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Resumo

TAMAGAWA, R E. Desenvolvimento de Processo de Recuperagdo de Aprotinina Através de Afinidade
por Quelato Metalico.  Tese (Mestrado) — Faculdade de Engenharia Quimica, Universidade
Estadual de Campinas, 1999. Palavras chaves: 1. Inibidores da tripsina. 2. Complexos metalicos.
3. Cromatografia de afinidade. 4. Tripsma. 5. Proteinas — Separacao. 6. Adsorgao.

Aprotinina € uma proteina presente em alguns orgaos bovinos (tais como pancreas, figado e
pulmao). Devido sua propriedade de inibi¢do de serino-proteases possui diversas aplicagdes,
inclusive na area meédica. O objetivo deste trabalho foi a recuperagéo de aprotinina a partir de
efluente do processamento industrial de insulina bovina atraves da técnica IMAC (“Immobilized
Metal Ion Affinity Chromatography”). Uma vez que a aprotinina ndo possui 0 requerimento
basico para adsor¢do em matrizes IMAC (residuos de histidina disponiveis na superficie da
molécula) a estratégia deste trabalho baseou-se na formagdo do complexo do inibidor com
tripsina. A primeira etapa do trabalho que consistiu no estudo da adsor¢do de complexo a partir
de solugio tampao mostrou a possibilidade do processo utilizando matriz IMAC silica-IDA-Cu®".
A remogao de complexo a partir de solugdo tampao nao foi influenciada pelo aumento do pH de
7.0 a 8,5. Entretanto, foi significantemente afetada pela forga i6nica com maiores capacidades de
adsor¢ao com o decréscimo da concentragao de NaCl de 1,0 para 0,5 M. Capacidades de
adsorc¢do de até 20 miligramas de complexo por grama de matriz foram obtidas. A dessor¢3o foi
conduzida contactando-se a matriz contendo complexo adsorvido com tampao a baixo pH (2,1).
A forga ionica teve um efeito significativo nesta etapa: a eficiéncia de dessorgdo foi elevada de
40 a cerca de 100% com a adi¢ao de 1,0 M de NaCl no tampao de dessor¢do. O segundo estagio
deste trabalho foi o estudo da adsor¢do de complexo a partir do efluente industrial.
Primeiramente, a verificacdo da adsorcdo de impurezas (proteinas do efluente) sugeriu baixa
especificidade na adsor¢do do complexo devido intensa adsor¢do destas impurezas. Esta baixa
especificidade foi confirmada com a adsor¢do de complexo a partir do efluente industrial.
Alguma seletividade foi alcangada com a dessorgao em duas etapas como verificado através de
eletroforese SDS-PAGE: numa primeira etapa eluiu-se com tampao a pH baixo principalmente
impurezas e nenhum complexo ao passo que, numa segunda etapa da dessorgdo, obteve-se

eluigdo significativa de complexo com tampao a pH baixo na presenga de NaCl a 1,0 M.
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Abstract

TAMAGAWA, R.E. Desenvolvimento de Processo de Recuperagdo de Aprotinina Através de Afinidade
por Quelato Metalico.  Tese (Mestrado) — Faculdade de Engenharia Quimica, Universidade
Estadual de Campinas, 1999. Keywords: 1. Trypsin Inhibitor. 2. Metal Complex. 3. Affinty
Chromatography. 4. Trypsin. 5. Proteins — Separation. 6. Adsorption.

Aprotinin is a small protein present in some bovine organs (pancreas, liver and lung). It is
a serine-protease inhibitor that has medical applications. The objective of this work was to
recover aprotinin from industrial insulin production effluent by IMAC (Immobilized Metal Ion
Affinity Chromatography). Since aprotinin does not have the basic requirements for adsorption
onto IMAC matrices (available histidine residues on its surface), the approach used for its
recovery was to exploit its complex formation with trypsin. The first stage of this work was the
study of adsorption of the aprotinin-trypsin complex from buffer solutions. Stirred tank batch
type experiments indicated that the complex could be adsorbed onto an IMAC matrix (silica-
IDA-Cu®"). The increase of pH from 7.0 to 8.5 did not affect the uptake of complex from
solution. However, adsorption capacity was significantly affected by ionic strength: higher
capacity values were obtained as the ionic strength was decreased in the range from 1.0 to 0.5 M
NaCl. Adsorption capacities as high as 20 milligram of complex per gram of matrix were
achieved. Desorption was carried out by contacting the complex containing matrix with a low
pH buffer (pH 2.1). The ionic strength had a strong effect in this step: the desorption efficiency
increased from 40 to virtually 100% when 1 M of NaCl was added to the desorption buffer. The
second stage of the work was complex adsorption out of the industrial effluent. First, evaluation
of the adsorption of impurities (effluent proteins) suggested low specificity of complex
adsorption due to intense adsorption of these impurities. This low specificity was confirmed with
complex adsorption after spiking the effluent with stoichiometric amounts of trypsin and
aprotinin. Some selectivity was achieved with the desorption step as verified by SDS-PAGE:
desorption with buffer at low pH eluted mainly impurities and no complex; addition of 1.0 M

NaCl in a second desorption treatment allowed the elution of complex besides some impurities.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

1.1. ESCOPO

O escopo deste trabalho € a aplicagdo de principios de engenharia quimica no
desenvolvimento de um processo de recuperagdo de uma molécula biologica, utilizando-se de
técnicas de Recuperacdo e Purificagdo de Bioprodutos (RPB), também conhecida por

“Dowstream Processing”.

A etapa de RPB ¢ atribuida a tarefa de se atingir as caracteristicas do produto final, exigidas
pelo mercado. E conhecido que esta tarefa, a de separagio e purificacio, é uma das mais arduas
dentro do processo de produgdo de biomoléculas, onde na maioria dos casos a molécula de
interesse encontra-se numa concentragao muito baixa na presen¢a de uma grande variedade de
outras espécies normalmente comuns de meios biologicos. Além disso, moléculas biologicas
requerem controles rigidos das condigdes de processamento, devido suas estruturas frageis

susceptiveis de desnaturagao.

Além de qualidade do produto, um baixo custo € também exigido pelo mercado. No
entanto, devido a um grande nimero de etapas e diferentes operagdes necessarias para atingir-se a
qualidade exigida, em muitos casos, origina-se da RPB o maior custo dentre as etapas do
processo produtivo. No caso de moléculas para aplicagdes médicas por exemplo, das quais se
exige alto grau de pureza, a etapa de RPB pode consumir até 80% dos custos da produg¢ao. Com
a crescente geracdo de produtos biologicos decorrente do grande desenvolvimento da
biotecnologia nesta década, tem crescido também a necessidade do desenvolvimento das técnicas
de RPB. buscando uma maior redugao nos custos de processamento €, a0 mesmo tempo,

elevando-se a qualidade do produto.



Neste trabalho, no qual objetivou-se a recuperagdo de aprotinina, molécula de aplica¢ao
meédico-farmacéutica, utilizou-se de uma dentre as diversas técnicas de afinidade, atualmente
consideradas ferramentas eficientes em RPB devido as altas seletividades e reducdo de etapas de

separagao.

Além do desenvolvimento de base de um processo industrial especifico, espera-se que este
trabalho possa gerar conhecimentos a serem utilizados em outros estudos de separacao de
biomoléculas baseados na recuperagao de uma molécula alvo através de sua interagdo com uma

segunda molecula de propriedade conhecida.

1.2. APROTININA E SUA RELEVANCIA

A aprotinina € um inibidor especifico de serino-proteases (entre elas tripsina,
quimotripsina, calicreina e plasmina) presente em 6rgaos bovinos, isolada pela primeira vez por
Kunitz e Northrop em 1936 a partir de pancreas bovino, mais tarde extraida também a partir de
tecido linfatico, figado e pulmao bovinos (Kassel, 1970). Trata-se de uma pequena proteina de
massa molecular de aproximadamente 6,5 kDa, constituida de uma cadeia de 58 residuos de

aminoacidos.

A aprotinina tem sido utilizada em estudos sobre conformagGes protéicas e interagdes
proteina-proteina e na prote¢do de proteinas recombinantes da a¢ao de proteases produzidas por
culturas de células de mamiferos (Norris et al., 1990 e Tscheche et al., 1987). Como farmaco,
tem sido utilizada no tratamento de choque hemorragico-traumatico, em situagdes de
hiperfibrinolise e coagulopatia, e principalmente em cirurgias cardiacas, com o objetivo de se
reduzir perdas sangiiineas no pos-operatorio (Baufreton et al., 1996 e Carrera et al., 1993). A
aplicag¢@ao de aprotinina em cirurgias, no entanto, nao se restringe apenas a cirurgias cardiacas:
Quereshi et al. (1992) sugeriram aprotinina como anti-coagulante ideal para cirurgias de grande

porte em geral.

