha do agente quelante

Um dos principais fatores que influenciam na adsorcdo e seletividade de um
adsorvente em IMAC € o agente quelante imobilizado na matriz. Vérios agentes quelantes
sdo utilizados em IMAC, dentre eles o Tris(carboximetil) etilenodiamino (TED), o acido
nitrilotriacético  (NTA), o 4cido aspartico carboximetilado (CM-Asp), o
tetraetilenopentamina (TEPA), 4cido carboximetil o, B diamino succinico (CM-DASA),
Tris-2(aminoetil)amina (TREN) e o acido iminodiacético (IDA) (Tabela 3.3). Os agentes
quelantes podem ser bidentados, tridentados, etc, dependendo do nimero de ligacdes de
coordena¢do que formam com o ion metalico. Em geral, quanto mais polidentado o agente
quelante, mais estdveis sdo os complexos formados com os fons metdlicos devido ao

nuimero de ligacdes entre agente quelante e fon metdlico, porém, ji que permanecem
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poucos sitios disponiveis para a ligacdo da proteina, esta pode ser adsorvida apenas

fracamente.

Tabela 3.3: Alguns agentes quelantes utilizados em IMAC (Adaptado de GABERC-
POREKAR e MENART, 2001).

Agente Quelante Coordenaciio Ion Metilico Quelatado

Acido aminohidroxamico Bidentado Fe(III)

Salicilaldeido Bidentado Cu(1l)

8-hidroxi-quinolina (8-HQ) Bidentado AI(III), Fe(III), Yb(III)

Acido iminodiacético (IDA) Tridentado Cu(II), Zn(II), Ni(II), Co(II)

Dipicolamida (DPA) Tridentado Zn(1D), Ni(Il)

Orto-fosfoserina (OPS) Tridentado Fe(Ill), AI(III), Cadl),
Yb(IIT)

N-(2-piridilmetil) aminoacetado Tridentado Cu(I)

2,6-Diaminometilpiridina Tridentado Cu(1)

Acido nitrilo tri-acético (NTA) Tetradentado  Ni(II)

Acido aspértico carboximetilado(CM-Asp) Tetradentado  Ca(II), Ni(II), Co(II)

Tris-2(aminoetil)amina (TREN) Tetradentado  Cu(II), Ni(1)

N,N,N’-tris-carboximetil-etilenodiamina Pentadentado  Cu(II), Ni(I1I), Zn(II)

(TED)

A interacdo entre o agente quelante e o ion metdlico € chamada de efeito quelato,
por ser mais forte e mais estdvel do que a formacdo de um complexo de coordenagdo. A
estabilidade do quelato depende também dos anéis quelatos formados entre os dtomos do
agente quelante e o fon metdlico. Alguns desses anéis quelatos estdo representados na
Figura 3.5 para os agentes quelantes IDA, NTA, CM-Asp, TED e TREN, que serdo

utilizados nesse trabalho. Os tragados em cores diferentes representam cada anel quelato.
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Figura 3.5: Representacdo esquemadtica da formacdo dos complexos quelante-metal em
uma superficie sélida ativada com epicloridrina.(Adaptada de GABERC-POREKAR e
MENART, 2001 e RIBEIRO, 2006).

O anel quelato € uma estrutura ciclica formada da ligacdo entre um composto que
se coordena com um metal em pelo menos dois pontos, em formatado de pinga. A formacao
do anel quelato € mais estivel que a coordenacdo com ligantes monodentados, pois a
dissociacdo do ligante-quelato envolve o rompimento de vérias ligagdes, ao invés de uma
(LEE, 1980). O ntiimero de dtomos envolvidos na formacdo de cada anel quelato determina
a estabilidade do complexo metélico, sendo que a configuragdo recomendada é a formacao
de anéis contendo no médximo cinco a seis dtomos (Tabela 3.4), pois nimeros maiores de
atomos podem dificultar a formacdo de anéis quelatos devido ao impedimento estérico, que
¢ a interferéncia ou inibi¢cdo de uma reagdo, devido ao tamanho de uma ou de outra parte

reativa (DWYER e MELLOR, 1964).
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O 4cido iminodiacético (IDA) € o ligante mais utilizado em IMAC, sendo um
composto tridentado que ocupa trés sitios de coordenacdo ao quelatar o fon metélico. No
caso de ions hexacoordenados, os mais utilizados em IMAC, trés sitios sd@o ocupados pelo
IDA e os outros trés ficam disponiveis para a ligacdo com a proteina (SULKOWSKI, 1985
e WONG et al., 1991).

Tabela 3.4: Fatores de estabilidade quelato e ponto de carga nula de alguns dos agentes
quelantes (adaptado de PORATH, 1988 e RIBEIRO, 2006)

Agente Numero de atomos que Numero de anéis pH onde a carga
quelante | participam da coordenacio do quelato formado liquida do agente
Nitrogénio Oxigénio 5 atomos | 6 atomos quelante ¢ nula
IDA 1 2 2 0 2,0-3,0¢
NTA 1 3 3 0 5,8
CM-Asp 1 3 2 1 <4,0%
TREN 4 0 3 0 10,5?
TED 2 3 4 0 Nd

(1) TARESTE et al., 2002.
(2) Sigma-Aldrich Technical Service

CHAGA (2001) desenvolveu uma representacdo da capacidade de adsorcdo e
seletividade para alguns agentes quelantes e ions metdlicos imobilizados (Figura 3.6). A
estabilidade dos complexos formados pelos agentes quelantes é inversa a capacidade de
adsor¢do. Este autor também mostrou que cerca de 50% das proteinas oriundas de fontes
bioldgicas (nativas) poderiam ser retidas em Cu(Il) imobilizado, ao passo que esse nimero
tende a cair significativamente se Ni(Il), Co(Il) ou Zn(Il) s@o utilizados, pois requerem

sitios de ligacdo precisos.

O agente quelante TREN ndo foi mencionado nos estudos realizados por Porath,
1988, uma vez que esse agente quelante foi pouco utilizado até entdo. Dados obtidos da
literatura mostram que em termos de capacidade de adsor¢do, o complexo TREN-Me(lII) é
inferior aos complexos IDA-Me(Il), CM-Asp-Me(Il) e NTA-Me(II) e superior ao complexo
TED-Me(1l), devido ao fato de ser um agente quelante tetradentado, e apresentar 4

nitrogénios que realizam a imobilizacdo do ion metdlico, sendo que dois nitrogé€nios
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correspondem a aminas primdrias, um nitrogénio a amina secunddria € um nitrogénio a

amina tercidria (SHARMA e AGARWAL, 2002b).

lons Metalicos mobilizados

Culllh= Bl = Colll) = Znfil
i (AN i VU

VL L

F 1

IDA3 = NTA%Y > Ch-Asp® = T
Agentas Quelantas

[T

DS

Figura 3.6. Agentes quelantes e ions metalicos: especificidade em fun¢do da capacidade de
adsorc¢do (adaptado de CHAGA, 2001). 3- tridentado, 4- tetradentado, 5-pentadentado.

3.3.2 Quimica de coordenaciao

Em IMAC, a adsorcdo de proteinas € baseada na coordenacido entre os fons

metdlicos imobilizados e os grupos doadores de elétrons da superficie da proteina.

Os fons metdlicos mais comumente utilizados em IMAC sdo os fons de metais de
transicdo como Cu(Il), Ni(Il), Zn(II) e Co(Il), que sdo receptores de pares de elétrons e
podem ser considerados 4cidos de Lewis (GABERC-POREKAR e MENART, 2001). Os
atomos doadores de elétrons (N, S e O), presentes nos compostos quelantes imobilizados no
suporte cromatografico, sdo capazes de se ligar por coordenagdo aos fons metalicos
formando quelatos metélicos, que podem ser bi, tri, tetra ou pentadentados, dependendo do
numero sitios de coordenacdo ocupados. Os sitios de coordenacdo metélicos que
permanecem livres sdo normalmente ocupados com moléculas de dgua que podem ser
trocadas com grupos doadores de elétrons disponiveis da proteina (GABERC-POREKAR e
MENART, 2001). Quando uma molécula de proteina que possui grupos doadores de
elétrons (histidina, cisteina e triptofano) acessiveis em sua superficie € inserida, em pH
neutro, em uma coluna cromatogrifica contendo ions metélicos imobilizados (Co(Il),
Ni(II), Cu(Il) ou Zn(II)), a ligacdo de coordenagdo € estabelecida resultando na retengdo da

proteina e possibilitando sua purificacdo (SULKOWSKI, 1989).
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O principio de Acidos e Bases Fortes e Fracos (HSAB — “Hard and Soft Acids and
Bases”) assume que na ligacdo de dois dtomos, um atua como 4cido de Lewis e o outro
como base de Lewis. Atomos como oxigénio, nitrogénio alifitico e fésforo sio
classificados como bases fortes, enquanto o nitrogénio aromatico € classificado como base
intermedidria e o enxofre como base fraca. Os cations monovalentes (Ag(I), Au(I), Hg(I) e
Cu(I)) sdo os acidos fracos, enquanto K(I), Na(I), Ca(Il), Mg(Il) e Fe(III) s@o acidos fortes
e os fons metalicos Co(II), Zn(II), Cu(Il) e Ni(Il) acidos intermediarios. De acordo com o
HSAB, os acidos fortes formam ligacOes estdveis com as bases fortes e, os dcidos fracos

com as bases fracas (WONG et al., 1991 e UEDA et al., 2003).

Portanto, os fons metélicos fortes Fe(Ill), Ca(Il) e AI(III) formam liga¢des mais
estdveis com dtomos de oxigénio, enquanto os fons metélicos fracos Cu(l) , Hg(Il) e Ag(I)
coordenam preferencialmente com enxofre e os intermedidrios Cu(Il), Ni(Il), Zn(Il) e
Co(II) com nitrogénio, mas também com oxigénio e enxofre. A seletividade dos ions
metdlicos fortes e intermedidrios sdo muito diferentes, mesmo no pH 6timo de adsorcdo
(pH 4cido e pH neutro, respectivamente), eles interagem com diferentes residuos na

superficie da proteina (PORATH, 1988 e CHAGA, 2001).

Segundo PORATH et al. (1975) e SULKOWSKI (1985), o anel imidazol da
histidina é responsavel pela ligacdo da proteina aos fons metdlicos Cu(Il), Zn(Il), Ni(Il) e
Co(Il) quelatados, devido a coordenacdo entre o par de elétrons presentes no nitrogénio do
anel e o fon metdlico. Desta maneira, tem-se estudado, em diversos trabalhos, a
incorporacdo de caudas de poli(histidina) na proteina de interesse, conferindo a

possibilidade de sua purificacdo por IMAC.
3.3.3 Selecao do ion metalico

Um dos fatores fundamental na técnica de IMAC € a escolha do {fon metélico a ser
imobilizado. Em principio, todos os ions metdlicos capazes de interagir com as proteinas
podem ser utilizados em IMAC, porém, Fe(Ill), Co(Il), Ni(Il), Cu(Il), Zn(Il), AI(II]) e
Ca(II), sao os ions metalicos mais utilizados.(WONG et al., 1991; CHAGA, 2001) .

Os ions Fe(Ill) e AI(III) ligam-se a fosfato e fosfoésteres primarios podendo ser
utilizados para separar fosfoproteinas (SULKOWSKI, 1988 e ANDERSSON e PORATH,

1986) e o ion Ca(Il), por formar ligagdes de coordenacdo estdveis com o dtomo de oxigénio
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presente em grupos carboxilicos dos residuos dos aminodcidos aspartato e glutamato, pode
ser utilizado para purificacio de proteinas contendo grupamentos carboxilicos

(MANTOVAARA et al., 1991).

A andlise da retencdo de peptideos e proteinas realizada por SULKOWSKI, 1989,
utilizando tampao fosfato 20 mM a pH 7,0 e NaCl 1,0 M, determinou regras de interacao
entre os residuos de histidina com adsorventes contendo IDA-Cu(Il), IDA-Nil(II), IDA-
Co(Il) e IDA-Zn(I1) que s@o as seguintes:

L. A presenca de pelo menos um residuo de histidina disponivel na superficie
da proteina para a coordenacgdo € suficiente para a retencdo da mesma em um gel de IDA-

Cu(Il);

II. A presenca de dois residuos histidina disponiveis para a coordenacao resulta

em uma mais forte retengc@o da proteina em um gel de IDA-Cu(Il);

III. A presenca de dois residuos histidina disponiveis para a coordenagdo é

requerida para a retencdo em um gel de IDA-Ni(Il);

IV. A presenca de dois residuos histidina espacialmente localizadas em uma a-
hélice e separadas por dois ou trés aminodcidos € requerida para a retencdo em géis de

IDA-Zn(II) e de IDA-Co(1D);

V. A retencdo de uma proteina que possui dois residuos histidina vicinais
(efeito quelato) serd mais forte, em todos os géis IDA-Me(Il), que a retencdo de uma

proteina que possui dois residuos histidina bem espacados na estrutura tridimensional.

Como o resultado desta regra, pode-se determinar uma ordem crescente de forca de
retencdo de proteinas em géis IDA-Me(Il), da seguinte forma: Cu(Il) > Ni(Il) > Zn(Il) =
Co(I).

3.3.4 Mecanismos de adsorcao e dessor¢io

Como ja mencionado, a ligagdo entre a proteina e os fons metdlicos imobilizados
em IMAC resulta da habilidade de ligantes ricos em elétrons de deslocar ligantes
fracamente ligados, como a dgua, em complexo com fons metdlicos. As interacdes entre
fons metélicos e proteinas que estdo envolvidas na formagdo do complexo de coordenacdo
especifica s@o tanto eletrostdticas, hidrofébicas e transferéncia de cargas. A ligacdo das

proteinas resulta da habilidade de ligantes aminodcidos rico em elétrons deslocarem a dgua
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do complexo formado com o ion metédlico, que pode doar ou receber elétrons dos
aminoécidos. Quando a proteina é exposta a um fon metdlico imobilizado na matriz
cromatogréfica, esta tem a capacidade de formar ligagdes coordenadas e interacOes
multipontos. A ligacdo € seletiva para altas concentragdes de sal desde que a forga i6nica

impeca a existéncia de qualquer outra interacao eletrostética.

z

A etapa de adsor¢do-dessorcio € importante em qualquer processo de

cromatografia de afinidade e pode ser representadano caso de IMAC pela equagdo:

pH 7-8

S-A-Me"™" + XP S-A-Me"*-XP

pH 4-6

em que S representa o suporte, A o agente quelante, Me™" o metal imobilizado e X

o grupo reativo da proteina P.

A adsor¢do da proteina em gel de IMAC ¢€ realizada a um pH em que os grupos
doadores de elétrons da superficie da proteina se encontrem parcialmente desprotonados.
Para tanto, € comum aplicar a proteina em gel contendo fon metélico imobilizado em pH

alcalino.

A elui¢do das proteinas adsorvidas na matriz cromatografica pode ser conduzida
utilizando-se um dos trés métodos: protonacdo, adicdo de agente competidor e

deslocamento do complexo proteina-ion metélico.

A protonacdo € um dos métodos mais utilizados. Consiste na protonagdo dos
grupos doadores de elétrons da superficie da proteina por abaixamento do pH da fase
moével. Porém, alguns cuidados devem ser tomados ao se utilizar essa técnica de eluig¢do: 1)
utilizacdo de condi¢Oes dcidas de eluicdo moderadas, a fim de evitar a desnaturacdo da
biomolécula, acarretando perda irreversivel da atividade; 2) cuidados com a possivel
precipitacdo isoelétrica das proteinas dentro da coluna, também ocasionada pelas condi¢des
de baixo pH; e 3) monitoramento do desprendimento do ion metélico da coluna, causado
pelo enfraquecimento da interagdo entre o agente quelante e o fon metdlico imobilizado, o
qual pode ser influenciado pelo abaixamento do pH do meio (SULKOWSKI, 1985;
SHARMA e AGARWAL, 2001).