Por ser encontrada em baixas concentragdes em sua fonte natural, aprotinina € um farmaco
de alto valor, chegando a custar aproximadamente U$ 3.000,00/g (prego FOB), n3ao sendo
produzida no Brasil apesar da sua disponibilidade em fontes de baixo custo (6rgdos bovinos e

efluentes de processamento industrial dos mesmos). Além da produgdo a partir de fontes
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naturais, tem-se despertado interesse na expressdo de aprotinina em sistemas recombinantes,

como nos estudos realizados por Barthel e Kula (1995).

1.3. OBJETIVO, ESTRATEGIA E ETAPAS PROPOSTAS

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um processo de recuperagdo de aprotinina
(presente numa frag@o dos efluentes do processamento industrial de insulina bovina) utilizando
cromatografia de afinidade IMAC, técnica esta, utilizada na separagdo de proteinas possuidoras
de residuos de aminoacidos cisteina, triptofano e, principalmente, histidina disponiveis na sua
superficie. A estratégia para recuperacido de aprotinina via IMAC, uma vez que esta molécula
nao possui histidinas, baseou-se na formagao do seu complexo com tripsina (possuidora de

residuos de histidina) adquirindo assim, possibilidade de adsor¢ao na matriz.

A razdo da utilizagdo da técnica IMAC no presente trabalho deve-se as vantagens por ela
apresentadas (discutidas no capitulo a seguir) associadas ao fato de tripsina, responsavel pela
adsorgdo, estar também presente em fragdes do processamento industrial de insulina. Assim,
além de vantagens da técnica, o processo, associado a linha de produgdo de insulina, apresentaria

também possibilidade de recuperagao de tripsina.

Com a estrategia de adsor¢do baseada no complexo aprotinina-tripsina, propds-se
inicialmente duas alternativas. A primeira delas seria a adsor¢do a de aprotinina em tripsina
previamente adsorvida na matriz, onde a enzima desempenharia fun¢do de ligante. Este tipo de
esquema de adsor¢d@o € conhecido como cromatografia “piggyback™ uma molécula previamente
adsorvida num suporte possibilita a adsor¢do de uma segunda molécula através de interagdo entre
ambas (Informativo Amicon). Na segunda alternativa, se faria a adsor¢@ao do complexo

aprotinina-tripsina, previamente formado pela adi¢ao de tripsina ao meio contendo o inibidor.

A primeira alternativa, apresenta a principio maior atratividade, em termos operacionais e
economicos, principalmente tratando-se do desenvolvimento de um processo industrial pois, a
tripsina, desempenhando fungao de ligante, uma vez imobilizada poderia propiciar a realizagdo
de cromatografias sequenciais sem necessidade de renovagdo da enzima. A segunda alternativa
teria o potencial de se utilizar a tripsina endogena do pancreas como o veiculo de adsor¢ao, o que

por sua vez possibilitaria a recupera¢ao desta tripsina bovina como subproduto da produgdo de



aprotinina. Caso esta estratégia de uso da tripsina endogena nao fosse viavel, a op¢do, ndo tdo
interessante em termos de processo quanto a anterior, seria a adigdo de tripsina exogena ao meio

que deveria ser obrigatoriamente reciclada no processo.
Como etapas do trabalho foram propostos:

1. Estudos de adsor¢ao de tripsina livie em matriz IMAC visando, através da
determinac@o da capacidade de adsor¢do, a estimativa da capacidade de adsorg@o de
aprotinina em tripsina previamente adsorvida e de adsor¢@o do complexo aprotinina-

tripsina.

2. Estudos sobre o efeito do pH e da forga iGnica na adsor¢ao de aprotinina em tripsina

previamente adsorvida e na adsor¢@o de complexo.

3. Estudos de dessor¢do, determinando-se condi¢cdes para uma alta recuperag@o, nesta

etapa, de somente aprotinina (preferencialmente ) ou do complexo aprotinina-tripsina.

4. Aplicagdo das condi¢bes basicas do processo entdo determinadas, na separagao de
aprotinina a partir do efluente do processamento industrial de insulina, avaliando-se

sua viabilidade.

5. Separagdo do complexo aprotinina-tripsina obtidas apoés dessorgdo, no caso da
adsor¢do preferencial de aprotinina ndo apresentar sucesso, assim como a recuperagao

de tripsina (a ser reciclada no processo).

A adsor¢ao de aprotinina em tripsina previamente adsorvida (parte da etapa 2) mostrou-se
inviavel, tendo-se prosseguido com o plano de trabalho somente com a alternativa de adsor¢@o do
complexo. Iniciou-se os estudos utilizando a tripsina suina pois, esta, com quatro residuos de
histidina, apresentaria condi¢gbes mais favoraveis no inicio do trabalho que a enzima bovina
possuidora de trés histidinas. Como ligante metalico optou-se inicialmente por cobre visto que.
este, propicia maior intensidade de interagdo com proteinas que outros metais. Das matrizes
IMAC disponiveis, optou-se em utilizar a matriz de silica devido a facilidade de manipulagdo
deste material frente a agarose, incluindo ser, esta matriz, mais propicia a operagdo em leito
expandido. No entanto, alguns ensaios preliminares foram feitos com a matriz de agarose a titulo

de comparagio.
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CAPITULO 2

REVISAO DA LITERATURA

2.1. CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE

Dentre as diversas técnicas de separagdo de biomoléculas utilizadas na RPB, a
cromatografia de afinidade ¢ uma das mais eficientes na purificacdo de proteinas pois, devido alta
seletividade na etapa separagdo elevados graus de purificagio sdo atingidos em um pequeno

numero de etapas.

A cromatografia de afinidade é essencialmente um método de adsor¢do que explora um
reconhecimento entre ligantes imobilizados num suporte solido e a biomolécula a ser separada a
partir de uma solugdo. A alta especificidade da interagdo entre as especies que interagem (ligante
e biomolécula) € o que diferencia este método dos demais tipos de cromatografia (Collins et al.,
1993). Na maioria dos casos a cromatografia de afinidade é aplicada em etapas finais de

purifica¢do onde uma certa concentragdo do produto a ser separado ja foi atingida.

De modo geral a intensidade da interagdo pode ser manipulada através das condi¢des do
meio, como por exemplo pH e forga idnica, e assim, uma molécula pode ser adsorvida e
dessorvida do ligante sob condigdes estabelecidas que favorecem ou enfraquecem a associagdo

molécula-ligante.

A cromatografia de afinidade, como ilustra a Figura 2.1, tem como etapas basicas: 1) a
adsorgdo, na qual o produto de interesse passa da solugdo para a fase solida, interagindo com a
mesma, enquanto demais espécies passam atraveés da matriz sem interagirem, 2) a lavagem da
matriz com o tampdo de adsor¢@o para remogdo de moléculas fracamente adsorvidas atraves de

interacdes ndo-especificas; 3) a dessor¢do do produto, obtida através de variacdo das condigdes



do meio de modo a enfraquecer a interacdo da molécula com o ligante imobilizado e 4) a
regeneragdo da matriz, através de lavagem com a solugdo de regenerag@o que pode ser em alguns

casos o proprio tampao de adsorgao

INJECAO DA TAMPAO DE ﬂ
AMOSTRA ADSORCAO

. (=) l 3
‘,k 22 o o° Proteina alvo
#0Seco e

I-ADSORCAORZENSN & 2-LAVAGEM

TAMPAO pnﬁ SOLUCAO DE
DESSORCAO REGENERACAQ
. 5] OO

FELUICAO

Figura 2.1. Etapas basicas de uma Cromatografia de Afinidade.

A especificidade da interagio no processo de separagdo provém de propriedades
caracteristicas do ligante e da biomolécula responsaveis pelos mecanismos de reconhecimento
entre si. A interacdo entre ligante e biomolécula pode ser bioespecifica ou pseudobioespecifica,
dependendo do tipo do ligante e da forga que rege a interacdo. Em ligantes bioespecificos, a
intera¢@o entre o ligante e a biomolécula baseia-se geralmente na complementariedade de carga,
hidrofobicidade e forma sendo que, em sistemas pseudobioespecificos, as mesmas forgas
contribuem na interacdo, porém em diferentes magnitudes (Vijayalakshmi, 1989) Normalmente,
interagdes bioespecificas propiciam uma maior seletividade no processo de separagdo em relagdo

as pseudobioespecificas, devido maior especificidade das interagdes.

Os sistemas de interagdo bioespecifica mais conhecidos sdo enzima-substrato, inibidor-

enzima e antigeno-anticorpo, sendo os ligantes normalmente de origem biologica. No caso de
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sistemas de afinidade pseudobioespecifica, os ligantes podem ser tanto moléculas biologicas
como moléculas organicas ou inorganicas tais como aminoacidos, ligantes hidrofobicos, corantes
e ions metalicos. Na Figura 2.2 temos uma classificagdo dos métodos gerais de cromatografia de
afinidade com base no tipo do ligante usado. Para um melhor controle do processo para cada
sistema de afinidade, tanto para o bioespecifico como para o pseudobioespecifico, € essencial que

se estabelega qual o tipo de interag@o assim como o mecanismo de reconhecimento entre ligante e

biomolécula.
Cromatografia de Afinidade
Afinidade bioespecifica Afinidade pseudobioespecifica
—_— —ee e e
Especificid ‘ Especificidade Moléculas Moléculas
restrita ampla biologicas ||ndo biologicas
| Receptorese | | Cofatorese Aminoacidos,| | Bragos
hormonios | | fragmentos ex: histidina hidrofobicos
Inibidores e |||  Lectinas | ions
ativadores metallicos
Antigeno. ||| Outros, ex: | Corantes
anucorpo calmodulina
Substratos

Figura 2.2 - Classificagao de técnicas de cromatografia quanto ao tipo de afinidade:

bioespecifica ou pseudobioespecifica (Vijayalakshmi, 1989).

Ligantes bioespecificos, por apresentarem maior seletividade no processo de adsor¢do em
relagdo aos pseudobioespecificos, podem ser preferencialmente aplicados em processos em que
se requer elevados graus de pureza do produto final. Um inconveniente, no entanto, é o alto

custo tanto fixo como operacional pois muitos destes ligantes sendo macromoléculas frageis,



dificeis de se imobilizar em suportes solidos e em muitos casos de alto valor agregado,

inviabilizam algumas aplicagdes, especialmente em produgdes comerciais em larga escala.

Por outro lado, os ligantes pseudobioespecificos sdo espécies que, apesar de propiciarem
uma menor especificidade nas interagdes com as moléculas a serem separadas em relagao aos
bioespecificos, apresentam seletividade notavel, suficiente em muitos casos para atingir o grau de
purificagdo esperado. Ligantes pseudobioespecificos, além de menor custo fixo em relag@o aos
bioespecificos, apresentam maior estabilidade quimica e microbiologica, propiciando menor
custo operacional devido a menor necessidade de controle das condigdes do processo, e ainda

apresentam alto potencial de recuperag@o (Suh et al., 1985 e Vijayalakshmi, 1989).

2.2. RECUPERACAO DE PROTEINAS ATRAVES DE AFINIDADE POR
QUELATO METALICO

A afinidade de proteinas por ions metalicos originou o desenvolvimento da técnica de
cromatografia de afinidade conhecida por "Immobilized Metal Affinity Chromatography”
(IMAC). A técnica foi inicialmente desenvolvida por Porath em 1975 como uma técnica de
fracionamento de proteinas e € atualmente utilizada como um meétodo de cromatografia de
afinidade aplicavel a uma grande variedade de biomoléculas, embora seu potencial, comparado a
cromatografias convencionais, ndao tivesse, até alguns anos atras, sido vastamente explorado

(Wong et al., 1991).

Em metaloproteinas, varios grupamentos funcionais de proteinas participam da interagao da
macromolécula com o metal: cadeias laterais da glutamina, tirosina, cisteina, histidina, arginina,
lisina, aspartato, metionina, as extremidades N-terminal e os grupamentos amida e carbonila.
Porath (1975), no entanto, levantou hipotese que em IMAC, somente residuos de histidina,
cisteina e triptofano localizados na superficie da proteina poderiam formar ligagdes de
coordenag@o estaveis com os ions metalicos imobilizados. Estudos realizados com proteinas
modelos comprovaram que a histidina € de maier impertancia na reten¢ao de proteinas por
IMAC, seguida pela cisteina que também intervém no fendmeno, mas em menor proporgao, €
pelo triptofano que, apesar de indicacdes de seu envolvimento, aparentemente nao apresenta

afinidade para intervir sozinho no fendmeno de reten¢do. Do conhecimento da relevancia do
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residuo de histidina na associagdo de proteinas com ions metalicos imobilizados originou-se o
desenvolvimento de polipeptideos modificados, através de acoplamento de uma cauda constituida
por residuos de histidina, para sua possivel recuperagdo através de IMAC (Jonhson e Arnold,
1995).

As interagdes dos residuos especificos de aminoacidos, histidina, cisteina e triptofano (em
menor intensidade), disponiveis na superficie de proteinas com ions metalicos decorrem de uma
coordenagdo entre um par de elétrons do grupamento aminoacido e o metal. Em associagoes
envolvendo histidina, o nitrogénio do anel imidazol € o grupo doador de elétrons possiveis de
coordenagdo com o metal. Associa¢des entre metais e residuos cisteina ndo tiveram verificagoes
experimentais, embora possam ser preditos a partir dos modelos de metais livres em solugdo, nos
quais grupos sulfidril sdo envolvidos no mecanismo (Wong et al., 1991; Beitle e Ataai, 1992 e
Vijayalakshmi, 1989). Muitos outros fatores relevantes podem ser observados em interagbes
proteina-metal livre em solug¢do, como o fato de que as cadeias carboxil, imidazol e sulfidril
laterais sdo mais importantes na ligacdo com o metal, do que as cadeias carboxil e amino

terminais (Wong et al., 1991).

E conhecido que a especificidade em IMAC é propiciada essencialmente pela coordenagio
do par eletronico do grupo doador de elétrons da proteina com o ion metalico, mas, além da
ligag@o responsavel pela associagdo da proteina com o metal, € necessario o conhecimento de
outros tipos de interagdes presentes no sistema. O quelato metalico imobilizado se encontra
altamente solvatado por moléculas de agua possuindo assim elevado numero de grupos hidroxila
na sua vizinhanca. No caso de matrizes IDA-Cu®” (matrizes contendo como quelante, o acido
iminodiacético, IDA, e como ligante metalico, o ion cobre) sabe-se que o quelato apresenta uma
rede de cargas negativas, sugerindo a participa¢do de interagdes eletrostaticas ou inducgido de
cargas envolvendo residuos de aminoacidos positivamente carregados, tais como arginina, na

associagdo da proteina com o quelato (Vijayalakshmi, 1989).

Apesar da seletividade da técnica ser atribuida a residuos especificos de aminoacidos, o
papel de um determinado aminoacido no processo de adsor¢do ndo € o mesmo para todas as
proteinas. Para os grupos de histidina, por exemplo, diferen¢as nos pK’s causam variacao na
ordem de retenc¢do da proteina pela matriz IMAC. O potencial para coordenacdo de elétrons da

proteina com ions metalicos cresce com o decréscimo do valor de pK dos aminoacidos



especificos e pode também ser influenciada pelo posicionamento destes aminoacidos na estrutura

da macromolécula (Wong et al., 1991).

Além do tipo e posicionamento de grupos aminoacidos que podem interagir com o metal, a
interac@o ¢ influenciada por variaveis independentes tais como pH, temperatura, tipo do solvente,
tipo e concentragdo do sal, natureza do metal imobilizado, densidade do ligante na matriz e
tamanho da proteina. O efeito das principais variaveis que influenciam a adsorgao e dessor¢do

em IMAC s3o comentadas nos topicos adiante.

Existe uma série de vantagens da utilizagdao de IMAC em relagdo a demais métodos de
cromatografia por afinidade. Uma delas, é a versatilidade da matriz, uma vez que diferentes
metais podem alternadamente ser imobilizados num mesmo suporte podendo ser facilmente
removidos através de regeneragdo permitindo, assim, a separagao de diferentes proteinas.
Meétodos especificos de separa¢do podem ser conduzidos pela escolha do metal, pois diferentes
caracteristicas de interag@o entre proteina e ligante podem ser averiguadas com diferentes metais
utilizados. Os ligantes (ions metalicos) podem ser facilmente removidos da coluna através de
uma simples etapa de lavagem utilizando-se EDTA; assim, a matriz pode ser completamente
recuperada sem perder funcionalidade (Wong et al., 1991). Uma determinada matriz pode ser
regenerada centenas de vezes sem perda substancial da capacidade quelante e sem alto risco de

contaminac¢ao microbiologica (Porath, 1988).

A técnica IMAC nao se restringe apenas a purificacdo de proteinas mas também ¢ usada
como ferramenta em estudos de verificagdo da existéncia de aminoacidos, como por exemplo
histidinas, cisteinas e tripfanos na superficie de proteinas. Esta verificacdo de aminoacidos
especificos € muito util na verificacdo da autenticidade de proteinas produzidas via DNA
recombinante: a adsor¢ao via IMAC da proteina nativa e a da recombinante devem apresentar

resultados semelhantes (Wong et al., 1991).

Uma variag@o da técnica IMAC € conhecida como MIT (Metal Ion Transfer) que consiste
da transferéncia de ions metalicos de solugdo para adsorvente contendo agente quelante sem
metal ou de adsorvente contendo ligante metalico para a solugao. No primeiro caso a
transferéncia de ions de solugao para adsorvente pode ser utilizada para eliminagdo de tragos de

ions de metais indesejaveis na amostra. No segundo caso a transferéncia de metal a partir do
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adsorvente para solugdo € util como citado por Sulkowski (1989), na modificagdo de um enzima

para produg¢ao de uma metaloenzima.