A adic@o de agente competidor, como por exemplo, imidazol, que também possua
capacidade de interagir com o fon metdlico faz com que a elui¢do seja feita em condic¢des

de pH neutro. Este método de elui¢do apresenta a vantagem de evitar o abaixamento de pH
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na recuperagdo de proteinas e com isso evitar os problemas citados no item anterior; porém
requer a adicdo de uma etapa para a retirada do agente competidor do meio contendo a

proteina (SULKOWSKI, 1985).

O deslocamento do complexo fon metdlico-proteina utilizando outro agente
quelante mais forte (por exemplo, EDTA) é normalmente utilizado como etapa para a
regeneracio da coluna, ap0s a etapa de eluicdo. Porém, em alguns casos, a interac@o entre o
ion metélico e a proteina de interesse se apresenta tao forte que sua dessorcdo s6 € possivel

se deslocando o fon metalico (SULKOWSKI, 1985).

3.4 Isotermas de adsorc¢iao

Os dados de equilibrio de adsor¢do sdo muito importantes para avaliar as
propriedades do adsorvente e fornecer parametros relacionados as operacdes de purificacao
de proteina por cromatografia em larga escala. A adsorcdo pode ser avaliada
quantitativamente através de isotermas, as quais permitem avaliar a capacidade de adsorc¢ao
e a forca com a qual as proteinas se ligam a determinado adsorvente. Uma isoterma de
adsorcdo mostra a quantidade de um determinado soluto adsorvido por uma superficie

adsorvente, em funcdo da concentragdo de equilibrio do soluto a uma dada temperatura.

Embora as interagdes entre o ion metdlico imobilizado e a proteina em IMAC
apresentam caracteristicas extremamente complexas, elas podem ser muitas vezes, descritas
pelo modelo de Langmuir (SERPA, 2002; AQUINO, 2004; RIBEIRO, 2006). CHASE
(1984) descreveu a equacdo (3.1) de transferéncia de massa da adsorcdo que € consistente

com a isoterma de Langmuir

dQ
ok, -0)-k
il 0, —9)-k,0 (3.1)

onde C ¢é a concentracdo de soluto na solug@o, Q € a concentragdo de soluto adsorvido a
matriz, Q,, € a capacidade médxima de soluto adsorvido a matriz e t € o tempo. As
constantes k; e ko representam, respectivamente, as constantes das taxas de adsorcdo e
dessorcao do soluto na matriz contendo o ligante imobilizado e também as contribui¢cdes da
limitagdo da transferéncia de massa. Admitindo-se que os sitios de adsor¢do tém energia
igual, sdo independentes entre si, as ligacdes entre sitio e proteina sdo reversiveis e
limitadas a uma s6 camada, a equacdo (3.1) pode ser reduzida a isoterma de adsor¢do de

Langmuir.
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Q*= _2uCr
- (K, +C%) (3.2)

em que K, (= ko/k;) € a constante de dissocia¢do no estado de equilibrio (*), que indica a
afinidade entre a proteina e o agente quelante-ion metdlico, em termos da facilidade de
separar o complexo proteina-fon metdlico, C* € a concentracdo de soluto na solugdo, Q* é

a concentragdo de soluto adsorvido a matriz, todos no estado de equilibrio.

Para estabelecer a validade do modelo de Langmuir, a linearizacdo do gréfico
Q*/C* em fungdo de Q* (Gréfico de Scatchard — equacao (3.3)), que tem como limitag@o o
fato de empregar Q* em ambos os eixos. Esse método € sensivel a efeitos de cooperacgdo
das ligacdes e interacdes ndo homogéneas e se mostra particularmente sensivel para indicar
desvios do modelo de Langmuir
2% _0n _
K, (3.3)
O perfil do gréfico de Scatchard obtido da linearizacdo da isoterma de Langmuir
pode indicar se had cooperatividade positiva (curva assintdtica ou curva concava), onde cada
molécula adsorvida aumenta a probabilidade de outra molécula ser adsorvida no sitio
vizinho, ou cooperatividade negativa (curva convexa), onde cada molécula adsorvida
diminui a probabilidade de adsorcdo de outra. Quando a curva apresenta a forma linear
indica que as proteinas ndo interagem entre si (KALTENBRUNNER e JUNGBAUER,
1996; SHARMA e AGARWAL, 2001 e BOLSTER e HORNBERGER, 2007). Outras
lineariza¢des para a equacdo de Langmuir e suas limitagdes estdo apresentadas na Tabela
3.5.
Como as interagdes ligante-proteina em alguns sistemas sdo freqiientemente
caracterizadas pela participacdo de sitios de ligacdo dependentes, € normalmente observado
que o modelo de Langmuir ndo é capaz de descrever satisfatoriamente os dados

experimentais da isoterma de adsor¢do. Nesse caso utiliza-se a isoterma de Freundlich (3.4)

Q*=K C" (3.4

onde K e 5 sdo a constante de equilibrio e a constante de poténcia da isoterma de
Freundlich, respectivamente, e sdo especificos para cada sistema fon metdlico imobilizado-

proteina, e devem ser determinado experimentalmente. A limitacdo da isoterma de
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Freundlich € que a quantidade adsorvida aumenta indefinidamente com o aumento da

concentracao em solugdo.

Tabela 3.5: Diferentes formas de linearizacdo da equacdo de Langmuir (adaptado de
BOLSTER e HORNBERGER, 2007).

Equacao Forma da equacao Limitacoes
Duplo I 1 N K, 1 Linearizacdo agrupa os pontos proximos da origem —
reciproco @ 9, 0, C*F regido extremamente sensivel a variacdo, valores baixos
de O* (elevados valores de 1/Q%).
Como x (C*) e y (C*(Q*) ndo sdo independentes entre
Semi- c* K, C* si, a correlacdo entre x e y € superestimada, isto €,
reciproco o* 9, 0, equacao pode ndo fornecer bons ajustes aos dados que

sdo conformes ao modelo de Langmuir.

Uma aproximacgdo para esclarecer a natureza heterogénea da interacdo entre fon

metdlico imobilizado e a proteina, € o modelo de Langmuir-Freundlich (Equacdo 3.5)

0, (CH"

Ko =m 7
¢ Kd(LF) +(C*)" 3-5)

em que Kyrr) € a constante de dissociagdo aparente que inclui as contribui¢des de da
ligacdo entre mondmeros, mondmero-dimeros, e outras formas de associacdo de proteina,
O € a capacidade maxima de ligacdo e n € o coeficiente de Langmuir-Freundlich. Como a
equacdo apresenta trés termos, € melhor para aproximacdo da adsor¢do de natureza
heterogénea e explicar a cooperatividade de adsor¢do. O pardmetro n € classicamente um
indicativo do tipo de cooperatividade presente no mecanismo de adsorcdo. No caso de n =
1, ndo hd cooperatividade entre as proteinas, ou os sitios sdo independentes. Para n > 1,

uma cooperatividade positiva é sugerida e quando 0 < n < 1, uma cooperatividade negativa

¢ atribuida ao processo (SHARMA e AGARWAL, 2001).
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CAPITULO 4: MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Adsorventes

O gel Sepharose 4B (contendo 4% de agarose reticulada, tamanho de particula
entre 45-165 pm), a coluna HisTrap HP de 5,0 mL - pré empacotada com niquel
imobilizado, com densidade de ligantes de 15,0 pmol Ni(II)/mL gel e capacidade de
adsorcdo de 40,0 mg proteina-(his)s/mL gel - e a coluna de dessalinizacdo PD-10 Sephadex
G 25 Medium foram adquiridas da GE Healthcare (EUA). O gel de agarose 4% contendo o
agente quelante imobilizado Tris(carboximetil) etileno diamina (Sepharose-TED) foi obtido

da Sigma-Aldrich (EUA).
4.1.2 Regentes

Acido iminodiacético (IDA), cido L-aspartico, albumina de soro bovino (BSA),
imidazol, tris-2(aminoetil)amina (TREN) foram obtidos da Sigma (EUA). Acido etileno-
dinitrilo-tetraacético sal dissédico (EDTA), acetato de sédio anidro, sulfato de niquel,
sulfato de cobre, epicloridrina, Tris(hidroximetil)-aminometano (Tris) e uréia foram obtidos
da Merck (Alemanha). Cloreto de s6dio, metanol, etanol, dcido cloridrico, nitrato de prata e
carbonato de sédio foram obtidos da Synth (Brasil) e hidréxido de sédio e glutaraldeido da
Nuclear (Brasil). Dodecil sulfato de sdédio (SDS), N, N, N’, N’-tetra-metilenodiamina
(TEMED), acrilamida e glicina foram obtidos da BioAgency (Brasil), dcido acético e dcido
fosférico da Ecibra (Brasil). Azul de bromofenol, persulfato de amonio, glicerol e
ditiotreitol foram adquiridos da Amersham Biosciences (Suécia). Coomassie Brilliant Blue
G-250 foi obtido da Vetec (Brasil). Nas eletroforeses SDS-PAGE utilizou-se Kkits de
marcadores de baixa massa molecular, adquiridos da GE Healthcare (EUA), contendo as
proteinas fosforilase b (97 kDa), albumina (65 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase
carbonica (30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e o-lactoalbumina (14,4 kDa)) e
adquiridos da Sigma (EUA), contendo as proteinas albumina de soro bovino (66 kDa),

ovalbumina (45 kDa), 3-fosfato gliceraldeido desidrogenase (36 kDa), anidrase carbonica
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(29 kDa), tripsinogénio (24 kDa), inibidor de tripsina (20 kDa), o-lactoalbumina (14,2
kDa) e aprotinina (6,5 kDa).

Utilizou-se, nas eletroforeses, pré-insulina purificada por IMAC (PIS-IMAC)
cedida pela BIOMM (Brasil) como marcador de pré-insulina. Os demais reagentes
utilizados foram todos de grau analitico. Utilizou-se 4gua ultrapura preparada em

equipamento Milli-Q (Millipore, EUA).

4.1.3 Pro-insulina sulfonada com cauda de poli(histidina)

Nos experimentos cromatograficos foram utilizadas solucdes de pré-insulina
humana recombinante sulfonada (PIS) contendo cauda de poli(histidina) doadas pelo

Engenheiro Luciano Vilela (BIOMM, Brasil), com as seguintes especificagoes:

a)  Pro-insulina sulfonada purificada por IMAC em gel Sepharose IDA-Ni(II)
(PIS-IMAC) lote HGN 0201 Fr A de 27/11/2001. Segundo o fornecedor, este material
contém aproximadamente 84% de PIS, anédlise por SDS-PAGE;

b) Solucdo ndo clarificada (PIS-NC): solucdo obtida apos a solubilizagcdo dos
corpos de inclusdo e sulfitdlise, lote HGF 0160 de 08/01/02. Esta solu¢do € constituida de
PIS, a qual se encontra solubilizada em tampao de desnaturacdo (tampao contendo uréia 8
M) e vérios outros componentes nio divulgados. Segundo o fornecedor, este material tem
35% de PIS (anélise por SDS-PAGE). A solucdo nao clarificada foi centrifugada a 9.000 g
por 30 min. a temperatura de 20°C em centrifuga (Eppendorf 5804 R, EUA). Em seguida, o
sobrenadante foi filtrado através de uma membrana de microfiltracio de celulose
regenerada, com didmetro de poro de 0,45 pum (Corning, Alemanha) e posteriormente
realizada filtracio em gel em uma coluna PD-10 (GE Healthcare, EUA). Apds este

procedimento, a solug@o obtida foi denominada de solucio clarificada (PIS-C).
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4.2 Metodologia

4.2.1 Sintese dos géis Sepharose-IDA, Sepharose-TREN e Sepharose-CM-Asp
4.2.1.1 Ativacao do gel agarose (Sepharose 4B) com epicloridrina

O gel Sepharose 4B foi ativado com epicloridrina, baseado no procedimento
descrito por PORATH e OLIN (1983). A matriz (20 g de gel de agarose filtrado a vacuo
por 5 min), previamente lavada com 4gua, foi colocada em um frasco Erlenmeyer de 250
mL onde adicionou-se 50,0 mL de solu¢gdo de NaOH 2,0 M contendo 5,0 mL de
epicloridrina e 0,266 g de boroidreto de sédio (NaBH4). A suspensdo foi deixada sob
agitacdo por 15 min a temperatura ambiente, gotejando-se, em seguida, durante um periodo
de 2 h, 50,0 mL de NaOH 2,0 M e 23,3 mL de epicloridrina simultaneamente, para evitar o
aumento da temperatura durante a reacdo, a uma vazdo de 0,27 e 0,13 mL/min,
respectivamente. A mistura foi deixada sob agitacdo por mais 16 h em temperatura
ambiente e apos o término da reacdo, lavou-se a matriz com dgua para remog¢do de excesso

de epicloridrina até verificacdo de mesmo valor de pH na dgua de lavagem.

4.2.1.2 Imobilizacdo do agente quelante IDA

Ao gel Sepharose previamente ativado com epicloridrina, adicionou-se uma
solucdo de carbonato de soédio 2,0 M. Preparou-se, entdo, uma soluciao de 26,0 g de IDA
dissolvida em 65,0 mL de NaOH 2,0 M, a qual adicionou-se pastilhas de NaOH até se
atingir pH 10,0 e, em seguida, uma solu¢do de carbonato de sédio 2,0 M (65,0 mL).
Mantendo-se o pH 10,0, as soluc¢des de IDA e carbonato foram misturadas e adicionadas a
matriz, sob agitacdo por 24 h e em temperatura de 65 °C. Ao término da reacdo, com o
intuito de remover o excesso de IDA ndo imobilizado, o gel foi lavado com &dgua até
verificagdo de mesmo valor de pH da 4gua ultrapura (PORATH e OLIN, 1983). O gel

derivatizado foi denominado Sepharose-IDA.

4.2.1.3 Imobilizacdo do agente quelante TREN

A imobilizacio do TREN foi realizada conforme o procedimento descrito por

BODEN et al. (1995). Preparou-se uma solu¢do contendo 5 mL de TREN (96% m/v) em 25
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mL de 4gua ultrapura (o frasco contendo o reagente TREN foi aberto em uma capela com
atmosfera de argdnio, uma vez que o mesmo absorve umidade e CO, do ar) . Esta solucao
foi adicionada a matriz previamente ativada. Esta suspensdo permaneceu sob agitacdo
durante 48 horas a temperatura ambiente. Finalizada a imobilizacdo, a matriz foi lavada
com agua ultrapura para remover o excesso de TREN ndo imobilizado até verificagdo de
mesmo valor de pH da dgua ultra pura e a d4gua de descarte, indicando que todo o excesso

de solucdo de TREN foi removido. O adsorvente obtido foi denominado Sepharose-TREN.

4.2.1.4 Sintese e imobilizacao do CM-Asp

A sintese do 4cido aspartico carboximetilado (CM-Asp) foi realizada de acordo
com a metodologia apresentada por MANTOVAARA et al. (1991), em duas etapas.
Primeiramente, o 4cido L-aspartico foi imobilizado na matriz previamente ativada e, em

seguida, foi realizada a carboxi-metilagdo.

Imobilizacdo do dcido L-aspdrtico:

Seguiu-se 0 mesmo protocolo para a imobilizacdo do ligante a partir de um
grupamento amino em matriz ativada contendo epicloridrina. A matriz foi lavada com uma
solucdo de NaHCO3/Na,CO;3 2,0 M. Foi preparada uma solu¢do de 8,0 g de acido L-
aspartico adicionados a 50 mL de uma solucdo aquosa de NaHCO3/Na,CO3 1,0 M, tendo o
pH ajustado para 11,5 com pastilhas de NaOH. Esta solug¢do foi, entdo, adicionada a matriz,
e mantida sob agitacdo durante a noite a temperatura ambiente. Apds a imobilizagdo, o gel

foi lavado com dgua, até que o pH da solucdo fosse igual ao pH da dgua.