2.2.1. Agente quelante

A 1mobilizagdo dos ions metalicos ocorre através de um agente quelante covalentemente
imobilizado ao suporte. As propriedades do centro de adsor¢do dependem fortemente do agente
quelante; em geral, quanto mais polidentado for o agente quelante, mais estaveis sdo os quelatos
formados entre o suporte e os ions metalicos e mais fraca € a interagdo do metal com a proteina
(Sulkowski, 1985).

O fato da interagdo entre agente quelante e ion metalico ser mais forte quanto mais
polidentado for o agente quelante, deve-se a maior perda de energia livre produzida pelo maior
numero de anéis quelatos formados. Quanto a fraca interagdo da proteina com o metal
imobilizado através de um maior numero de anéis quelatos, deve-se ao fato de que um menor
numero de sitios de coordenag@o do metal estarao disponiveis para interagao com a proteina.

Em resumo. sendo os sitios de coordenagao do metal, os responsaveis pela adsor¢do da
proteina, o agente quelante deve ser tal que proporcione uma alta estabilidade do complexo com

o metal, mas também disponibilize sitios livres de coordenagao para ligar-se com a biomolécula.

O agente quelante mais utilizado € o acido iminodiacético (IDA) que é um quelante
tridentado, isto €, forma complexo com o metal ocupando trés sitios de coordenacao. Assim, no
caso de ions metalicos hexacoordenados, com trés sitios ocupados, ha disponibilidade para a
proteina interagir com um dos trés sitios restantes (Figura 2.3). Na Figura 2.4 temos outra
representacao do quelato metalico constituido por IDA assim como a representacdo do quelato
constituido pelo agente quelante tris (carboximetil-etil-diamina) ou TED, que por ser um quelante
pentadentado proporciona uma quelagao mais forte do metal, diminuindo assim a capacidade do
ion metalico de fazer ligagdes com a proteina. Estas representa¢des esquematicas sdo modelos de
descrigdo, pois a estrutura exata do complexo ndo € conhecida (Davankov e Semechkin, 1977).
Além de IDA e TED, tem-se na Figura 2.5 as estruturas de outros agentes quelantes utilizados na

imobilizacao de ions metalicos em matrizes IMAC.

Estudos indicaram que a constante de forma¢ao de quelatos metalicos, quando os agentes
quelantes estdao imobilizados em suportes solidos, sao da mesma ordem de grandeza das

constantes obtidas para compostos analogos em solugdo. A estabilidade dos complexos formados



com IDA com alguns metais decresce na seguinte ordem: Cu®" > Ni*® > Zn*" > Co®*" >> Ca”,
Mg*" (Wong et al., 1991).

PROTEINA

?*0
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v N\—NH
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Figura 2.3 - Representa¢io esquematica da interagdo proteina-IDA-Cu*” em IMAC, através de
coordenagdo do anel imidazol do grupo histidina com o ion metalico. X: sitio de coordenagdo do

metal, susceptivel de ligagdo com a proteina.
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Figura 2.4 - Representagio esquematica dos complexos a) IDA-Me ** e b) TED-Me*'
(Viyjayalakshmi, 1989). P: matriz a qual o agente quelante esta imobilizado. X: sitio de

coordenacdo do metal, susceptivel de ligagdo com a proteina.
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Figura 2.5 — Principais agentes quelantes utilizados em IMAC.

2.2.2. Selegio do ion metdlico

A principio todos os metais susceptiveis de interagir com as proteinas podem ser utilizados
em IMAC. No entanto, os fons metalicos mais utilizados sio Cu®", Ni**, Co*", Zn*" F&’", A" e
Ca®". Os ions Cu®*", Ni*", Co*", Zn*" sdo conhecidamente utilizados por apresentarem interagdo
com histidina, triptofano e cisteina enquanto que ions Fe’* e AL’" sdo utilizadas para separar

fosfoproteinas e o ion Ca®’, com preferéncia de ligagio com oxigénio, pode ser selecionado para

a separagdo de proteinas contendo grupamentos carboxilicos.

Em 1989, visto a relevancia de histidina, Sulkowski determinou regras, apresentadas
abaixo, que governam a interagdo histidina-IDA com os fons Cu®", Ni**, Zn*" e Co®". Tais regras

foram determinadas utilizando-se tamp@o fosfato de sodio 20 mM a pH 7,0 e NaCl 1,0 M.

= A presenca de pelo menos um residuo de histidina disponivel para a coordenagio €

suficiente para a retengdo da proteina em uma matriz IDA- Cu®".
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=> A presenca de dois residuos de histidina disponiveis para a coordenagdo resulta em

uma retengdo mais forte da proteina em uma matriz IDA- Cu*”

= A presenga de dois residuos de histidina € requerida para a retengdo em uma matriz

[DA-Ni*"

=> A presenca de dois residuos de histidina espacialmente localizadas em uma o-hélice e
separadas por dois ou trés aminoacidos € requerida para a retengdo em matrizes IDA-

Zn®" e IDA-Co*",

= A reten¢do de uma proteina possuidora de dois residuos de histidina vicinais (efeito
quelato) sera mais forte, em todas as matrizes [IDA-Me®" em relacdo a retencdo de uma
proteina que possui dois residuos de histidina bem espacados na estrutura

tridimensional

—> A forga de retengdo das proteinas segue a seguinte ordem Cu®" > Ni*' > Zn*" = Co*"

2.2.3. Matrizes

Hé uma variedades de suportes usados em cromatografia de afinidade. A matriz pode ter
-consideravel efeito na estabilidade do complexo formado entre um metal imobilizado e a
proteina. Algumas propriedade gerais sdo requeridas na escolha de um suporte cromatografico,
como tamanho e forma de particulas uniformes para um bom empacotamento da coluna e area
superficial adequada para se ter uma alta capacidade. Suportes com pequeno tamanho de
particulas tem efeito difusivo mais baixo, mas, por outro lado, aumentam a eficiéncia na

imobilizagdo de ligantes devido maior area superficial disponivel para a ativagdo

Normalmente polimeros contendo grupos hidroxil possuem maior preferéncia pela
versatilidade, uma vez que podem ser facilmente ativados e suas propriedades quimicas s3o bem
caracterizadas (Porath, 1988) A primeira matriz usada em IMAC foi preparada por imobilizagido
covalente de IDA a agarose ativada por grupos oxirana. Matrizes de agarose sdo hidrofilicas,
mecanicamente € quimicamente estaveis e relativamente inertes. Seqiiencialmente foram
estudados o uso de outros tipos de suporte, como a silica e polimeros organicos. O acoplamento
de agentes quelantes em matrizes de silica para utilizacgdo em IMAC foi inicialmente
demonstrado por Small et al. e Vijayalakshmi, seguidos por Horvath, Karger e colaboradores
(Small et al. (1983); Vijayalakshmi (1983); El-Rassi e Horvath (1986) e Figueroa et al. (1986)).
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Em 1986, Kato et al. desenvolveram um novo suporte imobilizando IDA em um polimero
organico, TSK-gel G500 PW, resina hidrofilica com poros de tamanhos elevados, da ordem de
1000 A e tamanhos de particulas da ordem de 10 pm (25). Esta fase estacionaria é
comercialmente conhecida por TSK gel chelate e PW (Toyo Soda).

Os materiais baseados em polimeros sintéticos e silicas apresentam vantagens sobre
matrizes de agarose devido maior estabilidade mecanica, maior rigidez e menores variacoes de
volume durante empacotamento e uso. As desvantagens sdo a formagdo de grupos silanois tanto
a pH alto ou baixo nos suportes de silica e a fraca intera¢do entre o metal e IDA na resina TSK

(Wong et al., 1991).

2.2.4. Condigoes de adsorgdo

Adsor¢ao de proteinas em IMAC € normalmente conduzida a um pH no qual o grupo
doador de elétrons (na superficie da proteina) responsavel pela interagdo com o ion metalico
esteja parcialmente desprotonado. Para proteinas possuidoras de histidinas e cisteinas, por
exemplo, a seletividade para adsor¢@o € favorecida a uma faixa de pH de 6,0 a 8,0. Usualmente a
adsorgao ¢ feita em condighes alcalinas, pois estas propiciam maior efetividade, emboram
algumas proteinas particulares adsorvam em valores baixos de pH (Krishnan,1986). A adsorgdo

de proteina na matriz IMAC utilizando ion Fe** por exemplo ocorre a pH em torne de 5.0.

Além de pH, a forga i6nica € também uma variavel importante na adsor¢do em IMAC.
Concentragdes altas de sal (normalmente NaCl 1,0 M) devem ser consideradas para evitar
interagoes nao-especificas do tipo eletrostaticas e aumentar a seletividade, uma vez que ¢ dito que
a presen¢a de sal aumenta a estabilidade do complexo proteina-metal (Vijayalakshmi, 1989 ¢
Beitle e Ataai, 1992). A presenga de eletrolitos, além de diminuir interagdes nao-especificas,
diminui o efeito da solvatag@o do ion metalico por moléculas de agua, facilitando o processo de
adsorg¢do da proteina. Quanto ao sal utilizado, tanto a concentragdo como o tipo irdo influenciar a
seletividade da adsor¢do (Beitle e Ataai, 1992). A adsorgéo, pode ser seletiva mesmo sem adig@o
de sal ou em tampdes de baixa forga ionica desde que residuos de arginina, particularmente
aquelas na extremidade N-terminal, sejam os grupos interagindo com o ion metalico

(Porath,1983).



2.2.5. Condigoes de dessor¢do

Executada a etapa de adsorc@o, faz-se normalmente a remog¢do de moléculas retidas nos
intersticios ou adsorvidas n@o especificamente, através de uma lavagem da matriz com o proprio
tampdo de adsor¢do. Apos etapa de lavagem, a molécula de interesse, sendo idealmente a tnica
retida na matriz, pode entdo ser deslocada do complexo metélico através de trés principais
procedimentos: 1) reduzindo-se a constante de afinidade entre o ion metalico e a proteina por
variacdo das condigdes do meio, na maioria dos casos atraves de um gradiente continuo ou
descontinuo e pH; 2) adicionando-se um agente competitivo com estrutura similar a do residuo de
aminoacido da proteina envolvido na interagdo com o ligante e 3) deslocando-se o complexo
metal-proteina, através de adigdo de um agente quelante mais forte do que o utilizado na

imobiliza¢ido do metal na fase estacionaria.

No primeiro dos referidos métodos, a protonagdo € o mais utilizado e consiste no
abaixamento de pH do meio. Com a presenca de ions H', ocorre uma protonagdo dos grupos
doadores de elétrons na superficie da proteina e assim sua interagdo com o ligante metalico €
enfraquecida e a proteina € deslocada para a fase movel (Figura 2.6.a). Alguns cuidados devem
ser tomados neste procedimento: 1) com respeito a estabilidade da biomolécula, pois proteinas
podem sofrer perda irreversivel de atividade em condig¢des acidas; 2) com respeito a precipitacao
isoelétrica que deve ser evitada na cromatografia; e 3) quanto a interagio IDA-Me”™ que pode ser
afetada com o abaixamento de pH do meio, como sio os casos de IDA-Zn* e IDA-Co®”

(Sulkowski, 1985). E conhecido que tampao acetato € a solucdo mais utilizada nesta etapa.

No segundo método, adi¢do de um agente competidor, as proteinas sdo eluidas em pH
quase neutro através da adi¢do de agentes competidores (espécies doadoras de elétrons). Estes
competem com a proteina pela ligacdo com o ligante deslocando a biomolécula da matriz (Figura
2.6.b). Histidina e imidazol s3o agentes competitivos bastante comuns usados na etapa de eluig@o
das proteinas a partir da matriz IMAC. Alguns cuidados devem ser tomados no procedimento de
eluigdo por competi¢do, no caso da utilizagdo de imidazol. Como o imidazol forma um
complexo relativamente estavel com o quelato IDA-Me”", se a coluna possuir muitos quelatos
livres, o agente competidor é adsorvido liberando-se protons e, consequentemente causando um
abaixamento do pH que pode chegar at€ a valores de 1,0 a 2,0. Dessa maneira, a elui¢ao deixa de

ser seletiva, perdendo-se o conhecimento do processo quanto ao fato de esta ter ocorrido por
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competi¢do ou por abaixamento de pH. Para evitar-se este inconveniente, a coluna deve a
principio ser saturada e equilibrada com solu¢do a uma alta concentragdo de imidazol, por
exemplo 10 mM. A seguir a coluna deve ser equilibrada com solugdo a uma concentragdo mais
baixa de imidazol, 1,0 mM por exemplo, a qual é utilizada na etapa de eluigdo. Quando a coluna
e carregada com solucdo de proteina, na etapa de adsor¢do, o imidazol adsorvido ndo interfere na
adsorgdo da molécula adicionada, uma vez que, esta, apresentando alta afinidade pelo metal,

consegue deslocar o imidazol e se adsorver na matriz (Sulkowski, 1985).

No terceiro meétodo, regeneracdo, faz-se passar atraves da coluna uma solugdo de agente
quelante capaz de excluir o complexo metal-proteina da fase estacionaria (Figura 2.6.c). O
agente quelante mais utilizado € o acido etileno-diamino-tetraacético (EDTA). O metodo da
regeneragdo, embora seja efetivo no deslocamento da proteina da matriz, ndo € seletivo pois a
interacdo desestabilizada pelo quelante adicionado € aquela entre suporte e metal e ndo entre
metal-proteina. Sendo assim, o metodo € utilizado somente quando a proteina de interesse € a
unica espécie adsorvida, pois do contrario pode se obter um baixo grau de purificagdo com a
dessorgdo de todas as espécies adsorvidas no ligante. Ainda assim, sendo a proteina de interesse
a unica espécie envolvida, ha uma desvantagem consideravel, que € a necessidade da etapa
adicional de separagdo dos ions metalicos presentes na solugdo eluida. Na etapa de regeneragdo €
importante a presenc¢a de alta forga idnica com a adigdo de NaCl ou outro sal de modo a evitar
interagdes ndo-especificas de algum residuo de aminoacido basico e o agente quelante
imobilizado (Beitle e Ataai, 1992).

Assim como na adsorgdo, a forga idnica na dessorcdo € um fator importante: a capacidade
de adsor¢do e seletividade crescem com o aumento da concentracdo de sal no tampdo de
equilibrio, e por outro lado, uma diminui¢do da concentragdo de sal pode resultar na dessor¢do de
algumas proteinas. Uma vez que a for¢a idnica aumenta a seletividade da adsorgdo, deve ser
possivel uma eluic@o parcial e seletiva de proteinas através de decréscimo de concentragdo de sal

no eluente (Wong et al., 1991).

Além destes principais procedimentos de dessor¢do, gradiente de pH, competi¢do ou
regeneracdo, cita-se ainda a eluigdo isocratica que consiste da eluigdo a condigdes constantes, isto

¢ mantendo-se mesmo pH, forga iOnica e temperatura. Este método, no entanto, € limitado a



separagdao de proteinas com massa molecular baixa de até 30,0 kDa pois na separagdo de

proteinas com massas moleculares maiores ocorre expansdo dos picos de eluigdo

a) Protonagao

—< Me*-PROTEINA + H' —»  —< Me** +  H'-PROTEINA'

b) Adi¢do de agente competidor

|

-"'-Mez+_ PROTEINA + AC —» —< Me™-AC + PROTEINA |

¢) Regeneracio
< Me*’-PROTEINA + EDTA —» -~ + EDTA-Me''- PROTEINA

- Figura 2.6 - Mecanismos de deslocamento da proteina a partir da matriz IMAC na etapa de

dessor¢ao.

2.3. APROTININA: PROPRIEDADES E TECNICAS DE RECUPERACAO

2.3.1. Propriedades gerais de aprotinina

A aprotinina € um inibidor de serino protease presente em Orgdos bovinos, isolada pela
primeira vez por Kunitz e Northrop em 1936 a partir de pancreas bovino. E designada de
maneira genérica com o nome de inibidor de Kunitz, inibidor polivalente de 6rgdos bovinos ou
ainda "basic" ou "bovine pancreatic trypsin inhibitor" (BPTI) (Kassel, 1963 e Quereshi et al,
1992). E também distribuido comercialmente como Inipirol (Laboratorio Choay, Franga):

Trasysol (Farbenfabriken Bayer AG, Alemanha) e BPTI (Worthington Biochemical, EUA).

Trata-se de uma pequena proteina de massa molecular de aproximadamente 6,5 kDa,
composta por uma cadeia polipeptidica de 58 residuos de aminoacido  Sua estrutura

tridimensional (Figura 2.7) é bastante estavel e compacta, 29 x 19 x 19 A, devido a presenca de
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trés ligagdes dissulfeto o que lhe confere resisténcia a valores extremos de pH e temperatura

(Informativo Bayer, 1996). A composi¢do de aminoacidos pode ser melhor observada na Tabela

2.1

Figura 2.7 - Seqiiéncia de aminoacidos da aprotinina e localizagdo das ligagdes dissulfeto

(Informativo Bayer, 1996).

Tabela 2.1 - Composi¢do de aminoacidos da molécula de aprotinina (baseada na sequéncia de

aminoacidos apresentada na Figura 2.7).