Carboxi-metilacdo:

O gel agarose contendo o 4cido L-aspartico imobilizado foi lavado com uma
solucdo de NaHCO3/Na,CO3; 1,0 M pH 10,5. Simultaneamente preparou-se uma solucdo,
contendo 12,6 g de dcido bromo-acético em 30 mL de NaOH 4,0 M e o pH foi ajustado
para 10,5 com pastilhas de NaOH. Esta solucdo foi adicionada ao gel e a mistura
permaneceu sob agita¢do durante a noite. Apds a carboxi-metilagio, o gel foi lavado com
dgua, até que o pH da solucdo fosse igual ao pH da dgua. O gel derivatizado foi

denominado Sepharose-CM-Asp.
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4.2.2 Determinagdo da densidade dos ligantes

A determinagdo da quantidade de fon metélico quelatado nas matrizes Sepharose-
IDA, Sepharose-TREN e Sepharose-CM-Asp foi realizada segundo procedimento descrito
por SERPA (2002). Primeiramente, alimentou-se, na coluna cromatogréfica, solu¢do de
sulfato de niquel 50 mM até a saturacdo e lavou-a com dgua e tampao acetato 100 mM a pH
4,0 para retirar o fon metdlico fracamente quelatado. Realizou-se, entdo, a elui¢do do ion
niquel alimentando-se solucdo de EDTA 50 mM a pH 7,0, recolhendo-se as fragdes de
eluicdo e analisando-as por medida de absorbdncia em um espectrofotdmetro de absor¢ao
atdmica de chama (Perkin Elmer AA100, EUA), conforme procedimento descrito pelo

fabricante.

As densidades dos ligantes quelatados nas matrizes Sepharose-TED-Ni(Il) e

coluna HisTrap HP foram informadas pelos fabricantes.
4.2.3 Determinagdo de proteina total

A proteina total presente nas amostras foi quantificada utilizando-se o método
colorimétrico empregando o corante comassie blue, segundo BRADFORD (1976). BSA foi

utilizada como proteina de referéncia.
4.2.4 Solugdoes tamponantes utilizadas.

e TampaoA: Tampao Tris-HCI 30 mM a pH 7.5;

e Tampao B: Tampao Tris-HC1 30 mM a pH 7,5 contendo imidazol 20 mM;

e Tampao C: Tampao Tris-HCl 30 mM a pH 7,5 contendo uréia 6 M;

¢ Tampao D: Tampao Tris-HCI 30 mM a pH 7,5 contendo NaCl 500 mM e imidazol
100 mM;

e Tampao E: Tampao Tris-HCI 30 mM a pH 7,5 contendo NaCl 500 mM e imidazol
300 mM;

e Tampdo F: Tampao Tris-HC1 30 mM a pH 7,5 contendo NaCl 500 mM e uréia 7,5
M.
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4.2.5 Experimentos cromatogrdficos em Sepharose-IDA-Ni(Il): Adsor¢do de
PIS a partir de solucoes PIS-IMAC e PIS-C

Estes experimentos foram realizados em colunas cromatogréficas, contendo 3,0 e
5,0 mL de adsorvente, com o objetivo de avaliar o desempenho do gel Sepharose-IDA-
Ni(II) na adsor¢@o de pré-insulina sulfonada a partir das solu¢des PIS-IMAC e PIS-C, em

cada condi¢do de equilibrio da coluna:

As solucoes de PIS-IMAC foram preparadas na propor¢do 1:1 no tampdo F e as
solucdes de PIS-C foram preparadas na proporcdo 1:1 nos tampdes A, B e F. As amostras
de PIS-IMAC (concentragdo de 3,2 mg/mL e 3,5 mg/mL) foram alimentadas, em termos de
proteina total, nas quantidades de 31,57 mg e 10,57 mg, e as amostras de PIS-C
(concentragdo de 2,20 mg/mL, 2,50 mg/mL, 3,10 mg/mL), nas quantidades de 7,67 mg,
12,22 mg, 27,82 mg. As solucdes (PIS-IMAC ou PIS-C) foram alimentadas na coluna a

uma vazao de 0,5 mL/min.

As proteinas ndo adsorvidas no suporte foram removidas através da lavagem
sequencial com tampao B, tampdo A e, finalmente, tampao Tris-HCl 30 mM a pH 7,5
contendo uréia 6 M (tampao C). A dessorc¢do de proteinas foi realizada, sequencialmente,
com o tampao Tris-HCI 30 mM a pH 7,5 contendo NaCl 50 mM, uréia 6 M e imidazol 100
mM (tampdo D) e tampao Tris-HCl 30 mM a pH 7,5 contendo NaCl 50 mM, uréia 6 M e
imidazol 300 mM (tampao E). O adsorvente foi regenerado com solu¢do de EDTA 50 mM
apH 8,0.

Durante as cromatografias foram coletadas fragdes individuais de 2,0 mL das
etapas de adsorcdo, eluicdo e regeneracdo para serem analisadas pelo método de
BRADFORD (1976) para se determinar a quantidade total de proteina. Para a andlise por

eletroforese SDS-PAGE foi utilizado um “pool” de cada pico cromatogréfico.

4.2.6 Experimentos cromatogrdficos em Sepharose-CM-Asp-Ni(Il),
Sepharose-TED-Ni(Il), Sepharose-TREN-Ni(Il) e HisTrap-Ni(Il)

® Adsorgdo de PIS a partir de solugao clarificada
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Estes experimentos foram realizados com o objetivo de avaliar o desempenho dos
géis Sepharose-CM-Asp-Ni(Il), Sepharose-TED-Ni(Il), Sepharose-TREN-Ni(Il) e da
coluna HisTrap-Ni(Il) na adsor¢do de pré-insulina sulfonada a partir das solucdes

clarificadas.

Os experimentos foram realizados em colunas cromatogréficas contendo 3,0 mL,
2,0 mL, 3,0 mL e 5,0 mL de adsorvente, respectivamente, para Sepharose-CM-Asp-Ni(1l),
Sepharose-TED-Ni(Il), Sepharose-TREN-Ni(Il) e coluna HisTrap-Ni(Il), equilibrados com
tampdo A. A dificuldade na padronizagcdo dos volumes das colunas se deve a limitacdo da

quantidade de resina disponivel.

As solugdes de PIS-C foram preparadas na propor¢do 1:1 no tampdo F. As
amostras de PIS-C (concentragdo de 3,0 mg/mL a 4,0 mg/mL ), nas quantidades de 13,67

mg a 44,59 mg de proteina total, foram alimentadas na coluna a uma vazao de 0,5 mL/min.

As proteinas ndo adsorvidas pelo suporte foram removidas através da lavagem
sequencial com tampado B, tampao A e, finalmente, tampado C. A dessor¢do de proteinas foi
realizada, sequencialmente, com o tampao D e tampao E. O adsorvente foi regenerado com
solucdo de EDTA 50 mM a pH 8,0, exceto para Sepharose-TED-Ni(II), que foi regenerado
com NaOH a 50 mM. A escolha do NaOH para a regeneragdo da coluna contendo
Sepharose-TED-Ni(Il) se deve ao fato de ndo ser possivel a retirada do metal da coluna

com a solucdo de EDTA utilizada nos demais adsorventes.

Durante as cromatografias foram coletadas fragdes individuais de 2,0 mL das
etapas de adsorcdo, eluicdo e regeneracdo, para serem quantificada pelo método de

BRADFORD (1976) (em termo de proteina total).

A seletividade dos suportes para purificagdo de pré-insulina foi avaliada
qualitativa e quantitativamente através da andlise de “pool” das fra¢des correspondentes aos
picos cromatograficos por eletroforese SDS-PAGE e por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia - CLAE (HPLC) (Waters, EUA), respectivamente.

Todos os experimentos foram realizados, no minimo, em duplicata (Apéndice A).
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4.2.7 Eletroforese SDS-PAGE

As proteinas adsorvidas e ndo adsorvidas durante os experimentos cromatograficos
utilizando amostras PIS-IMAC e PIS-C foram analisadas por eletroforese (SDS-PAGE) em
gel de poliacrilamida, sob condi¢des desnaturantes e redutoras, na presenga de SDS e [3-
mercaptoetanol. A eletroforese SDS-PAGE realizada no equipamento Mini Protean III (Bio
Rad, EUA), consistiu inicialmente na preparacdo de um gel de poliacrilamida (30% de
acrilamida e 2,7% de bisacrilamida) na concentracdo de 15%. As amostras protéicas foram
desnaturadas com solugdo de SDS a 10%, B-mercaptoetanol e aquecimento a 100 °C por 8
min. A separacdo das proteinas no gel foi obtida em cuba vertical com voltagem constante
de 200 V. Ao término da eletroforese, as bandas de proteinas foram visualizadas pela
coloracdo do gel com nitrato de prata, fixando-se, inicialmente, o gel em solu¢do aquosa
contendo 50% de metanol e 10% de 4cido acético, mantendo, sob agitacdo, por um periodo
de 20 min. Em seguida, o gel foi colocado em uma solu¢do aquosa com 5% de metanol e
7% de acido acético e mantido, sob agitacdo, durante 20 min. Apds este tempo, o gel foi
colocado em uma solucdo aquosa com 10% de glutaraldeido, permanecendo em contato
com esta solucdo por 20 min. O gel foi, entdo, lavado com dgua Milli-Q de 5 em 5 min por
1,5 h e adicionou-se uma solu¢do de ditiotreitol a uma concentragdo de 5 pg/mlL,
mantendo-se, sob agitacdo, durante 20 min. Em seguida, adicionou-se uma solucdo a 0,1%
de nitrato de prata (w/v), a qual foi mantida em contato com o gel por 20 min. O gel, apds
este procedimento, foi lavado com dgua Milli-Q e duas vezes com a solucio de revelacdo
(50 ul de formaldeido a 37% em 100 mL de carbonato de s6dio a 3% (w/v)). Em seguida,
adicionou-se um volume de solucdo reveladora suficiente para cobrir o gel e agitou-se até a
visualizacdo completa das bandas de proteinas no gel. A revelacdo foi finalizada ao
adicionar 5 mL de solugdo de 4cido citrico 2,3 M, a qual foi mantida, sob agitacdo, por 10
min. Lavou-se o gel varias vezes com dgua Milli-Q por 30 min. O gel foi entdo envolto em

plastico e armazenado sob refrigeracio.
4.2.8 Determinacdo das isotermas de adsor¢do

Os experimentos para obtencdo das isotermas de adsor¢do nos diversos

adsorventes estudados, foram realizados em triplicata, a 4°C, 15°C, 25°C, 37°C e 45°C.
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Amostras de pré-insulina purificada liofilizada (doada pela empresa BIOMM) foram
solubilizadas no tampao F (30 mM Tris-HCI 500 mM NaCl e 7,5 M uréia, tampao de
adsorc¢do, pH 7,5). Foram colocados em tubos Eppendorf de 1,5 mL, 50 uL de adsorvente
(cerca de 17 mg de gel seco) previamente equilibrados com tampao A (30 mM Tris-HCI pH
7,5). Em seguida, foram adicionados aos tubos 1,0 mL de solucdo de pré-insulina em
tampdo F com concentragdes de 0,45 a 14,0 mg/mL e estes ficaram sob agitacdo por 3 hs
(tempo necessdrio para atingir o equilibrio). Apds esse periodo, os géis foram separados da
solucdo por centrifugacdo e a densidade 6ptica dos sobrenadantes foram medidas a 280 nm,
no espectrofotometro Beckman, DU 650 (utilizando absortividade especifica para PIS
obtida por curvas padrdes de 0,47 cm?/mg) e, em seguida, foi calculada a concentragdo de
PIS ndo adsorvida (concentragdo da solu¢@o no equilibrio, C*). A quantidade de proteina
adsorvida (Q*) foi determinada pela diferenca entre a concentracdo inicial da solucido de
pro-insulina (C) e a concentracdo da solucdo no equilibrio (C*) dividido pela massa de
adsorvente seco. Com os dados de adsorcdo obtidos, foram tracadas as isotermas e
realizado o ajuste ndo linear de parametros do modelo de Langmuir (3.2) e de Langmuir-
Freundlich (3.5), usando o método de Levenberg-Marquardt. Visando a otimizacdo na
determinacdo dos valores numéricos dos parametros a partir de dados experimentais, &
necessario conhecer uma fungdo para a qual os valores calculados sejam os mais proximos
possiveis dos valores experimentais, conhecida como fun¢do objetivo. A fungdo objetivo

deve ser minima porque corresponde a somatdria dos erros.

A funcio objetivo (4.1) otimizada pelo software Origin 7.5, usado para o ajuste

dos parametros foi :
O 2 @.1)
f=2E
j=!

onde E; = Yje"p - yjf”l(x) j=12,...,p
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4.2.7.1.  Determinagdo dos pardmetros termodindmicos

Uma vez obtido os valores de K, para os sistemas estudados nas temperatura de 4,
15, 25, 37 e 45°C , como descrito no item 4.2.7, foram determinados os parametros
termodindmicos da adsor¢do de PIS conforme descrito por HAUPT et al. (1995), THRASH
Jr. et al. (2004), CHANG et al. (2006) e RIBEIRO (2006). Os valores de 4G° obtidos pela
equacgdo de Van’t Hoff (4.2).

AG®° =RT.In K, (4.2)

equagdo na qual AG® de adsor¢do € calculado a partir da constante de dissociacdo a uma
dada temperatura. A relagdo entre a temperatura e a constante de dissociagdo € representada
pela equacdo de Van’t Hoff na forma integrada (4.3):

AHP
K, =———+] (4.3)

7z

J € a constante de integracdo, e equivale a AS°/R quando AH° é independente da
temperatura na faixa estudada. A inclinacdo da reta obtida da relacdo entre K; e 1/T na
forma gréfica nos fornece o valor de AH°. Nessa caso, AH° € independente da temperatura
na faixa estudada. Através da relacdo de Gibbs-Helmhontz (4.4) é possivel determinar o

parametro AS°.

AG®° = AH° - T. AS°® (4.4)

4.2.9 Determinagdo das curvas de ruptura

Os experimentos para determinacdo das curvas de ruptura foram realizados para
avaliar a capacidade dindmica dos adsorventes Sepharose-IDA-Ni(II) e Sepharose-TREN-
Ni(Il) para adsor¢do de PIS a partir de solu¢do PIS-C. Foram preparadas 100,0 mL de
solucdo PIS-C na concentrac¢do de 3,7 mg/mL diluida 1:1 no tampao Tris-HC] 30 mM pH
7,5 contendo 7,5 M de uréia e 0,5 M de NaCl. A solucdo de PIS foi alimentada em duas
vazdes, 0,5 mL/min e 1,0 mL/min, visando avaliar a influéncia do tempo de residéncia na
adsorc¢do de PIS até a saturacdo da coluna. O tempo de residéncia (1) foi calculado segundo

a equacao (4.5) (FOGLER, 2002).
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W 4.5)

na qual T é o tempo de residéncia (108 s e 54 s para vazdes de 0,5 e 1,0 mL/min,
respectivamente), Vv é o volume de vazios do leito e v é a vazdo volumétrica da
alimentacdo. Segundo o fabricante (GE Healthcare, USA), o volume de vazios do leito
corresponde a cerca de 30% do volume total para o caso de matrizes ndo-rigidas, tais como

a Sepharose utilizada.

As curvas de ruptura foram obtidas através de andlises quantitativas e qualitativas
(dosagem pelo método de BRADFORD e SDS-PAGE, respectivamente) das fragdes
coletadas em volumes de 2,0 mL. Apds a alimentacdo, visando determinar a capacidade
dindmica do adsorvente, foram realizadas as etapas de lavagem, elui¢do e regeneragdo da
coluna, segundo o procedimento utilizado nos experimentos cromatograficos (item 4.2.6).
As fragdes de todas essas etapas foram coletadas, analisadas pelo método de BRADFORD,
e foram feitos “pools” das fracdes de alimentagdo, lavagem, elui¢cdo e regeneragdo para
andlise de eletroforese SDS-PAGE e para andlise quantitativa de PIS por cromatografia

liquida de alta eficiéncia (HPLC).

4.2.10 Determinagdo de pro-insulina recombinante sulfonada (PIS) por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

As fracdes de alimentacdo, lavagem, eluicdo e regeneracdo obtidas durante os
experimentos cromatograficos foram analisadas, para quantificacdo de PIS, em um sistema
HPLC da Waters (EUA), constituido de um sistema de bombas binario modelo 1525,
detector de absorbancia modelo 2487 e um computador Compaq com software Breeze
versdo 3.20, utilizando o protocolo estabelecido por AQUINO, 2006. Foi utilizada uma
coluna trocadora de anions (contendo como grupo trocador de anions o quaterndrio de
amo6nio) Mono-Q 5/50 GL (GE Healthcare, EUA), de volume de leito de 1,0 mL,
constituida de resina hidrofilica de poliestireno/divinil benzeno com tamanho médio de
particulas de 10 wm. As andlises foram realizadas a 29 °C, a uma vazdo de 1,0 mL/min,

com volume de injecdo de 20 pl. As amostras foram previamente filtradas em filtros
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PVDF-Millex-HV (Millipore, EUA) de diametro de poro de 0,45 um. A elui¢do das
proteinas foi realizada em um gradiente descontinuo utilizando como fase moével A, o
tampdo Tris-HCl 50 mM pH 8,0 contendo 6,0 M de uréia e como fase movel B, o tampao
Tris-HCI 50 mM pH 8,0 contendo 6,0 M de uréia e 1,0 M de NaCl. O gradiente foi
realizado empregando as seguintes propor¢des da fase movel B na fase movel A: 0-50% em
9 min, 50-80% em 3 min, 80% por 2 min, 80-81% em 1 min, 81% por 1 min, 81-100% em
I min e 100% por 2 min, reequilibrando a coluna com 100 % da fase mével A por 10 min.

Durante as andlises, a proteina foi detectada pelo equipamento no comprimento de onda de

280 nm.
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CAPITULO 5: RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, primeiramente sdo apresentados os resultados das andlises do
efeito do agente quelante na purificacdo da pré-insulina recombinante a partir de solugdo
clarificada usando IMAC com ifon niquel imobilizado. Em seguida, sao discutidos os
resultados das isotermas de adsorcdo de pré-insulina a 25°C nos géis estudados. Estas
isotermas foram determinadas com a finalidade de calcular os parametros capacidade de
adsorcdo e constante de dissociacdo do complexo pré-insulina-Ni(I)-agente quelante,
parametros importantes para ampliacdo de escala. Finalizando, sdo expostos e discutidos os
resultados da determinacdo de pardmetros termodindmicos (AG®°, AH® e AS°) com intuito

de investigar a natureza das interagdes entre pro-insulina e o ligante imobilizado.

5.1 Analise dos perfis protéicos das solucoes de pro-insulina recombinante (PIS) por

eletroforese SDS-PAGE

Os experimentos cromatograficos deste trabalho de pesquisa foram realizados com
amostras de solucdes provenientes de duas diferentes etapas do processo de produgdo em
escala piloto de insulina humana a partir de pré-insulina humana recombinante da industria
BIOMM (Brasil). Com o intuito de avaliar qualitativamente a pureza da PIS em solu¢des
ndo clarificadas (PIS-NC), clarificadas no LIMBio (PIS-C) e da pré-insulina purificada por
IMAC (PIS-IMAC), os perfis das bandas protéicas destas solucdes foram obtidas através de
eletroforese SDS-PAGE (Figura 5.1).

kDa

9?—
667
45—
I0—-.
20,1
14,4

M

Figura 5.1: Eletroforese SDS-PAGE a 15% de acrilamida. Amostras em condig¢des
redutoras. Faixa M: Marcador de massa molecular (GE Healthcare), Faixa 1: PIS-NC,
Faixa 2: PIS-C, Faixa 3: PIS-IMAC.
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Verifica-se em todas as amostras a presenca de uma banda de massa molecular em
torno de 10 kDa, que corresponde a pré-insulina. Segundo o fornecedor (BIOMM, Brasil),
esta banda corresponde a pro-insulina sulfonada e ndo sulfonada. A PIS-IMAC (coluna 3),
por apresentar alto grau de pureza eletroforético, foi utilizada nos ensaios preliminares cuja
finalidade era comprovar a adsor¢do de PIS em Sepharose-IDA-Ni(Il), gel sintetizado no
LIMBio. Como soluc¢io de alimentag@o para experimentos cromatograficos de purificagao,
foi utilizada a solug@o de PIS-C (item 4.1.3 do capitulo Materiais e Métodos), uma vez que
a eliminacdo de agregados e precipitados por centrifugacdo evita entupimentos e

colmatagem da coluna cromatografica.
5.2 Efeito do agente quelante na capacidade de imobilizacao do ion metalico niquel

Os agentes quelantes IDA, CM-Asp, TREN e TED foram imobilizados
covalentemente ao gel de agarose via ligacdo éter, para que as capacidades de quelagdo do
fon niquel pudessem ser comparadas com base no mesmo tipo de ligacdo e tamanho de
braco espagador. Tanto os géis derivatizados no LIMBio quanto os adquiridos
comercialmente, com exce¢do da coluna HisTrap (agente quelante e braco espacador ndo
divulgados pelo fornecedor), foram ativados com epicloridrina apresentando, portanto, trés
atomos de carbono como braco espacador (Figura 5.2). Os valores de capacidade de
imobiliza¢do do fon metdlico niquel nos adsorventes derivatizados no LIMBio foram muito

préximos daqueles publicados na literatura para matrizes de agarose (Tabela 5.1).

A afinidade e a densidade de fon metdlico quelatado na matriz cromatografica sao
influenciadas pelo tipo e pela quantidade de dtomos eletronegativos doadores de elétrons
presente no agente quelante. O agente quelante tridentado IDA e os tetradentados TREN e
CM-Asp apresentaram valores préximos de densidade de niquel imobilizado. O agente
quelante IDA quelatou cerca de 10% mais niquel que os tetradentados TREN e CM-Asp,
provavelmente devido a presenca de dois dtomos de oxigé€nio e a configuragdo planar,
porém assimétrica que os dtomos que formam o quelato metalico apresentam na molécula.
Essa distribui¢ao planar facilita a imobiliza¢do do ion metdlico, pois diminui os efeitos de
impedimento estérico da molécula. Nos agentes quelantes tetradentados, o impedimento
estérico € responsdvel pela diminuicdo na quantidade de fons metélicos imobilizados

(DWYER e MELLOR, 1964).
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Figura 5.2: Estruturas hipotéticas em pH neutro dos agentes quelantes IDA, CM-Asp, TED
e TREN imobilizados em gel de agarose usando epicloridrina como reagente de ativagao.
(Adaptado de CHAGA, 2001 e SHARMA e AGARWAL, 2002a) (M = matriz ).

O agente quelante pentadentado TED, provavelmente devido a configuragio
espacial dos d&tomos doadores de elétrons, quelatou menor quantidade de niquel (trés vezes
menos, quando comparado aos tri e tetradentados). Quanto a coluna HisTrap, como o
agente quelante ndo foi divulgado pelo fornecedor, ndo se pode inferir sobre o efeito do

agente quelante na imobiliza¢do de ions metalicos.

Determinada a densidade de ions metalicos imobilizados, foi realizado o estudo
dos efeitos dos complexos IDA-Ni(Il), CM-Asp-Ni(Il), TREN-Ni(Il) e TED-Ni(Il) na
capacidade de adsorcdo e na seletividade para a purificacdo de PIS, tendo-se iniciado os

estudos com adsorvente Sepharose-IDA-Ni(Il).
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Tabela 5.1: Densidade de fon metdlico niquel imobilizado em agarose derivatizada com os
agentes quelantes IDA, CM-Asp, TREN e TED.

Densidade de Ni(IT)
Agente quelante Ativacao Referéncia
(pmol/mL)
Sepharose-IDA' epicloridrina 37,8 *
Sepharose-IDA2 epicloridrina 38,0 Ribeiro, 2006
Sepharose-IDA1 bisoxirano 36,8 Sharma and Agarwal, 2002a
Sepharose-CM-Asp' | epicloridrina 33,5 *
Sepharose-CM-Asp* | epicloridrina 36,9 Ribeiro, 2006
Sepharose-TREN' | epicloridrina 32,8 *
agarose-TREN epicloridrina 25,0 Valor fornecido pela Sigma
Sepharose—TREN1 bisoxirano 26,6 Sharma and Agarwal, 2002a
agarose-TED epicloridrina 10,0 Valor fornecido pela Sigma
nao Valor fornecido pela GE
HisTrap divulgado 15,0 Healthcare (agente quelante
ndo divulgado)

*Valores determinados neste trabalho; 'determinados por espectrometria de absor¢do atdmica; “determinado
por espectrofotometria UV-Vis.

5.3 Adsorcao de PIS em gel Sepharose-IDA-Ni(II)

Foram realizados experimentos preliminares de adsor¢cdo de PIS em gel
Sepharose-IDA-Ni(Il) a partir de solu¢cdo de PIS purificada por IMAC (PIS-IMAC) e de
PIS clarificada (PIS-C) com o intuito de comparar seu desempenho com os demais agentes
quelantes, uma vez que Sepharose-IDA-Ni(Il) € utilizado pela empresa BIOMM (Brasil)
para purificacdo de PIS. A andlise do desempenho foi baseada na seletividade do

adsorvente e na capacidade de adsorcao de PIS.
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5.3.1 Adsorgdo de PIS a partir de solucdao PIS-IMAC

Os experimentos cromatograficos em Sepharose-IDA-Ni(Il) a partir da solugdo
PIS-IMAC foram realizadas com intuito de comprovar a adsor¢do de PIS neste gel, uma
vez que o mesmo foi sintetizado no LIMBio. As condi¢des cromatograficas utilizadas
foram as mesmas descritas em AQUINO e colaboradores, 2006 (Figura 5.3 e Figura 5.4 e
Tabela 5.2).
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Figura 5.3: Perfil cromatografico e eletroforético de adsor¢c@o de PIS, a partir de solucao
PIS-IMAC, em gel Sepharose-IDA-Ni(II). (I) Injecdo: 9,8 mL de solu¢do a 3,2 mg/mL de
proteina total. Vazao: 0,5 mL/min. Lavagem: (A) Tampao B; (B) Tampao A; (C) Tampao
C. Elui¢do: (D) Tampao D; (E) Tampao E. Regeneracdo: (F) EDTA 50 mM pH 8,0.
Eletroforese SDS-PAGE em gel a 15%. Amostras nas condi¢des desnaturantes e redutoras.
Faixa 1: Marcadores de massa molecular (Sigma, EUA). Faixa I: PIS-IMAC. Faixas 4-8:
FracOes de lavagem. Faixas 31-37: Fragdes de eluicdo imidazol 100 mM. Faixas 46-47:
Fracoes de eluicdo imidazol 300 mM. Faixa 58: Fracdo de regeneracao.
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Figura 5.4: Perfil cromatografico e eletroforético de adsor¢c@o de PIS, a partir de solucao
PIS-IMAC, em gel Sepharose-IDA-Ni(II). (I) Injec@o: 3,0 mL de solu¢do a 3,5 mg/mL de
proteina total. Vazao: 0,5 mL/min. Lavagem: (A) Tampao B; (B) Tampao A; (C) Tampao
C. Elui¢do: (D) Tampao D; (E) Tampao E. Regeneracdo: (F) EDTA 50 mM pH 8,0.
Eletroforese SDS-PAGE em gel a 15%. Amostras nas condi¢cdes desnaturantes e redutoras.
Faixa 1: Marcadores de massa molecular (Sigma, EUA). Faixa 2: PIS-IMAC. Faixas 3-4:
fracdes de lavagem. Faixas 33-35: Fragoes de elui¢do imidazol 100 mM. Faixa 8: “Pool”
fragdes de elui¢do imidazol 300 mM. Faixa 9: “Pool” fracdes de regeneracao.

Tabela 5.2: Quantidades de proteina total obtidas nas etapas de lavagem, eluicdo e
regeneracdo das cromatografias em Sepharose-IDA-Ni(II).”

Fracao Imidazol Exp. 1% Exp. 2"
(mg) (%) (mg) (%)
Injecdo 0 mM 31,47 100,00 10,57 100,00
Lavagem 20 mM 12,04 38,26 2,94 27,81
Elui¢do 100 mM 16,10 51,16 6,48 61,30
300 mM 0,85 2,72 0,68 6,43
Regeneragdo -—- 0,14 0,45 0,13 1,23
Total 29,14 92,59 10,23 96,78

(1) 3,0 mL de Sepharose-IDA-Ni(I). Densidade de ligante Ni(II): 37,8 umol/mL de gel

(2) Experimento 1: Injecdo 9,8 mL de solugdo PIS-IMAC a 3,2 mg/mL de proteina total. Coluna equilibrada
com tampao A

(3) Experimento 2: Inje¢@o 3,0 mL de solucdo PIS-IMAC a 3,5 mg/mL de proteina total. Coluna equilibrada
com tampao A.
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O perfil cromatografico obtido nos experimentos com PIS-IMAC comprovou que
o adsorvente sintetizado no LIMBio foi capaz de adsorver PIS (5,69 e 2,43 mg pro-
insulina/mL de gel para experimentos 1 e 2, respectivamente), obtendo-se valores entre 55
a 65% de proteinas totais adsorvidas (do total de proteinas injetado na coluna), valores

similares aqueles obtidos por AQUINO (2004).

5.3.2 Efeito do tampdo de equilibrio na adsor¢do de PIS a partir de solucdo

clarificada

O efeito da adicdo de imidazol, uréia e NaCl no tampao de equilibrio da coluna
visando a purificagdo de PIS a partir da solucdo clarificada foi avaliada em termos da
capacidade de adsor¢cdo de PIS e da seletividade do adsorvente. Para tanto, foram
empregados os seguintes tampoes de equilibrio: Tris-HCI 30 mM pH 7,5 (tampado A), Tris-
HCI1 30 mM pH 7,5 contendo imidazol 20 mM (Tampao B) e Tris-HCI 30 mM pH 7,5
contendo NaCl 500 mM e uréia 7,5 M (Tampao F).

A escolha do tampdo Tris-HC] 30 mM pH 7,5 se deveu ao fato do Tris ser um
agente competitivo (presenga de um grupo amino primdrio) e, por esse motivo, tem sido
utilizado na purificacdo de proteinas com cauda de poli(histidina) para evitar interagdes nao
especificas de impurezas, melhorando a seletividade. A adicdo de 20 mM de imidazol no
tampao Tris-HC1 30 mM pH 7.5 (tampdo B) teve o objetivo de saturar a coluna de IMAC
com imidazol antes da separacdo cromatografica, para que ndo ocorresse queda do pH
causada pelo efeito de protonacdo do imidazol durante a elui¢do, evitando problemas com
proteinas sensiveis ao abaixamento do pH, e até mesmo precipitagdo das proteinas dentro

da coluna (GABERC-POREKAR e MENART, 2001).

A adi¢do de NaCl e uréia no tampao Tris-HC] 30 mM pH 7,5 (tampao F) teve a
finalidade de diminuir as interagdes eletrostdticas nao especificas e manter a pré-insulina
desnaturada, deixando a cauda de poli(histidina) acessivel para ligacdes com os fons

metélicos (GABERC-POREKAR e MENART, 2001 e CHAGA et al., 2001).