Aminoacidos Residuos por Aminoacidos Residuos por
Molécula Molécula
Alanina 6 Metionina |
Arginina 6 Fenilanina 4
Acido aspartico 2 Prolina 4
Cisteina 6 Serina 1
Acido glutimico 2 Treonina 3
Glicina 6 Tirosina 4
[soleucina 2 Valina l
Leucina 2 Asparagina 3
Lisina 4 Glutamina 1




Aprotinina € um proteina basica devido sua composi¢do de aminoacidos constituida por 10
residuos basicos (6 argininas e 4 lisinas) contra 4 residuos acidos (2 residuos de acido aspartico
e 2 residuos de acido glutdmico). Seu ponto isoelétrico situa-se entre 10,0 a 10,5 e é soluvel em
agua, metanol 70%, etanol 70% e acetona 50%. A sua molécula € bastante estavel a altas
temperaturas, a condigdes acidas ou alcalinas e em solu¢des enzimaticas: pode ser aquecida até
100 °C em solugdes diluidas de acidos e até 80 °C em acido tricloroacético 2,5% sem perda de
atividade. Pode ser mantida por 18 meses a temperatura ambiente em solugdo de NaCl 0,14 M e
sua atividade permanece constante por 24 horas a temperatura ambiente em pH 12,6, sofrendo no
entanto um decréscimo em pH 12,8 Sabe-se que aprotinina n3o € inativada em solugdes
contendo pepsina, elastase, carboxipeptidase A ou B, papaina entre outras enzimas, inclusive de

origem bacteriana (Kassel, 1970)

Mesmo sendo a aprotinina uma molecula bastante simples, cuja estrutura cristalina tem
servido de sistema modelo em diversos estudos teoricos e experimentais de proteinas, seu
comportamento em solu¢do ndo é ainda muito elucidado, especialmente quanto as propriedades
de agregacdo. Kassel (1970) cita que solugdes de aprotinina podem apresentar um equilibrio
monomero-dimero com predominancia de dimeros em solugdes neutras, com massa molecular
- entre 11,60 e 11,70 kDa em solugdo de NaCl 0,9% e entre 10,30 e 11,80 kDa em solugio de NaCl
0,8% , ambos os casos a pH 7,3. Estudos posteriores utilizando analises por espalhamento de luz
comprovaram a existéncia de dimeros sugerindo que o processo de agregagao era governado por
interagdes ndo especificas, propiciadas por forgas tais como as de Van der Waals, até que
Zielenkiewicz (1991) apresentou evidéncias de que a molécula de aprotinina possui uma
superficie de auto complementagdo capaz de gerar um grande nimero de contatos entre suas

moléculas monoméricas

Sendo a aprotinina um inibidor especifico de serino-proteases, apresenta uma grande
afinidade por uma variada gama destas enzimas, como tripsinas suina, bovina e humana,
quimotripsinas bovina e suina, calicreinas suina e bovina e plasminas suina, humana e de coelho
entre outras. Algumas enzimas conhecidamente ndo inibidas pela aprotinina sdo: pepsina,
elastase, estearase de pulmio, trombina, carboxipeptidase A e B, renina, ribonuclease, lisozima,

proteases A e B de Bacillus subtilis, proteases de Aspergillus oryzae e papaina (Kassel, 1970).
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2.3.2. Interacdo aprofinina-tripsina

Kassel (1970) cita que a interagdo aprotinina-tripsina € estequiométrica e do tipo
competitiva ou pseudocompetitiva com valores de constantes de dissociagdo entre 107 M e 3 x
107" M para a interagdio aprotinina-tripsina em solugdes com pH variando de 2,0 a 7,8 sendo a
constante proporcionalmente maior quanto maior o pH. Antonini e Ascenzi (1983) relatam
constantes de dissociagio nas interages entre aprotinina e tripsina da ordem de 10", Vincent e
Lazdunski (1972) relatam uma associagdo com intera¢do ainda mais forte, com constante de
dissociagdo do complexo de 6,0 x 10™ a pH 8,0 a 25 °C, uma das mais baixas até entdo
observadas em interagdes proteina—proteina. Isso deve-se principalmente a taxa de dissociagdo
de 1" ordem do complexo muito baixa, 6,6 x 10®s™, a qual corresponde a um tempo de meia vida
de aproximadamente 17 semanas. Uma caracteristica marcante do complexo aprotinina-tripsina &
que, mesmo em solugdes desnaturantes como uréia 8,0 M e guanidina-HCL 6,0 M, ela ndo sofre
dissociagdo durante até 2 horas. Uma constante de dissociagdo tdo baixa e resisténcia a
condi¢Oes desnaturantes ndo sdo usualmente observadas em interagdes entre proteinas; sabe-se
que proteinas oligoméricas facilmente se dissociam em solugdes como uréia 8,0 M e guanidina-

HCL 6,0 M.

Lazdunsk et al. (1974) propuseram um possivel mecanismo para as interagdes aprotinina-
tripsina e aprotinina-quimotripsina. Na intera¢do de aprotinina com a tripsina, acredita-se que um
primeiro reconhecimento entre inibidor e proteina é realizado através da interagdo entre o grupo
amino (carregado positivamente) da lisina 15 da aprotinina com o grupo carboxila (carregado
negativamente) do acido aspartico 177 da tripsina (Figura 2.8). Apos esta formacdo da ponte
salina, existe a formagdo de duas pontes dissulfeto entre as cisteinas 14 e 38 da aprotinina e
cisteinas 203 e 179 da tripsina. Huber et al. (1974) através de analise cristalografica do complexo
aprotinina-tripsina mostraram ainda a presenca de 11 pontes de hidrogénio além de 36 contatos

entre outros residuos, constituindo mais de 200 interacGes de Van der Waals.

A importancia da ponte salina foi observada inicialmente com base no fato de que a
pseudotripsina, uma tripsina derivada de uma desconexdo da cadeia lateral carboxila do sitio
especifico presente no acido aspartico 177 da tripsina, apresentava uma constante de dissociagdo
na interagio com aprotinina da ordem de 9 x 10° M, 1,4 x 10’ vezes maior que na interagdo de

tripsina nativa, € o tempo de meia vida diminuia de 17 semanas para 18 minutos. Posteriormente



foi comprovada a importéncia da ponte salina, substituindo-se a tripsina pela quimotripsina que
possui um residuo serina no lugar do acido aspartico: observou-se uma constante de dissociagdo
tdo alta quanto & da interagdo da pseudotripsina com a aprotinina, sendo que apesar da auséncia

do acido aspartico, demais interagdes foram semelhantes a da interagdo com tripsina.

Quanto a contribuigdo das pontes dissulfeto, Lazdunski et al. (1974) demonstraram que
ocorria uma consideravel diminuigdo, cerca de 30.000 vezes, na estabilidade do complexo
aprotinina-tripsina, caso houvesse uma redu¢do na ligagdo entre as cisteinas 14 e 38 da

aprotinina.

Figura 2.8 — Representacdo esquematica de um dos provaveis mecanismos mecanismo de

interag@o entre aprotinina (A) e tripsina (T) (Lazdunsk et al., 1974).

2.3.3. Recuperacdo de aprotinina

A literatura traz relatos de recuperacdo e purificacdo de aprotinina em escala de bancada
por métodos cromatograficos mais convencionais (Norris et al ,1990), assim como por afinidade
(Fioruci et al., 1995; Kassel, 1970 e Barthel e Kula, 1995). Apesar de relatos de recuperagdo de
aprotinina atraveés de métodos convencionais, € conhecido que métodos de adsor¢do por afinidade
sdo os mais utilizados devido a sua especificidade e existéncia de ligantes de relativo baixo custo,
além de propiciarem significativa concentragdo do produto. Os ligantes utilizados nestas
separagdes sdo as enzimas inibidas pela aprotinina (serino-proteases), em especial, tripsina e
quimotripsina.  Os trabalhos encontrados na literatura, de forma geral ndo apresentam claramente

os fatores de purificagdo obtidos, possivelmente por se desconhecer a concentragdo exata do

-



CAPITULO 2 REVISAO DA LITERATURA 23

inibidor no meio originario, de composi¢do complexa.

Norris et al. (1990) utilizaram troca idnica em S-Sepharose na purificagdo de aprotinina e
moléculas recombinantes analogas expressas em levedura. Fiorucci et al. (1995) demonstraram a
recupera¢do de aprotinina a partir de pulmdo bovino utilizando como matriz cromatografica
Sepharose contendo quimotripsina imobilizada, tendo sido a adsorgdo realizada em tampao Tris-
HCI 0,1 M a pH 8,0 e NaCl 0,25 M e a dessor¢do em HCl 10 mM. Também Barthel e Kula
(1995), para recuperar aprotinina recombinante, utilizaram quimotripsina imobilizada em
Sepharose, tendo sido as condigdes de adsor¢do semelhantes as utilizadas por Fioruci et al., ao
passo que a eluigdo foi realizada utilizando tampéo citrato a pH 3,0. Kassel (1970) descreve um
meétodo de recuperag@o de aprotinina a partir de pulm@o bovino, onde tripsina foi o ligante
imobilizado. A adsorc¢do de aprotinina a partir de extrato de pulmao se deu em pH 7,8 apés uma
clarificagdo do extrato e uma etapa de precipitagao com acido tricloroacético. A eluig¢@o se deu a

pH acido, como realizado por Fiorucci et al. (1995).

Nao foram encontrados na literatura, além dos estudos de Azzoni (1998), trabalhos
envolvendo recuperagdo de aprotinina presente em fracdes de processo ou efluentes do processo
de produgdo de insulina bovina. Contudo, sendo a insulina um polipeptideo com massa molecular
de aproximadamente 5.8 kDa (muito proxima da massa molecular de aprotinina) também
produzido pelo pancreas bovino, ha uma grande possibilidade de ambos permanecerem nas
mesmas fragoes durante o processamento a partir do extrato pancreatico. Além do mais, as
etapas de extracdo da insulina sdo bastante semelhantes as apresentadas na literatura para a

extragao de proteinas, inclusive aprotinina, a partir de 6rgaos de animais (Burck, 1970).

Talvez a maior dificuldade da recuperagdo de aprotinina a partir do pancreas bovino deve-
se a presenga de um outro inibidor de proteases, conhecido por inibidor acido de tripsina (“Acid
Pancreatic Trypsin Inhibitor” ou APTI). Ambos possuem massa molecular, condi¢des Otimas de
ligag@o e constantes de dissociagao com a tripsina muito semelhantes. Contudo, a aprotinina
possui ponto isoelétrico distinto (pH 10,5) e possui capacidade inibitoria sobre uma maior gama
de serino-proteases, como por exemplo a quimotripsina e a calicreina, caracteristicas que podem

ser exploradas visando sua purificagao.

Azzoni (1998), utilizando colunas de Sepharose contendo quimotripsina ou tripsina

imobilizadas, recuperou e purificou parcialmente a aprotinina a partir de uma fragdo do



processamento industrial de insulina, sobrenadante de uma precipitagdo isoelétrica. Através de
determinagdes de inibigdo, constatou-se nas fracdes apos elui¢ao na coluna cromatografica com
tripsina, a presenca de inibidores, sendo um deles provavelmente o APTI e o outro, a aprotinina.
O APTI, apresentando afinidade por tripsina, foi juntamente com a aprotinina selecionado na
coluna contendo esta enzima. No entanto, entre estes dois inibidores, somente aprotinina pode
ser selecionada na coluna contendo quimotripsina: resultados de eletroforese e ensaios de
inibig¢do de tripsina e quimotripsina indicaram que o inibidor obtido apos separagao nesta coluna,

era a aprotinina.

N3o foram encontrados na literatura estudos sobre recuperacao de aprotinina envolvendo

cromatografia IMAC, como no trabalho aqui apresentado.
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CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

3.1.1. Efluente industrial

Amostra liofilizada de fragao do processamento industrial de insulina bovina, sobrenadante
de uma precipitagao isoelétrica, identificado neste trabalho como SPI, foi gentilmente doada pela
Biobras S/A (Montes Claros, MG). A liofilizagdo foi utilizada para fornecimento do material
com maior comodidade de manipulacdo, além de se evitar degradagido protéica. O efluente

liofilizado foi estocado a —20 °C até o momento do uso.

3.1.2. Reagentes

Tripsina, utilizada para formagdo de complexo com aprotinina, foi gentilmente doada pela
Biobras S/A (Montes Claros, MG). Aprotinina e o substrato Benzoil-Arginina-Etil-Ester (BAEE)
foram produzidos pela Sigma (EUA). Solug@o estoque de acrilamida, solugdo SDS 10%, B-
mercaptoetanol e N,N,N°,N’tetrametiletilenodiamino (TEMED) utilizados na eletroforese em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE) foram produzidos pela Bio-Rad (EUA). Demais reagentes
utilizados em procedimentos gerais como no preparo de solugdes tampdes foram todos de grau

analitico.

3.1.3. Adsorventes

As matrizes IMAC utilizadas foram: “Prosep Chelating-I”, silica derivatizada da

Bioprocessing (Inglaterra), neste trabalho identificado como PC-1, e “Chelanting Sepharose Fast



Flow”, agarose derivatizada da Pharmacia (Suécia), aqui identificada como CSFF. Ambas

possuiam acido iminodiacético (IDA) como agente quelante imobilizado.

3.1.4. Principais equipamentos

Para obtencdo de agua de alta pureza no preparo de solugdes em geral utilizou-se um
purificador de agua modelo Milli-Q System da Milipore, (EUA). Nas determinagdes de proteina
total e ensaios de atividade enzimatica e de inibi¢do, realizou-se medidas de absorbancia
utilizando espectrofotémetro UV/Visivel modelo U 2000 da Hitachi (Japdo). A determinagao de
NaCl no efluente foi conduzida através de medidas de condutividade das solugdes através do
sistema de cromatografia modelo Biologic System da Bio-Rrad (EUA). Para controle de
temperatura nos ensaios de adsorgao-dessorgao utilizou-se estufa incubadora modelo “shaker” da
Nova Técnica (Brasil). Nos estudos de recuperagdo de complexo a partir do efluente, o sistema

de eletroforese da Bio-Rad (EUA) foi utilizado para analise das fragdes de adsor¢ao-dessorcao.

3.2. PROCEDIMENTOS

3.2.1. Determinacdo de proteina total

As determinagdes de proteina total em solucido foi feita através de medidas de absorbanciaa
280 nm e pelo microensaio do método apresentado por Bradford (1976). No primeiro caso,
determinou-se coeficientes de absor¢do para solugdes de tripsina, aprotinina e também para o
complexo aprotinina-tripsina, € no segundo caso, determinou-se como referéncias, curvas de

calibragdo utilizando tripsina suina e albumina bovina como proteina padrao.

3.2.2. Determinagdo de atividade enzimdtica de tripsina

A determinagao de atividade enzimatica de tripsina, baseada no método de determinagdo de
inibi¢ao de tripsina descrito por Burck (1970), consistiu no acompanhamento da taxa de hidrolise
do sustrato BAEE pela tripsina, através do monitoramento da variagdo da densidade otica a
253 nm (DO;s3) causado pela formagao do produto de hidrolise. Adicionou-se 933 pl de solugao
250 mM de BAEE em tampio fosfato de soédio 20 mM a pH 7,0, NaCl 1,0 M a 66,6 pul da
amostra contendo tripsina, e registrou-se o aumento de absorbancia da mistura. Sendo a variagdo

da densidade oOtica imediata apds a adi¢do do substrato, este ensaio foi conduzido na cubeta do
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espectrofotometro para ser possivel a medigdo em tempo habil. Para controle da temperatura,
utilizou-se cubeta de quartzo de 1,0 ml termostatizada com circulagido de dgua a 25 °C. Neste
procedimento o coeficiente angular da curva de DO,s3 versus tempo forneceu o valor da atividade
em termos de unidades de densidade otica por minuto (DO;s3/min), sendo a defini¢dao de unidade
de atividade enzimatica, a atividade que causa a hidrolise de 1,0 umol de substrato por mililitro

por minuto.

3.2.3. Determinagdo de atividade de aprotinina na inibi¢do de tripsina

A deteccdo de aprotinina livre em solugdo foi feita através da determinagao de sua atividade
de inibigao de tripsina. O método foi o apresentado por Burck (1970) e quantificou a inibigao
causada pela aprotinina na hidrolise de BAEE pela tripsina. Um volume de 100 pul de solugéo de
aprotinina foi adicionada a 100 pl de solugdo de tripsina na concentragao de 100 pg/ml e
incubado a 25 °C durante 5 minutos. Desta solu¢ao foi pipetado um volume de 66,6 pl em 933 pl
de solugao de BAEE a 250 mM dentro da célula do espectrofotometro a 25 °C. Registrou-se a
variagdo da absorbancia a 253 nm e determinou-se a taxa de formagdo do produto de hidrolise:
esta taxa € menor que a taxa da reac@o na auséncia de aprotinina. A diferenca entre as taxas da
hidrolise sem e com a presenga do inibidor forneceu a diminui¢ao da atividade de tripsina em
termos de densidade Otica por minuto. Determinou-se a inibig@o em termos de percentual de
atividade de tripsina inibida pela presenca de aprotinina, podendo a mesma ser também expressa

em termos de unidades de inibig@o.

3.2.4. Eletroforese SDS-PAGE em gel de poliacrilamida

As analises de eletroforese em gel de poliacrilamida foram realizadas de acordo com
protocolo convencional descrito por Laemmli (1970). O gel foi preparado na concentragao de
15% e com espessura de 1 mm. As amostras foram preparadas em tampdo contendo dodecil
sulfato de sodio (SDS) e B-mercaptoetanol e foram aquecidas por sete minutos a 100 °C
(condigao desnaturante). A separa¢do das proteinas foi conduzida utilizando cuba vertical da
Bio-Rad com voltagem constante de 200 V. O procedimento de coloragdo foi realizado com

solugao de nitrato de prata segundo protocolo descrito por Morryssey (1981).