As andlises por SDS-PAGE dos “pools” das fracdes correspondentes aos picos

cromatograficos de lavagem e elui¢do e as quantificagdo da proteina eluida, obtida da



Capitulo 5 — Resultados e Discussdo 46

purificacdo de PIS em Sepharose-IDA-Ni(Il), equilibrada com tampdo A, tampdo B e

tampdo F e estdo apresentados nas Figuras 5.5 € 5.6.
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Figura 5.5: Perfil eletroforético da cromatografia a partir de solucdo PIS-C na
concentracdo de 2,8 mg/mL em gel de Sepharose-IDA-Ni(II). (a) Coluna equilibrada com
tampdo A, (b) Coluna equilibrada com tampao B e (c) Coluna equilibrada com tampao F.
Eletroforeses SDS-PAGE em gel de poliacrilamida a 15%. Amostras nas condic¢des
desnaturantes e redutoras. (a) e (b): Faixa 1: Marcadores de massa molecular (Sigma,
EUA). Faixa 2: PIS-C. Faixas 3-4: “Pool” fracdes de lavagem. Faixa 5: “Pool” fracdes de
eluicdo imidazol 100 mM. Faixa 6: “Pool” fragdes de eluicdo imidazol 300 mM. Faixa 7:
“Pool” fracOes de regeneragdo. Fracdo 8: Marcador PIS (PIS-IMAC). (c): Faixa 1:
Marcadores de massa molecular (Sigma, EUA). Faixa 2: PIS-C. Faixas 3-5: “Pool” fracdes
de lavagem. Faixa 6: “Pool” fracdes de eluicdo imidazol 100 mM. Faixa 7: “Pool” fragdes
de elui¢do de imidazol 300 mM. Faixa 8: “Pool” das fragdes de regeneracao.

Em todas as condi¢Oes de equilibrio testadas, o adsorvente Sepharose-IDA-Ni(II)
apresentou capacidades de adsorcdo similares (cerca de 3,0 mg de proteina total/mL de
gel), correspondendo cerca de 50% do total de proteina alimentada. Nao foram notadas
alteracOes com relagdo a seletividade em cada um dos experimentos, analisados por
eletroforese SDS-PAGE. Observa-se a presenca de bandas de impurezas nas faixas de

eluicdo, algumas das quais sdo visualizadas também no marcador PIS-IMAC (Figuras 5.1. e

55ae5.5b).

Devido ao fato de ndo ter sido observado grandes varia¢des na porcentagem de

proteinas adsorvidas nas diferentes condi¢cdes tamponantes testadas (Figura 5.6), para fins



Capitulo 5 — Resultados e Discussdo 47

de padronizacdo, a condicdo de equilibrio da coluna escolhida foi tampao Tris-HCl 30 mM
a pH 7,5 (Tampdo A), tampao esse mais simples e também utilizado por TIKHONOV et
al. (2001) e AQUINO et al. (2006) em experimentos de purificacdo de pré-insulina

recombinante com cauda de poli(histidina).
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Figura 5.6: Porcentagem de proteina total eluida do gel Sepharose-IDA-Ni(II) das
cromatografias realizadas em diferentes tampdes de equilibrio.

5.4 Adsorcao de PIS a partir da solucao clarificada nos géis Sepharose -IDA-Ni(II),
-CM-Asp-Ni(Il), -TED-Ni(II), -TREN-Ni(II) e HisTrap-Ni(Il)

Os resultados das cromatografias de purificacdo de PIS a partir da soluc¢do PIS-C
nos adsorventes Sepharose -IDA-Ni(Il), -CM-Asp-Ni(Il), -TED-Ni(Il), -TREN-Ni(Il) e
HisTrap-Ni(Il) estdo apresentados na Figura 5.7 e o balanco de massa, na Tabela 5.3. As

duplicatas dos experimentos encontram-se no Apéndice A.

A capacidade de adsor¢do dos adsorventes estudados, em termos de proteina total,
seguiu a seguinte ordem: IDA > TREN = HisTrap > CM-Asp > TED. De acordo com
CHAGA, 2001, a capacidade de adsorcdo de proteinas em adsorventes IMAC segue a
ordem IDA > NTA > CM-Asp > TED (o agente quelante TREN nao foi estudado por

CHAGA, 2001), pois quanto mais polidentado o agente quelante, menor o numero de sitios
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disponiveis para a coordenacdo com a proteina e mais fraca € a interacdo com a mesma,

conseqiientemente, menor a capacidade de adsorg¢do.

Em termos de PIS sulfonada, quantificada por HPLC, o agente quelante TREN
apresentou 49,2% de PIS adsorvida (Figura 5.9 e Tabela 5.3), enquanto que IDA, HisTrap,
CM-Asp e TED apresentaram 31,5%, 23,9%, 6,3% e 1,3%, respectivamente de PIS
adsorvida. Para PIS sulfonada, a ordem de capacidade de adsorcdo foi alterada para TREN
> IDA > HisTrap > CM-Asp > TED, contrariando a ordem estabelecida por Chaga 2001
em termos de proteina total. O TREN apresentou maior capacidade de adsorcao de PIS
sulfonada, e, além disso, apresentou comportamento distinto em relacdo aos demais
adsorventes estudados no que diz respeito a forca de retencdo da PIS (Figura 5.9 e Tabela
3.1). Apesar da Sepharose-TREN-Ni(II) ter apresentado capacidade de adsor¢do em termos
de proteina total proxima a dos adsorventes HisTrap e Sepharose-IDA-Ni(Il), do total de
proteinas adsorvidas (10,24 mg), 65% foram dessorvidas com imidazol e 35% com EDTA
(forte reteng@o). O agente quelante TREN apresenta caracteristica distinta, que difere dos
demais agentes quelantes: dispde somente de dtomos de nitrogénio para coordenagdo com o
fon metdlico, sendo que 2 sdo de aminas primdrias, um de amina secunddria € um de amina
tercidria, enquanto IDA e CM-Asp apresentam somente 1 d&tomo de nitrogénio, e o TED, 2
atomos de nitrogénio. Essa diferenca estrutural acarreta ao TREN uma carga liquida total
positiva a pH 7,5 (carga baseada no complexo agente quelante-ion metdlico imobilizado),
pois o TREN apresenta carga nula em pH acima de 10,5, valor muito superior ao dos
demais agentes quelantes estudados (Tabela 3.4 do capitulo 3, Revisdo Bibliogréfica).
Possivelmente o TREN apresente repulsao eletrostatica pelas proteinas de carga positiva,
atraindo a pré-insulina sulfonada, fazendo com que a interacdo entre o complexo formado

por TREN-Ni(IT)-PIS seja muito forte (pI de PIS préximo a 5,5, MERGULHAO, 2004).

Além das possiveis interacdes eletrostaticas, as diferencas entre os agentes
quelantes CM-Asp e TREN, em termos de capacidade de adsorcdo de proteina total e de
PIS sulfonada (ambos quelantes tetradentados), podem ser explicadas pela diferenca entre
os anéis quelatos formados entre o agente quelante e o fon metdlico imobilizado. O agente
quelante CM-Asp forma 2 anéis quelatos de 5 dtomos e 1 anel de 6 4tomos, fator de
estabilidade diferente do apresentado pelo agente quelante TREN, que apresenta trés anéis

de 5 dtomos (PORATH, 1988). No caso do CM-Asp, o tipo de anéis quelatos formados
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implica em maior impedimento estérico, fazendo com que a capacidade de adsor¢do de pro-

insulina diminua.

Apesar dos quelatos IDA-Ni(II) e TREN-Ni(Il) terem apresentado maior
capacidade dinamica de adsor¢do em termos de proteina total e de PIS sulfonada, os
quelatos CM-Asp-Ni(Il) e TED-Ni(Il) apresentaram melhor seletividade, observada pelas
andlises eletroforéticas (SDS-PAGE). A maior seletividade do TED-Ni(II) se deve,
provavelmente, ao fato deste agente quelante ser pentadentado, deixando somente um sitio

livre para a adsor¢do de proteinas.

Quanto ao adsorvente HisTrap-Ni(Il), pelo fato de ndo se conhecer a estrutura do
agente quelante imobilizado, ndo se pode inferir sobre o fendmeno de quelacdo. Em termos
de capacidade de adsorc@o de proteina total, o resultado obtido para este adsorvente foi
préximo ao obtido por MALIK e colaboradores (2007), os quais utilizaram a coluna

HisTrap para a purifica¢do de pro-insulina com cauda de ecotina.

Os valores de pureza das fragdes de eluicao ndo foram calculados neste trabalho,
uma vez que a coluna de troca ionica utilizada para determinacao de PIS por HPLC adsorve
somente a PIS sulfonada (que tem carga negativa), ndo quantificando, portanto, a PIS ndo
sulfonada. Segundo informacdes da empresa BIOMM, a solucdo de PIS-C (obtida apds a
solubilizacdo dos corpos de inclusdo e sulfitdlise) contém PIS sulfonada e ndao sulfonada. O
grau de pureza das fracdes eluidas seria calculado como a raz@o entre a massa de PIS e a
massa de proteina total da fragdo multiplicado por 100. Como o método de BRADFORD
utilizado para determinag@o de proteinas totais nio diferencia a PIS sulfonada da PIS ndo
sulfonada, os valores de proteina total obtidos nas etapas de elui¢cdo sdo bem maiores que os
valores obtidos por HPLC. Isto indica, portanto, um grau de pureza muito baixo, que nio
condiz com os perfis eletroforéticos obtidos para todos os agentes quelantes utilizados, que
mostram bom grau de pureza, segundo analise através do software GelQuantNET version

1.6.8 (BioChemLab Solutions) de aproximadamente de 80 a 95% .
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Figura 5.7: Perfil cromatografico e eletroforético de adsor¢c@o de PIS, a partir de solucao
PIS-C, em (a) Sepharose-IDA-Ni(II). (b) Sepharose-CM-Asp-Ni(I).(c) Sepharose-TED-
Ni(Il). (d) em Sepharose-TREN-Ni(II). (e) HisTrap-Ni(Il). Vazao: 0,5 mL/min. Lavagem:
(A) Tampao B; (B) Tampao A; (C) Tampao C. Eluicdo: (D) Tampao D; (E) Tampao E.
Regeneragdo: (F) EDTA 50 mM pH 8,0. Eletroforese SDS-PAGE em gel a 15%. Amostras
nas condicdes desnaturantes e redutoras. Faixa M: Marcadores de baixa massa molecular
(Sigma, EUA, e GE Healthcare, EUA). Faixa I: PIS-C. Faixas L: “Pool” fracdes de
lavagem. Faixa E1: “Pool” fragdes de elui¢do imidazol 100 mM. Faixa E2: “Pool” fracdes
de elui¢do imidazol 300 mM. Faixa R: “Pool” fra¢cdes da regeneragdo. Faixa MP: Marcador
de PIS (PIS-IMAC).
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Tabela 5.3: Quantidades de proteina total e PIS sulfonada obtidas nas etapas de lavagem,
eluicdo e regeneracdo das cromatografias com PIS-C.

Eluicao
Agente Dosagem de
Injecao Lavagem 100 300 Regeneracao Total

Quelante Proteina
mM mM
. (mg) 24,52 12,9 3,66 10,65 0,22 27,43
Bradford
“ (%) 100,00 52,61 14,92 43,43 0,90 111,87
=) . (mg) 7,84 4,46 065 1,71 0,11 6,93
HPLC
(%) 100,00 56,89 8,29 21,81 1,40 88,39
(mg) 22,22 19,14 1,36 0,18 0,18 20,86
~ Bradford
2“ (%) 100,00 86,14 6,12 0,81 0,81 93,88
2' (mg) 5,90 4,54 0,26 0,06 0,05 4,92
&) HPLC
(%) 100,00 76,95 441 1,02 0,85 83,39
(mg) 13,67 13,67 0,16 0,07 0,07 13,97
Bradford
. (%) 100,00 100,00 1,17 0,51 0,51 102,19
E (mg) 3,04 3,02 0,04 nd nd 3,06
HPLC
(%) 100,00 99,34 1,31 - - 100,66
(mg) 19,86 7,82 465 2,02 3,57 18,06
Bradford
4 (%) 100,00 39,37 23,41 10,17 17,97 90,94
=
=~ (mg) 5,96 2,26 0,71 0,64 1,58 5,19
= HPLC
(%) 100,00 37,92 11,91 10,74 26,51 87,08
(mg) 44,59 32,23 15,22 0,25 0,56 23,23
wn Bradford
=y (%) 100,00 72,43 34,14 0,55 1,25 108,24
St
E (mg) 14,94 8,26 3,30 0,17 0,1 11,83
) HPLC
(%) 100,00 55,29 22,09 1,14 0,67 79,18

(1) Experimento 1 :Coluna 3,0 mL Sepharose-IDA-Ni(Il) equilibrada com tampao A. Densidade de ligante
Ni(II) 43,2 pmol/mL de gel. Inje¢do 6,0 mL a 4,1 mg/mL de solugdo PIS-C.

(2) Experimento 2 :Coluna 3,0 mL Sepharose-CM-Asp-Ni(II) equilibrada com tampao A. Densidade de
ligante Ni(IT) 13,3 umol/mL de gel. Injecdo 7,0 mL a 3,2 mg/mL de solucdo PIS-C.

(3) Experimento 3: Coluna 2,0 mL Sepharose-TED-Ni(II) equilibrada com tamp@o A. Densidade de ligante
Ni(II) 10,0 pmol/mL de gel. Inje¢do 5,0 mL a 2,7 mg/mL de solugdo PIS-C.

(4) Experimento 4: Coluna 3,0 mL Sepharose-TREN-Ni(II) equilibrada com tampado A. Densidade de ligante
Ni(II) 32,7 pmol/mL de gel. Inje¢do 7,0 mL a 2,9 mg/mL de solugdo PIS-C.

(5) Experimento 5: Coluna 5,0 ml HisTrap-Ni(II) equilibrada com tampao A. Densidade de ligante 15
pmol/mL de gel. Injecdo 12,0 mL a 3,7 mg/mL de solugdo PIS-C.

(6) Proteinas totais, medida pelo método de Bradford (1976)

(7) PIS sulfonada, medida por HPLC.
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Figura 5.8: Porcentagem de proteinas totais (BRADFORD, 1976) dessorvidas das
cromatografias realizadas com solucdo de pré-insulina clarificada.
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Figura 5.9: Porcentagem de PIS sulfonada (quantificada por HPLC) dessorvida das
cromatografias realizadas com solucdo de pré-insulina clarificada.
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5.5 Isotermas de adsorcao de proé-insulina recombinante.
5.5.1 Determinacdo da capacidade mdxima e da constante de dissociacdo

Os experimentos para a determinacdo das isotermas de adsor¢cdo de PIS para os
adsorventes Sepharose-IDA-Ni(II), Sepharose-CM-Asp-Ni(II), Sepharose-TREN-Ni(II),
Sepharose-TED-Ni(Il) e HisTrap-Ni(Il) foram realizados conforme procedimento descrito
no item 4.5.7 do capitulo Materiais e Métodos. Com os dados experimentais de adsor¢io de
PIS a 25°C foram construidas isotermas e os pardmetros capacidade mdxima de adsorcdo
(QOn) e a constante de dissociacdo do complexo agente quelante-Ni(II)-PIS (K,;) foram

ajustados segundo o modelo de Langmuir (Figura 5.10 e Tabela 5.4).

Os resultados obtidos a 25°C mostram que, dependendo do agente quelante
utilizado, ocorre uma varia¢do na constante de dissociacdo K; da ordem de uma magnitude
(10°M e 10”7 M). Os valores de K, encontrados seguem a seguinte ordem: TED > TREN =
CM-Asp > IDA = HisTrap, ou seja, os ligantes IDA-Ni(Il) e HisTrap-Ni(Il) (agente
quelante ndo divulgado pelo fornecedor) apresentam maior afinidade pela PIS que os
demais ligantes. Esta ordem também foi obtida por RIBEIRO (2006) para adsorcdo de IgG
humana (imunoglobulina G), com ligantes TREN-Ni(II), CM-Asp-Ni(Il) e IDA-Ni(II)
imobilizados em membranas de fibras ocas de alcool poli(etilenovinilico). Apesar dos ions
metdlicos imobilizados serem considerados ligantes pseudobioespecificos, neste trabalho os
valores de K, obtidos para os complexos IDA-Ni(Il)-PIS (10'7'M) e HisTrap-Ni(Il)-PIS (10°

M) foram valores tipicos de ligantes de bioespecificos.

Com relac@o a capacidade maxima de adsorcdo, Q,, ela pode ser o mais que o
dobro, dependendo do agente quelante utilizado (69,20 e 172,80 mg de PIS/mL de
adsorvente, para TED e TREN, respectivamente). Em termos de capacidade maxima de
adsorcdo, tem-se a seguinte ordem: TREN = HisTrap > IDA > CM-Asp > TED. Esta
ordem na capacidade de adsor¢do de PIS diferiu ligeiramente da observada em modo
dinamico para PIS sulfonada: TREN > IDA > HisTrap > CM-Asp > TED. Além disso, a
capacidade de adsorcdo de PIS sulfonada em Sepharose-CM-Asp-Ni(Il) em modo dindmico
foi muito mais baixa que a dos adsorventes Sepharose-TREN-Ni(II) e HisTrap-Ni(Il), o que

nao foi observado para os valores de Q.
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Figura 5.10: Isotermas de adsor¢do de PIS a 25°C em (a) Sepharose-IDA-Ni(Il), (b)
Sepharose-TED-Ni(Il), (c) Sepharose-CM-Asp-Ni(II), (d) Sepharose-TREN-Ni(Il), (e)
HisTrap-Ni(II). Simbolos correspondem aos dados experimentais de equilibrio e a linha
continua, a curva ajustada segundo modelo de Langmuir.

Tabela 5.4: Parametros obtidos a partir do ajuste nao linear do modelo de Langmuir aos

dados de adsorcao de PIS a 25°C.
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Ligante de afinidade  Q,, (mg/g) K4 (mol/L) R® Varidncia Desvio padrao
IDA-Ni(II) 133,09 +4,47 (8,10£1,2)x 107 098 31,56 5,62
TED-Ni(II) 69,22 + 1434 (9,24 +3.46)x 10° 095 11,67 3,41

CM-Asp-Ni(II) 110,18 +3,85 (1,30 +0,19)x 10° 0,98 24,24 4,92
TREN-Ni(II) 172,82 £ 16,03 (1,95 +0,56) x 10° 0,94 201,2 14,18
HisTrap-Ni(II) 167,98 + 10,85 (6,78 £0,18)x 107 0,95 195,37 13,98

Os experimentos em modo dindmico foram realizados com solu¢des clarificadas,
contendo grande quantidade de impurezas (diferentemente dos realizados para
determinacdo da isoterma de adsorcdo), das quais algumas também adsorvem no fon Ni(II)
imobilizado, competindo com a PIS pelos sitios de adsor¢do. Como para determinacao das
isotermas € utilizada PIS com alta pureza, ndo ha competicdao das proteinas pelos sitios de

adsorcao.

Segundo os valores dos coeficientes de correlacdo (Tabela 5.4), o modelo de
Langmuir ndo representou muito bem os dados experimentais de adsorcdo de PIS para
todos os adsorventes estudos. Com a finalidade de avaliar a validade do ajuste, foi realizada

a linearizag@o da equagdo de Langmuir (equacdo de Scatchard) (Figura 5.11).

A andlise do grafico de Scatchard indica que os dados de adsor¢do de PIS nos
adsorventes estudados apresentaram comportamento linear somente no caso do adsorvente
Sepharose-IDA-Ni(Il), indicando a validade do modelo de Langmuir para esse caso. Para
os demais adsorventes, o grafico de Scatchard apresentou comportamento nio linear,
indicando a existéncia de desvios do modelo de Langmuir, tais como a existéncia de
cooperatividade proteina-proteina, ou heterogeneidade da superficie, acarretando a
existéncia de multiplas interacdes entre o adsorvente e os grupos funcionais das

biomoléculas.

Como o modelo de Langmuir ndo representou bem os dados experimentais,
empregou-se 0 modelo semi-empirico Langmuir-Freundlich, que leva em considera¢do a
existéncia de cooperatividade e heterogeneidade da superficie do adsorvente (SHARMA e

AGARWAL, 2001). A Figura 5.12 apresenta os dados experimentais € a curva ajustada
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segundo o modelo de Langmuir-Freundlich e os pardmetros ajustados do modelo estdo

apresentados na Tabela 5.5.

a)Sepharose-IDA -Ni(II)

b) Sepharose-CM-Asp-Ni(II)
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Figura 5.11: Gréfico de Scatchard para os dados de adsor¢do de PIS nos adsorventes a)
Sepharose-IDA-Ni(Il), R’ = 0,95; b) Sepharose-CM-Asp-Ni(Il), R? = 0,85; c) Agarose-
TED-Ni(II), R* = 0,27; d) Sepharose-TREN-Ni(II), R* = 0,23; e) HisTrap-Ni(II), R* = 0,64.
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Os ajustes de parametros do modelo de Langmuir-Freundlich apresentaram valores
de coeficiente de correlacdo mais proximos a 1,0 quando comparados aqueles obtidos pelo
modelo de Langmuir, porém o pardmetro Kyir) corresponde a constante aparente de
dissocia¢do do complexo agente quelante-Ni(II)-PIS. Os valores de Ky obtidos estdo na
faixa de 10> a 107 M. Quanto a capacidade méxima de adsorcdo (Q,,), os valores dos
parametros ajustados pela equacdo de Langmuir foram muito préximos dos ajustados

segundo equagdo de Langmuir-Freundlich.

Segundo o modelo de Langmuir-Freundlich, obteve-se, exceto para CM-Asp-Ni(Il),
valores de n maior que 1 para todos os adsorvente, indicando cooperatividade positiva, ou
seja, a adsorcdo de uma molécula de PIS favorece a adsor¢cdo de outra molécula desta
proteina no adsorvente. SHARMA E AGARWAL (2002) também obtiveram valores de n
maiores que 1,0 para a adsor¢do de lisozima em Sepharose-IDA-Ni(Il) (n = 1,70) e
Sepharose-TREN-Ni(Il) (n = 1,81). Para Sepharose-CM-Asp—Ni(Il), pode-se considerar o
valor de n igual a 1, mostrando a inexisténcia de coopertividade.

Tabela 5.5: Parametros obtidos a partir do ajuste ndo linear do modelo de Langmuir-
Freundlich aos dados de adsor¢@o de PIS

Ligante de 2 .. Desvio
afinidade On (mg/g) Kk (mol/L) n R Varidancia padrio

IDA-Ni(II) 125,76 + 5,09 (6,88 +1,32)x 10" 1,25+0,18 0,99 31,55 5,62
TED-Ni(II) 43,14 +4,05 (1,66 +0,73)x 10° 2,01 £0,41 0,98 5,54 2,75
CM-Asp-Ni(Il) 114,56 £ 10,73 (1,38 £0,28) x 10° 0,91 +0,17 0,98 26,45 5,14
TREN-Ni(II) 136,98 £4,79 (1,87 £0,35)x 10° 2,410,441 0,98 61,04 7,81

HisTrap-Ni(Il) 154,56 £ 10,74 (4,97 £0,21)x 107 1,63+0,57 096 197,61 10,06
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Figura 5.12: Isoterma de adsorcdo de PIS a 25°C em (a) Sepharose-IDA-Ni(Il), (b)
Sepharose-TED-Ni(Il), (c) Sepharose-CM-Asp-Ni(II), (d) Sepharose-TREN-Ni(Il), (e)
HisTrap-Ni(II). Simbolos correspondem aos dados experimentais de equilibrio e a linha
continua, a curva ajustada segundo modelo de Langmuir-Freundlich.
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5.6 Determinacao de parametros termodinamicos para adsorc¢ao de PIS

A natureza das interagdes entre pro-insulina recombinante e niquel quelatado (AQ-
Ni(Il)) foi investigada com base na andlise dos pardmetros termodindmicos de adsor¢do
AG®, AH°® e AS°, calculados a partir da equacdo de Van’t Hoff (4.2). Para cédlculo dos
pardmetros termodindmicos, foram realizados experimentos para determinagcdo de
isotermas de adsorcao a temperaturas constante de 4°C, 15°C, 25°C, 37°C e 45°C. Todas as
medidas foram realizadas em triplicata e foram calculados os desvios para todos os
sistemas em todas as temperaturas. O ajuste ndo-linear segundo modelo de Langmuir
(Figura 5.13) forneceram, para cada temperatura estudada, valores da constante de
dissociacdo K, (Tabela 5.6). Foram realizados também os ajustes de acordo com o modelo
de Langmuir-Freundlich, cujos graficos e parametros obtidos deste ajuste encontram-se no

apéndice B.

Os valores de K, obtidos para maioria dos casos ( 10°Me 10° M) sdo tipicos de
ligantes pseudobioespecificos, enquanto que os valores de K, obtidos para IDA-Ni(II)-PIS e

HisTrap-Ni(II)-PIS a 25°C (K, igual a 107 M) sdo caracteristicos de ligantes bioespecificos.

Os adsorventes estudados ndo apresentaram linearidade no grafico de Van’t Hoff
na faixa de temperatura estudada (4°C a 45°C), ou seja, a entalpia ndo € constante no delta
de temperatura de 40°C (Figura 5.14). Observou-se, no entanto, que aumento de
temperatura na faixa de 4°C a 25°C, exceto para Sepharose-TED-Ni(Il), afetou de maneira
similar o parametro K; de todos os adsorventes (queda nos valores de K,), indicando
aumento da afinidade da PIS pelos quelatos metélicos (Figura 5.15), fato este também
observado por RIBEIRO et al. (2008) para adsor¢do de IgG humana em Ni(II)-IDA-PEVA.
O oposto foi observado para a capacidade de adsor¢@o de PIS, que diminuiu com o aumento

de temperatura, fendmeno também observado por RIBEIRO et al. (2008).

Na faixa de temperatura de 4°C a 25°C observa-se linearidade do grafico de Van’t
Hoff (entalpia constante), sugerindo que o mecanismo de adsor¢do ndo € afetado
significativamente nesta faixa (Figura 5.15). Para Sepharose-TED-Ni(Il), observa-se
linearidade na faixa de temperatura de 25 a 45°C (Figura 5.15), provavelmente pelo fato
deste agente quelante ser pentadentado e a ligacdo de coordenagdo da PIS com o fon niquel

ser muito fraca, predominando outros tipos de interacdes, como hidrofébicas. As faixas de

temperatura que apresentaram linearidade foram utilizadas para o cédlculo dos parametros
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termodinamicos de adsor¢do de PIS, de acordo com o procedimento, descrito por HAUPT
et al. (1995), RIBEIRO (2006), THRASH Jr. et al. (2004) e CHANG et al. (2006), cujos
valores de AH® sdo fornecidos através do coeficiente angular da reta obtida no através do

grifico de Van’t Hoff (Tabela 5.7.)

A diminuic¢do dos valores de K; com o aumento da temperatura forneceu valores
de AH° positivos para todos os casos, indicando que a adsor¢do de PIS nos quelatos
estudados € um processo endotérmico (Tabela 5.7). O fendmeno endotérmico observado
pode ser explicado com base na solvatacdo das moléculas de proteina e dos fons metdlicos
imobilizados. Para que a proteina seja adsorvida, ela deve perder parte da camada de
hidratag@o dos residuos de histidina (perda de moléculas de dgua ligados ao anel imidazol).
Além disso, as moléculas de dgua ao redor dos fons metdlicos imobilizados também sdo
excluidas, sendo, em ambos os casos, um processo endotérmico e hd aumento de entropia
do sistema. Esta energia requerida para a desidratacdo € superior a energia liberada
(processo exotérmico) para que ocorra a formacdo de ligacdes de coordenagdo e/ou outras
interacdes como eletrostaticas entre a proteina e o fon metdlico imobilizado, tendo como

resultado liquido um processo endotérmico (LIN et al., 1999 e DONAT et al., 2005).

Os valores de AG®, que variaram de -26,30 a -34,78 kJ/mol (Tabela 5.7), foram
negativos para todos os sistemas, indicando que a adsorcdo € espontinea e mais favordvel
com o aumento de temperatura. Esses valores de AG® sdo de magnitudes similares aos
valores encontrados por FINETTE et al. (1997) para adsorcdo de lisozima (-23,2 a -24,3
kJ/mol) e albumina do soro humano (-28,3 a -29,4 kJ/mol) em Cu(Il)-IDA-silica e
RIBEIRO et al. (2008), para adsor¢do de imunoglobulina G humana em Ni(Il)-IDA-
PEVA. Os valores de AS° encontrados foram positivos (Tabela 5.7) e pouco alterados com
o aumento de temperatura em todos os casos, indicando um aumento na desordem total do
sistema, favorecendo a complexacdo e estabilidade da proteina-ion metdlico (DONAT et

al., 2005).

Quanto a capacidade de adsorcdo de PIS dos sistemas estudados, esta foi
desfavorecida com o aumento da temperatura na faixa linear, provavelmente as interacdes
de coordenacdo e eletrostaticas promovam maior adsor¢do de PIS em temperaturas mais

baixas, onde estas forcas sdo favorecidas.
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Figura 5.13: Isotermas de adsorcdo de PIS em (a) Sepharose-IDA-Ni(Il), (b) Sepharose-
TED-Ni(Il), (c) Sepharose-CM-Asp-Ni(Il), (d) Sepharose-TREN-Ni(Il), (e) HisTrap-Ni(Il).
Simbolos correspondem aos dados experimentais de equilibrio (o) 4°C, (o) 15°C, (A)
25°C, (+) 37°C e (x) 45°C e as linhas continuas, as curvas ajustadas segundo modelo de
Langmuir. 1 g de adsorvente seco corresponde a 3,0 mL de gel imido.



Tabela 5.6: Parametros obtidos a partir do ajuste ndo linear do modelo de Langmuir aos dados de adsorcdo de PIS

Parametros 4°C 15°C 25°C 37°C 45 °C
. Qu(mg/ggelseco) 268,74 +32.70 207,27 + 17,07 133,09 + 4,47 61,05 + 4,70 112,84 £9,55
% E K4 (M) (1,11 £0,23) x 107 (2,17 £0,54) x 10° (8,15 +1,25)x 107 (2,16 £0,57) x 10° (2,04+0,57) x 10°
% g R’ 0,987 0,939 0,983 0,962 0,959
v Desvio padrdo 6,52 15,31 5,62 3,93 7,89
_ Qu(mg/ggelseco 167,84 +22,55 191,68 + 26,42 69,22 + 14,34 60,22 + 4,08 19,34 +2,19
% % Ky (M) (1,14 £0,26)x 107 (3,87 £1,32) x 10° (9,24 +3,46) x 10° (4,79 +0,78) x 10° (4,41 +1,19)x 10°
;:,J a‘ R’ 0,984 0,912 0,954 0,977 0,961
= Desvio padrio 4,17 15,99 3,41 2,27 2,61
. Q m (mg/g gel seco) 167,08 + 17,10 181,91 + 17,51 110,18 + 3,85 209,56 25,62 69,83+ 3,04
% 2- = Ks (M) (4,84 £1,14) x 10° (3,12+0,82) x 10° (1,30 +0,19) x 10° (4,71 £1,39)x 10°® (1,28 +£0,20) x 10°®
S = Z R? 0,961 0,947 0,982 0,962 0,981
7 © Desvio padrio 8,35 12,38 4,92 11,72 3,27
= Qu(mg/g gel seco) 156,29 + 8,15 224,52 + 20,67 172,82 + 16,03 101,77 + 8,97 57,89 + 2,44
% E Ky (M) (5,11 £0,61)x 10° (2,57 £0,66) x 10° (1,95 £0,56) x 10° (1,77 +£0,54) x 10° (2,98 +0,36) x 10°
-§_ 5 R’ 0,990 0,939 0,941 0,933 0,993
% E Desvio padrdo 3,88 16,64 14,18 8,85 3,86
Q m (mg/g gel seco) 176,83 + 13,15 143,91 + 12,49 167,98 + 10,85 92,42 + 7,46 37,21 2,50
é!- = Ky (M) (526 +0,87)x 10° (2,92+0,73)x 10° (6,72 +1,87)x 107 (2,34 +0,63) x 10° (1,59 +0,36) x 10°
2 Z R’ 0,982 0,945 0,951 0,945 0,964
= Desvio padriao 5,92 9,69 13,98 6,77 2,53

d 2 sopvynsay — ¢ oynyrdn)

0pssnasy

a9
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Figura 5.14: Ln(K,) calculado versus 1/T para de adsor¢cdo de PIS nos adsorventes (0)

IDA-Ni(II); (o) TED-Ni(II); (A) CM-Asp-Ni(II); (o) TREN-Ni(II) e (+) HisTrap-Ni(II).
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Figura 5.15: Grifico de Van’t Hoff para de adsor¢do de PIS nos adsorventes (¢) IDA-
Ni(II) R*= 0,993; (o) TED-Ni(I) R’= 0,919; (A) CM-Asp-Ni(I) R*= 0,945; (o) TREN-
Ni(II) R?= 0,975 e (+) HisTrap-Ni(Il) R*= 0,915.
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Tabela 5.7: Parametros termodindmicos para adsor¢do de PIS.

Adsorvente Temperatura AG°(kJ/mol) AH° (kJ/mol) AS° (J/molK)

4°C -26,30 405,36

IDA-Ni(II) 15°C -31,19 86,05 406,88
25°C -34,78 405,27

25°C -28,72 197,39

TED-Ni(II) 37°C -31,57 30,13 198,94
45°C -32,60 197,18

4°C -28,21 254,10

CM-Asp-Ni(II) 15°C -30,37 42,22 251,92
25°C -33,58 254,23

4°C -28,07 218,67

TREN-Ni(II) 15°C -30,79 32,54 219,79
25°C -32,64 218,61

4°C -27,98 336,91

HisTrap-Ni(II) 15°C -30,45 18,83 332,05
25°C -35,11 336,55

5.7 Curva de ruptura: determinacao da capacidade dinamica de adsorc¢ao de PIS

Os experimentos para obten¢do das curvas de ruptura (“breakthrough curves”)
para os adsorventes Sepharose-IDA-Ni(Il) e Sepharose-TREN-Ni(Il) foram realizadas
visando a determinagdo da capacidade dindmica de adsorcdo de PIS, da perda de PIS no
efluente durante a alimentacio e o tempo de processo. Os adsorventes IDA-Ni(II) e TREN-
Ni(Il) foram escolhidos devido ao fato de terem apresentado as maiores capacidades de

adsorcdo de PIS a 25°C.

Foram realizados experimentos em colunas com 3,0 mL de adsorvente, com
vazOes de alimentacdo de 0,5 mL/min e 1,0 mL/min, visando verificar o efeito do tempo de
residéncia na adsorcdo da PIS. Alimentou-se, nestes experimentos, solu¢do de PIS-C em

tampao F (Tris-HCl 30 mM pH 7,5 contendo 7,5 M de uréia e 0,5 M de NaCl). Apds
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atingidos concentrac¢des de proteina constante no efluente, segui-se o procedimento descrito

em xx para a elui¢do das proteinas adsorvidas.

As curvas de ruptura obtidas para Sepharose-IDA-Ni(II) e Sepharose-TREN-

Ni(II), nas vazdes de 0,5 mL/min e 1,0 mL/min estdo representadas nas

Figura 5.16 e Figura 5.7, respectivamente, e na Tabela 5.8: Quantidades de
proteina total e PIS obtidas nas etapas de lavagem, eluicdo e regeneracdo das curvas de

ruptura.

Para ambos adsorventes estudados, nao foi notado efeito significativo da vazio de

alimentagdo nas curvas de ruptura. Para Sepharose-IDA-Ni(II) (

Figura 5.16, Tabela 5.8), na vazao de 0,5 mL/min, a concentrag¢do de proteinas no
efluente aumentou até atingir valor estacionario de C/Cy proximo a 0,8, enquanto que na
vazdo de 1,0 mL/min, a concentracio de proteinas na saida aumenta até atingir valor

constante em C/Cy préximo a 0,9. Para Sepharose-TREN-Ni(II) (

Figura 5.16a, Tabela 5.8), a concentragdo constante de proteina no efluente
ocorreu em C/Cy proximo a 1,0 para ambas vazoes, sendo, entdo, o adsorvente

completamente saturado. A analise das eletroforeses para ambos adsorventes (

Figura 5.16 e Figura 5.17) mostrou a presenca da banda relativa a PIS jd nas
primeiras fracdes de alimentacdo de PIS-C, indicando a baixa captura de PIS de ambos

adsorventes.

O adsorvente Sepharose-IDA-Ni(II) apresentou capacidade de adsor¢do em termos
de PIS em torno de 4,90 mg por mililitro de gel, valores inferiores aos obtidos para o
adsorvente TREN-Ni(II), que variaram entre 7,18 mg e 8,70 mg por mililitro de gel (Tabela
5.8). No entanto, cerca de 1,3 mg de PIS por mililitro de gel ndo foi eluida com imidazol e
EDTA, tendo sido necessdria a eluicio com solucdo de hidréxido de sodio. Este
comportamento ndo foi verificado nos demais experimentos cromatograficos, podendo ser,
possivelmente, devido a adsor¢do de PIS no agente quelatante TREN, que apresenta carga
positiva a pH 7,5. Neste caso, a interacdo da PIS com o TREN foi intensa, nao tendo sido
possivel a dessorcdo completa das proteinas com a utilizacdo de agentes competitivos
(imidazol e EDTA). Para a dessor¢do das proteinas que interagiram com o agente quelante
TREN, foi necessério o emprego de solugdo de hidréxido de sédio a S0 mM, regenerando,

assim, o adsorvente.
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Figura 5.16: a) Curvas de ruptura de adsor¢ao de PIS em Sepharose-IDA-Ni(Il) a partir de
solucdo PIS-C (proteinas totais); (0) vazdo de alimentacdo de 0,5 mL/min, concentra¢do na
alimentacdo de 3,11 mg/mL; (©) vazdo de alimentacdo de 1,0 mL/min, concentracdo na
alimentacdo de 3,66 mg/mL. Volume das fracdes: 2,0 mL. b) Eletroforese SDS-PAGE do
experimento a vazao de 0,5 mL/min e ¢) Eletroforese SDS-PAGE do experimento a vazao
de 1,0 mL/min. M marcador de baixa massa molecular (GE Healthcare), I amostra inicial;
nimeros correspondem as fragdes de alimentacdo; L. “pool” das fragdes de lavagem; E1
“pool” das fragdes de eluicdo 100 mM imidazol; E2 “pool” das fragdes de eluicio 300 mM
imidazol,; R “pool” fracdes de regeneragdo EDTA 50 mM; P marcador PIS-IMAC.
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Figura 5.17: a) Curvas de ruptura de adsor¢do de PIS em Sepharose-TREN-Ni(Il) a partir
de solugdo PIS-C (proteinas totais); (0) vazio de alimentacdo de 0,5 mL/min, concentracao
na alimentacdo de 3,75 mg/mL; (©) vazdo de alimentacdo de 1,0 mL/min, concentracdo na
alimentacdo de 3,57 mg/mL. Volume das fra¢des: 2,0 mL. b) Eletroforese SDS-PAGE do
experimento a vazdo de 0,5 mL/min e ¢) Eletroforese SDS-PAGE do experimento a vazao
de 1,0 mL/min. M marcador de baixa massa molecular (GE Healthcare), I amostra inicial;
numeros correspondem as fracdes de alimentacdo; L “pool” das fragdes de lavagem; E1
“pool” das fragdes de eluicdo 100 mM imidazol; E2 “pool” das fragdes de eluicio 300 mM
imidazol,; R1 “pool” das fracdes de regeneracdo EDTA 50 mM; R2 “pool” das fragdes
regeneracdo com NaOH a 50 mM; P marcador PIS-IMAC.
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Tabela 5.8: Quantidades de proteina total e PIS obtidas nas etapas de lavagem, elui¢do e
regeneracao das curvas de ruptura

IDA-Ni(Il) TREN-Ni(II)

0,5 (mL/min) 1,0 (mL/min) 0,5 (mL/min) 1,0 (mL/min)

PT' PIS>  PT. PIS>  PT. PIS>  PT. PIS”
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg)

Alimentacio’ 180,09 68,04 256,31 96,83 240,30 90,78 278,27 105,13
Lavagem 161,54 3998 191,52 47,5 190,51 47,25 250,33 62,08
Eluicdo 100 mM 4,08 3,11 9,06 5,61 5,23 2,26 12,70 548
Eluicdo 300 mM 51,53 11,62 41,07 9,26 26,31 13,18 30,76 1541

Regeneracdo
EDTA
Regeneracdo
NaOH
Total de proteina
eluida (mg)
Capacidade de
adsorcdo (mg/mL 18,59 491 16,76 495 13,57 7,18 17,31 8,70

gel)

0,16 0 0,13 0 3,80 1,81 2,33 1,11
- - - - 5,36 4,30 6,15 4,10

55,77 14,73 50,26 14,87 40,70 21,55 51,94 26,10

'PT: proteina total

*PIS: pré-insulina sulfonada quantificada por HPLC

3Volume alimentado de 58,0; 70,0; 64,0 e 78,0 mL para os adsorventes IDA-Ni(I) e TREN-Ni(II) nas vazdes
de 0,5 e 1,0 mL/min, respectivamente.

Os valores de pureza das fragcdes de elui¢do ndo foram calculados, uma vez que a
coluna de troca idnica utilizada para determinacio de PIS por HPLC adsorve somente a PIS
sulfonada (que tem carga negativa), ndo quantificando, portanto, a PIS ndo sulfonada.
Segundo informagdes da empresa BIOMM, a solucdo de PIS-C (obtida apds a solubilizacio
dos corpos de inclusdo e sulfitélise) contém PIS sulfonada e ndo sulfonada. O grau de
pureza das fragdes eluidas seria calculado como a razio entre a massa de PIS e a massa de
PT da fracdo multiplicado por 100. Como o método de Bradford utilizado para
determinacdo de proteinas totais ndo diferencia a PIS sulfonada da PIS ndo sulfonada, os
valores de PT obtidos nas etapas de eluicao sdo bem maiores que os valores obtidos por
HPLC. Isto indica, portanto, um grau de pureza muito baixo, que nio condiz com os perfis
eletroforéticos obtidos para todos os agentes quelantes utilizados, que mostram, segundo
analise das eletroforeses pelo software GelQuantNET version 1.6.8 (BioChemLab

Solutions) , grau de pureza de cerca de 80%.
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CAPITULO 6: CONCLUSOES E SUGESTOES PARA
TRABALHOS FUTUROS

Neste trabalho foi avaliado o efeito dos agentes quelantes IDA, TREN, CM-Asp e
TED imobilizados em géis de agarose para a purificacdo de PIS recombinante com cauda
de poli(histidina) a partir de solucdo clarificada (solugdo obtida apds solubilizagdo dos
corpos de inclusdo, sulfitélise e centrifugacdo) proveniente do processo de producdo

industrial de insulina (BIOMM, MG).

Foi demonstrado inicialmente que o método utilizado para a imobilizacdo dos
agentes quelantes IDA, CM-Asp, e TREN em géis de agarose (ativac@o com epicloridrina e
imobilizacdo do agente quelante pelo grupo amina), pode ser eficientemente empregado
uma vez que os valores de densidade de fons metdlicos imobilizados foram comparéveis
aqueles encontrados na literatura consultada. A seguir, demonstrou-se que, dentre os
adsorventes estudados, Sepharose-TREN-Ni(Il) apresentou os melhores resultados de
purificacdo de PIS a partir de solugdo clarificada, tendo adsorvido cerca de 50% da pro-
insulina sulfonada injetada. No entanto, o adsorvente Sepharose-IDA-Ni(Il) apresentou a
maior capacidade de adsorcdo em termos de proteina total, cerca de 50% da proteina total
injetada. Os adsorventes Sepharose-CM-Asp-Ni(Il), Sepharose-TED-Ni(II) e HisTrap-
Ni(Il) apresentaram capacidades de adsorcio menores em modo dindmico, em termos de
proteina total, seguindo a ordem IDA > TREN = HisTrap > CM-Asp > TED (de acordo
com a ordem estabelecida por CHAGA, 2001). Por outro lado, em termos de capacidade de
adsor¢do de pro-insulina sulfonada, a ordem diferiu para TREN > IDA > HisTrap > CM-
Asp > TED, contrariamente da ordem estabelecida por CHAGA (2001), que afirma que
quanto mais polidentado o agente quelante, menor o numero de sitios disponiveis para a
coordenagdo com a proteina e mais fraca € a interacdo com a mesma, consequentemente,

menor a capacidade de adsorcao.

Os adsorventes Sepharose-CM-Asp-Ni(Il) e Sepharose-TED-Ni(Il) apresentaram
maior seletividade quando comparados a Sepharose-IDA-Ni(Il) (anélise das eletroforeses

SDS-PAGE). Do total de proteinas adsorvidas em Sepharose-TREN-Ni(Il) (10,24 mg),
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65% foram eluidas com imidazol e 35% com EDTA (forte reten¢do), apresentando alta
capacidade de adsorcdo de PIS (8,9 mg de PIS/mL de gel). Isto se deve, possivelmente, ao
fato do agente quelante TREN imobilizar o fon metédlico Ni(II) somente através de dtomos
de nitrogénio, apresentando carga liquida do complexo TREN-Ni(II) positiva em pH 7,5,
implicando em uma interacdo muito forte com a pré-insulina que se encontra carregada
negativamente nesse mesmo pH, além da capacidade de fazer pontes de hidrogénio entre a
proteina-adsorvente.

A analise equilibrio demonstrou que adsor¢cdo de PIS a 25°C segue o modelo de
Langmuir-Freundlich, provavelmente devido a presenca de ions metdlicos mal espacados
no suporte (superficie heterogénea) ou interagdo proteina-proteina, que provocariam o
desvio do comportamento de Langmuriano, comumente ocasionado em sistemas IMAC.

O ajuste dos parametros, segundo o modelo de Langmuir-Freundlich, forneceu
valores de capacidades méaxima de adsor¢do (Q,,) entre 43,14 mg/mL (Sepharose-TED-
Ni(II)) e 154,56 mg/mL (HisTrap-Ni(II)) e de constante aparente de dissociagcdo (Kyir)),
para TED-Ni((II), CM-Asp-Ni(Il) e TREN-Ni(II) entre 10° a 10° M (valores tipicos de
ligantes pseudobioespecificos) e para IDA-Ni(II) e HisTrap de 107 M (valores tipicos de
ligantes bioespecificos). Obteve-se valores de n maiores que 1,0 para os adsorventes
estudados (exceto para CM-Asp-Ni(Il), n = 1,0, ndo apresentando cooperatividade).
Valores de n maiores que 1,0 indicam cooperatividade positiva, ou seja, a adsor¢do de uma
molécula de PIS favorece a adsor¢do de outra molécula desta proteina.

O estudo termodindmico para adsor¢do de PIS nos adsorventes estudados,
demonstrou linearidade do grafico de Van’t Hoff (entalpia constante) na faixa de
temperatura de 4°C a 25°C, exceto para Sepharose-TED-Ni(Il), cuja linearidade foi
observada na faixa de temperatura de 25 a 45°C, provavelmente pelo fato deste agente
quelante ser pentadentado e a ligacdo de coordenacdo da PIS com o ion niquel ser muito

fraca, predominando outros tipos de interagdes, como hidrofébicas.

A diminuic¢do dos valores de K; com o aumento da temperatura forneceu valores
de AH° positivos para todos os casos, indicando que a adsor¢dao de PIS nos quelatos
estudados € um processo endotérmico. Os valores de AG® foram negativos para todos os
sistemas, indicando que a adsorcdo € espontinea e mais favordvel com o aumento de

temperatura. Os valores de AS°® encontrados foram positivos e pouco alterados com o
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aumento de temperatura em todos os casos, indicando um aumento na desordem total do

sistema, favorecendo a complexacdo proteina-ion metalico.

Quanto as curvas de ruptura, ndo foi observado efeito da vazdo no ponto de
ruptura na faixa estudada. O adsorvente Sepharose-IDA-Ni(II) apresentou capacidade
dindmica de adsor¢do em termos de PIS em torno de 4,90 mg por mililitro de gel, valor
inferior ao obtido para o adsorvente TREN-Ni(II), (entre 7,18 mg e 8,70 mg de PIS por
mililitro de gel). No entanto, para TREN-Ni(II), cerca de 1,3 mg de PIS por mililitro de gel
ndo foi eluida com imidazol e EDTA, tendo sido necessdria a eluicdo com solucdo de
hidréxido de sédio, devido a adsor¢do intensa, provavelmente em virtude das interacdes de

PIS com agente quelatante TREN ou com o espacador.

Os resultados obtidos permitem concluir que os diferentes agentes quelantes
apresentaram variacdes significativas na capacidade de adsorcdo e seletividade na
purificacdo de pré-insulina recombinante. Foi possivel também obter o comportamento da
adsorcdo da proé-insulina nos sistemas estudados, o que auxilia no desenvolvimento de
estratégias de recuperacdo e purificacdo de biomoléculas. A técnica de IMAC com agente
quelante TREN imobilizado (agentes quelante ndo utilizado tradicionalmente em IMAC) é
potencialmente vidvel para a purificacdo de PIS a partir clarificada de lisado de células,
uma vez observada seletividade (presenga da PIS nas fracdes de eluicio com pouca
presenca de impurezas) e a capacidade de adsorcdo de PIS similar ao do adsorvente

tradicional IDA-Ni(II).

Como sugestdes para trabalhos futuros, tem-se:

1) Emprego de duas colunas de IMAC em série, com diferentes agentes quelantes
imobilizados, a fim de melhorar a capacidade e a seletividade de purificacdo de PIS a partir

de solugdo clarificada;

2) Investigar o potencial de utilizacdo do adsorvente Sepharose-TREN sem ion

metdlico quelatado na purificacdo de PIS.
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Apéndice A

Duplicatas das cromatografias dos experimentos de purificacio de PIS a partir de
solucdo clarificada (PIS-C) em géis Sepharose-IDA-Ni(II), Sepharose-CM-Asp-Ni(Il),
Sepharose -TED-Ni(II), Sepharose -TREN-Ni(Il) e HisTrap FF.
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Figura A.1: Perfil cromatogrifico e eletroforético de adsor¢ao de PIS, a partir de solucgdo
PIS-C, em gel Sepharose-IDA-Ni(Il). (I) Injecdo: 6,0 mL de solu¢do a 4,1 mg/mL de
proteina total. Vazao: 0,5 mL/min. Lavagem: (A) Tampao B; (B) Tampao A; (C) Tampao
C. Elui¢do: (D) Tampao D; (E) Tampao E. Regeneracdo: (F) EDTA 50 mM pH 8,0.
Eletroforese SDS-PAGE em gel a 15%. Revelacdo com nitrato de prata. Amostras nas
condicdes desnaturantes e redutoras. Faixa 1: Marcadores de massa molecular (Sigma,
EUA). Faixa 2: PIS-C. Faixas 3-4: “Pool” fracdes de lavagem. Faixa 5: “Pool” fracdes de
eluicdo imidazol 100 mM. Faixa 6: “Pool” fra¢des de eluicdo imidazol 300 mM. Faixa 7
“Pool” fracdes de regeneracdo. Faixa 9: Marcador de PIS (PIS-IMAC).
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Tabela A.1: Quantidades de proteina total obtidas nas etapas de lavagem, eluicdo e

regeneracdo das cromatografias Sepharose-IDA-Ni(II).

Fracao imidazol Exp. 1

(mg) (%)
Injecdo 0 mM 24,6 100,00
Lavagem 20 mM 14,00 56,91
Eluicdo 100 mM 432 17,56
300 mM 8,57 34,84

Regeneracio 0,40 1,63
Total 27,29 110,93

Coluna 3,0 mL Sepharose-IDA-Ni(Il) equilibrada com tampao A. Densidade de ligante Ni(II): 43,2 pmol/mL
de gel. Injecdo 6,0 mL a 4,1 mg/mL de solugdo PIS-C.
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Figura A.2: Perfil cromatografico e eletroforético de adsorcao de PIS, a partir de solucao
PIS-C, em gel Sepharose-CM-Asp-Ni(Il). (I) Inje¢do: 7,0 mL de solugdo a 3,2 mg/mL de
proteina total. Vazao: 0,5 mL/min. Lavagem: (A) Tampao B; (B) Tampao A; (C) Tampao
C. Elui¢do: (D) Tampao D; (E) Tampao E. Regeneracdo: (F) EDTA 50 mM pH 8,0.
Eletroforese SDS-PAGE em gel a 15%. Revelacdo com nitrato de prata. Amostras nas
condicdes desnaturantes e redutoras. Faixa 1: Marcadores de massa molecular (Sigma,
EUA). Faixa 2: PIS-C. Faixas 3: “Pool” fracdes de lavagem. Faixa 4: “Pool” fracdes de
eluicdo imidazol 100 mM. Faixa 5: “Pool” fragdes de eluicdo imidazol 300 mM. Faixa 6:
“Pool” fracdes da regeneragdo. Faixa 7: Marcador de PIS (PIS-IMAC).
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Tabela A.2: Quantidades de proteina total obtidas nas etapas de lavagem, eluicdo e
regeneracao das cromatografias Sepharose-CM-Asp-Ni(Il).

Fracdo imidazol Exp. 1V
(mg) (%)
Injecao 0 mM 22,40 100,00
Lavagem 20 mM 18,92 84,09
Eluicdo 100 mM 1,32 5,87
300 mM 0,32 1,42
Regeneracio 0,02 0,09
Total 20,58 91,47

Coluna 3,0 mL Sepharose-CM-Asp-Ni(II) equilibrada com tampao A. Densidade de ligante Ni(I): 37,1
pmol/mL de gel. Injecdo 7,0 mL a 3,2 mg/mL de solugdo PIS-C.
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Figura A.3: : Perfil cromatografico e eletroforético de adsor¢@o de PIS, a partir de solucdo
PIS-C, em gel Sepharose-TED-Ni(II).(I) Injecdo: 4,9 mL de solugdo a 3,2 mg/mL de
proteina total. Vazao: 0,5 mL/min. Lavagem: (A) Tampao B; (B) Tampao A; (C) Tampao
C. Elui¢do: (D) Tampao D; (E) Tampao E. Regeneragdo: (F) NaOH 50 mM pH 12,0.
Eletroforese SDS-PAGE em gel a 15%. Revelacdo com nitrato de prata. Amostras nas
condicdes desnaturantes e redutoras. Faixa 1: Marcadores de massa molecular (Sigma,
EUA). Faixa 2: PIS-C. Faixas 3-4: “Pool” fracdes de lavagem. Faixa 5: “Pool” fracdes de
eluicdo imidazol 100 mM. Faixa 6: “Pool” fragdes de eluicdo imidazol 300 mM. Faixa 7:
“Pool” fragdes da regeneracdo. Faixa 8: Marcador de PIS (PIS-IMAC).
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Tabela A.3: Quantidades de proteina total obtidas nas etapas de lavagem, eluicdo e

regeneracio das cromatografias em Sepharose-TED-Ni(II).""

Fracdo imidazol Exp 1%V
(mg) (%)
Injecdo 0 mM 15,69 100,00
Lavagem 20 mM 16,12 102,74
Eluicdo 100 mM 0,18 1,15
300 mM 0,05 0,32
Regeneracio 0 mM 0,10 0,64
Total 16,45 104,87

Coluna 2,0mL agarose-TED-Ni(II) equilibrada com tampéo A. Densidade de ligante Ni(II): 10 pmol/mL gel.
Injecdo 4,9 mL a 3,2 mg/mL de solugdo PIS-C.
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Figura A.4: Perfil cromatogréfico e eletroforético de adsorc@o de PIS, a partir de solucdo
PIS-C, em gel Sepharose-TREN-Ni(Il). (I) Injecdo: 7,1 mL de solu¢do a 3,0 mg/mL de
proteina total. Vazdo: 0,5 mL/min. Lavagem: (A) Tampado B; (B) Tampao A; (C) Tampao
C. Elui¢do: (D) Tampao D; (E) Tampdo E. Regeneracdo: (F) EDTA 50 mM pH 8,0.
Eletroforese SDS-PAGE em gel de poliacrilamida a 15%. Revelacdo com nitrato de prata.
Amostras nas condi¢cdes desnaturantes e redutoras. Faixa 1: Marcadores de massa
molecular (Sigma, EUA). Faixa 2: PIS-C. Faixas 3: “Pool” fragdes de lavagem. Faixa 4:
“Pool” fracdes de eluicdo imidazol 100 mM. Faixa 5: “Pool” fragdes de elui¢cdo imidazol
300 mM. Faixa 6: “Pool” fragdes da regeneracdo. Faixa 7: Marcador de PIS (PIS-IMAC).
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Tabela A.4: Quantidades de proteina total obtidas nas etapas de lavagem, eluicdo e
regeneracao das cromatografias em Sepharose-TREN-Ni(II).

~ . Exp 1
Fracdo Imidazol (mg) (%)
Injecao 0 mM 21,27 100,00

Lavagem 20 mM 10,20 47,95
100 mM 3,47 16,31

Eluicao
300 mM 1,84 8,65
Regeneracdo 0 mM 4,85 22,80
Total 20,36 95,72

Coluna 3,0 mL agarose-TREN-Ni(II) equilibrada com tampao A. Densidade de ligante Ni(I): 13,3
pumol/mL gel. Injecdo 7,1 mL a 3,0 mg/mL de solucdo PIS-C.
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Figura A.5: Perfil cromatogréfico e eletroforético de adsorc@o de PIS, a partir de solucdo
PIS-C, em coluna HisTrap-Ni(Il). (I) Inje¢do: 11,9 mL de solu¢@o a 3,7 mg/mL de proteina
total. Vazdo: 0,5 mL/min. Lavagem: (A) Tampdo B; (B) Tampao A; (C) Tampao C.
Eluicdo: (D) Tampao D; (E) Tampao E. Regeneracdo: (F) EDTA 50 mM pH 8.,0.
Eletroforese SDS-PAGE em gel a 15%. Revelacdo com nitrato de prata. Amostras nas
condicdes desnaturantes e redutoras. Faixa 1: Marcadores de massa molecular (Sigma,
EUA). Faixa 2: PIS-C. Faixas 3-5: “Pool” fracdes de lavagem. Faixa 6: “Pool” fracdes de
eluicdo imidazol 100 mM. Faixa 7: “Pool” fragdes de eluicdo imidazol 300 mM. Faixa 8:
“Pool” fracdes da regeneracdo. Faixa 9: Marcador de PIS (PIS-IMAC).
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Tabela A.S: Quantidades de proteina total obtidas nas etapas de lavagem, eluicdo e
regeneracio das cromatografias em coluna HisTrap-Ni(II).

Fracdo Imidazol Exp 1
(mg) (%)
Injecao 0 mM 43,94 100,00
Lavagem 20 mM 33,17 75,49
Eluicdo 100 mM 13,31 30,29
300 mM 0,24 0,55
Regeneracdo 0 mM 0,71 1,62
Total 47,44 107,97

Coluna HisTrap-Ni(II) 5,0 mL equilibrada com tamp@o A. .Densidade de ligante Ni (II): 15 pmol/mL gel
Injecdo 11,9 mL a 3,7 mg/mL de solugdo PIS-C.
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Apéndice B

Isotermas de adsor¢do de PIS em Sepharose-IDA-Ni(Il), Sepharose-TED-Ni(Il),
Sepharose-CM-Asp-Ni(Il), Sepharose-TREN-Ni(II), HisTrap-Ni(II), ajuste ndao-linear

segundo modelo de Langmuir-Freundlich.
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Figura B.1: Isoterma de adsorcdo de PIS em (a) Sepharose-IDA-Ni(Il), (b) Sepharose-
TED-Ni(Il), (c) Sepharose-CM-Asp-Ni(Il), (d) Sepharose-TREN-Ni(Il), (e) HisTrap-Ni(Il).
Simbolos correspondem aos dados experimentais de equilibrio (o) 4°C, (o) 15°C, (A)
25°C, (+) 37°C e (x) 45°C e as linhas continuas, as curvas ajustadas segundo modelo de
Langmuir-Freundlich.



Tabela B.1:Parametros obtidos a partir do ajuste ndo linear do modelo de Langmuir-Freundlich aos dados de adsor¢ao de PIS

Parimetros 4°C 15°C 25°C 37°C 45°C
Lo Q m (mg/g gel 169,23 + 18,60 162,22 + 3,56 125,76 5,09 50,64 + 2,40 98,00 + 5,91
= Kar (M) (1,01 £1,46)x 10°  (3,69£0,77)x 10° (0,68 +0,13)x 10° (2,27 £0,46)x 10® (1,38 £0,24) x 10°
é; i n 1,49 + 0,21 2,81 £0,39 1,25+0,18 1,82 +2,4 1,30 £ 0,26
28 R 0,991 0,989 0,988 0,984 0,991
Desvio padrdo 5,31 6,62 5,62 2,73 4,18
g Q n (mg/g gel) 106,51 + 11,27 128,55 +3,23 43,14 +4,05 46,76 +2,51 13,38 £ 0,60
= Kar (M) (11,28+£1,98)x 10° (8,77 +2,77)x 10° (16,57 +7,27)x 10° (5,88 +0,99) x 10® (8,09 +2,13) x 10°
g = n 1,50 + 0,21 3,48 +0,56 2,01 +0,41 1,60 +0,21 2,45 +0,37
s R? 0,991 0,986 0,981 0,989 0,992
< Desvio padrdo 3,23 6,64 2,35 1,66 0,53
L, Q n (mg/g gel) 131,17+ 15,74 135,63 + 4,11 114,56 + 10,73 147,92 + 4,76 68,17 +7,63
g 2‘ = Kar (M) 4,98 +1,11)x 10° (4,68 +1,12)x10° (1,38+0,28)x 10° (7,81 £1,78)x 10® (1,28 £0,32) x 10°®
% == n 1,45 +0,33 2,46 0,38 0,91 £0,17 2,13+£0,23 1,24 0,25
20 R’ 0,969 0,987 0,983 0,994 0,988
Desvio padrio 7,86 6,47 5,14 4,99 2,93
=) Q m (mg/g gel) 126,35 + 8,01 169,83 + 5,08 136,98 + 4,79 119,10 + 53,77 54,50 + 6,42
gz Kar (M) (4,89£043)x 10°  (3,12£056)x 10°  (1,87£035)x 10° (2,14 £1,42)x 10° (2,91 £0,49)x 10°
% 5 n 1,33 0,14 2,44 +0,34 2,41 0,41 0,76 + 0,43 1,15+0,18
3 & R’ 0,994 0,985 0,984 0,936 0,995
Desvio padrio 3,15 8,62 7,81 9,30 1,46
= Q m (mg/g gel 172,62 + 39,36 112,44 +7,30 154,56 + 10,74 75,42 +2.95 32,16 + 1,46
z. Kar (M) (5,19+£1,08)x 10°  (3,14+£0,88)x 10°  (0,49+0,21)x 10° (3,11 £0,75)x 10® (1,40 £0,21) x 10°®
§ n 1,02 £0,23 1,85 +0,45 1,63 £0,57 2,03 +0,33 1,92 £0,34
e R’ 0,982 0,961 0,958 0,980 0,989
T Desvio padrdo 6,27 8,63 10,06 4,28 1,58
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A partir das andlises dos parametros do modelo de Langmuir-Freundlich, verifica-
se que para IDA-Ni(Il) n variou entre 1,25 a 2,81, sempre maior que 1, indicando
cooperatividade positiva, a adsor¢do de uma molécula favorece a adsor¢do de outra. Para
TREN-Ni(II) n cresce de 1,33 a 2,44 até a temperatura de 25°C , apds isso com o aumento
da temperatura para 37°C e 45°C apresentou n igual a 0,75 e 1, respectivamente, mostrando
que a cooperatividade sofre um inversdo, desfavorecendo a interacdo proteina-proteina.
Para TED-Ni(1I), CM-Asp-Ni(II) e Histrap-Ni(I) os valores de n foram maiores que 1
indicando a existéncia da cooperatividade positiva, onde a adsor¢do de uma proteina

favorece a adsor¢do de outra, mostrando também maiores desvios da isoterma de Langmuir.