3.3.5. Preparacio da matriz IMAC

A preparagdo da matriz, baseada em protocolos convencionais de manuseio de adsorventes
IMAC, consistiu em: lavar a matriz com cinco volumes de agua deionizada, para eliminar
contaminantes ou solugdo de regeneracdo, em seguida, satura-la com solugdo do ion metalico
requerido, lava-la com cinco volumes de agua deionizada para extrair tracos de metal, lava-la
com cinco volumes de tampao de dessorgdo para eliminar tragos de proteina e por ultimo lava-la
novamente com no minimo dez volumes de tampdo de adsor¢do para acondicionamento do
adsorvente com as condi¢des de adsor¢ao. Todas as solugdes foram preparadas utilizando agua

deionizada e estas foram degaseificadas previamente ao uso.

3.2.6. Regeneragdo e conservagdo da matriz IMAC

A regeneragdo da matriz, também baseada em protocolos convencionais, consistiu de
lavagens seqiienciais com solugdo 50 mM de EDTA, até eluicdo total dos ions metalicos da
matriz. Utilizou-se 10 a 20 volumes de solucdo de EDTA para cada volume de matriz e apos
elui¢do total dos ions metalicos, lavou-se a matriz com 10 volumes de agua deionizada para
remoc¢do do EDTA. Para estocagem da matriz, evitando contaminagdo microbiologica, manteve-

se a mesma em a 4 ° C em solucdo de alcool etilico a 20 %.

3.2.7. Determinagdo dos tempos de equilibrio das adsor¢oes

As determinagdes dos tempos de equilibrios de adsorgdo de tripsina e de complexo foram
determinadas através de adsor¢bes em bateladas com massas da ordem de 25 mg de matriz por
mililitro de soluc¢do. Bateladas em série foram conduzidas sob mesmas condigdes, e apos variados
intervalos de tempo mediu-se a concentragdo protéica em cada batelada determinando-se o
intervalo de tempo necessario para a adsorc¢ao atingir o equilibrio, isto €, o intervalo de tempo a
partir do qual a concentragdo do sobrenadante fosse invaridvel. Para maior facilidade na troca de
solugdes durante lavagem da matriz e nas etapa de adsorgdo, utilizou-se como reatores, seringas
de 3,0 ml contendo filtros acoplados no seu interior, de maneira a se reter as particulas do
adsorvente e permitir a passagem das solugdes por sucgdo e eje¢ao. A agitagio foi feita atraves
de movimentos rotacionais, das seringas acopladas a um rotor girando a 10 rpm encaixado ao
eixo de uma bomba peristaltica. Para manutengdo da temperatura, os experimentos foram

conduzidos em estufa incubadora com temperatura controlada em 25°C. A determinagdo das
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concentragdes das solugdes foram realizadas através de medidas de absorbdncia a 280 nm ou
através do microensaio do método de Bradford (1976). Como tamp3o de adsorgdo utilizou-se

tampdo fosfato de sodio 20 mM, pH 7,0, NaCl 1,0 M.

3.2.8. Isotermas de adsor¢do

As isotermas de adsor¢do de tripsina e de complexo foram determinadas através de
adsor¢des em bateladas, mantendo-se as mesmas condi¢des utilizadas na determinagdo das
cinéticas. Em varias seringas, massas idénticas de matriz foram suspensas em solucdes de
concentragdes crescentes de proteina e agitadas durante o tempo de equilibrio do sistema a
temperatura de 25 °C. Pela variagdo entre as concentragdes iniciais e finais dos sobrenadantes
calculou-se as massas de proteina total adsorvidas. Determinou-se as concentragdes de proteina
através de medidas de absorbancia a 280 nm e pelo microensaio do método de Bradford (1976).
Nas isotermas de adsorgdo de tripsina e de complexo aprotinina-tripsina determinou-se, além das
massas de proteina total, as massas de proteina fortemente adsorvidas desconsiderando-se as
quantidades de proteina facilmente removidas da matriz: Apos eje¢do das solugdes de equilibrio,
lavou-se as matrizes por seguidas vezes com tampao de adsor¢do até que a toda a proteina
fracamente adsorvida ou remanescente nos intersticios fossem eliminados. Seguidamente
dessorveu-se a proteina retida na matriz atraves de eluigdo com tampao acetato de sédio 100mM
a pH 4.0 e NaCl 1,0 M, e assim determinou-se as massas de proteina especificamente adsorvidas.
No caso de tripsina, determinou-se as massas de proteina dos efluentes de lavagem e subtraiu-se
as mesmas das massas totais adsorvidas, o que também foi uma forma de determinagao de massa
protéica especificamente adsorvida. Assim determinou-se isotermas de adsor¢do indicando as

capacidades de adsorcao total e de adsorcao especifica.

3.2.9. Estudo das condigies de dessor¢do do complexo

Nos estudos de dessor¢dao, para avaliagao do efeito do pH e concentragao de NaCl,
comparou-se as recupera¢des de complexo obtidas em valores decrescentes de pH (6,0 ; 5.5 ;
4.0; 3,5 e 2,1) na presenga e auséncia de NaCl 1,0 M. Os eluentes de dessor¢ao consistiram de
tampoes fosfato de sodio 20 mM a pH 6,0 e pH 5,5; tampao acetato de sodio 100 mM a pH 4.0 e
pH 3.5 e tampéo glicina/HCl 20 mM a pH 2.1.



3.2.10. Preparagdo das solugées de efluente

O preparo das solugdes de efluente, consistiu na solubilizagdo do material, obtido em forma
liofilizada, e no ajuste da concentragio de NaCl e pH das solugdes. O pH das solugdes de efluente
foi ajustado através de adigdo de NaOH 0,6 M. Uma vez que o efluente continha grande
quantidade de NaCl, fez-se inicialmente a determinagao da sua concentragao de sal, e a seguir, 0
ajuste foi realizado com devidas adigdes do eletrolito ou diluigdo das amostras de acordo com

condig¢des requeridas na etapa de adsor¢ao.

A determinagdo da concentragdo de NaCl no efluente foi realizada através de medidas de
condutividade de suas solugdes, baseando-se em uma curva de calibragao relacionando
condutividade versus concentragdes conhecidas do sal. As medidas foram obtidas atraves de
passagem das solugdes por um detector de condutividade do ao sistema de cromatografia

Biologic System.

3.2.11. Verificagcdo da adsor¢do de impurezas de SPI na matriz IMAC

Para verificagdo micial da adsorcdo, massas de 20 mg de adsorvente foram contactadas com
volumes de 1,0 ml de solugdo de SPI, a diferentes concentragoes, em tampao fosfato de sodio 20
mM a pH 7.0 e NaCl 1,0 M. Apos 1,0 h, tempo requerido para o equilibrio na adsorg¢ao do
complexo, quantificou-se a variagdo de concentrag@ao protéica dos sobrenadantes. As
determinagdes de proteina total foram realizadas através do microensaio do meétodo azul de
comassie. Para certificacdo da permanéncia de aprotinina no sobrenadante determinou-se as

atividades de inibi¢ao presentes nas soluc¢des iniciais e de equilibrio.

3.2.12. Estimativa das massas de matriz para remogdo de impuras em multiplos estdgios

O estudo do pré-tratamento consistiu na verificacdo de remogao de impurezas atraves de
adsor¢@ao em multiplos estagios, utilizando a matriz IMAC. Devido simplicidade de se dispensar
o uso do sistema de cromatografia em colunas, optou-se pela adsorcdo em tanques agitados e
sendo assim, fez-se neste estudo a estimativa de relagdes massa/volume de adsorvente e solugdo

a serem utilizados

Para determinagdo aproximada das relagbes entre massa de adsorvente e volume de
solug¢do em cada batelada, ajustou-se o conjunto de dados da adsor¢ao atraves da Equagdo de

Freundlich ( EquagGes 4.2 e 4.4). Observa-se que ambas as equagdes se equivalem, no entanto
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na equagdo 4.4, fez-se uma substituigdo com termo da Equagdo 4.3.

Ceq=k [V (Co—Cx)]" Equagdo 4.2
q=V(Co—Cq) Equagdo 4.3
q=[Ce/k] V" Equacio 4.4

Considera-se na equagdes acima: V como sendo o volume da solugdo, Cy e Cq as
concentragdes iniciais e de equilibrio e q a capacidade de adsor¢@o ou massa protéica adsorvida
por unidade de massa do adsorvente. As constantes k e n sdo parametros do sistema, calculados

através da isoterma de adsorcao ajustada pelo modelo.

Para determinagdo de massa de adsorvente necessaria para adsor¢ao em um Unico estagio,
considerou-se nas Equacdes 4.5 e 4.6 (equagdes de balango de massa na adsor¢do em unico
estagio), V como sendo o volume de solugdo, M a massa de adsorvente, Cq e C; as concentragdes
iniciais e de equilibrio da solug@o, e qo € q; as capacidades de adsorg¢ao no inicio e no equilibrio
da adsor¢ao. Observa-se que, como qo € igual a zero, este termo foi excluido da Equagao 4.6,

onde observa-se ainda que q; foi substituido pela sua expressao dada pela Equagéo 4 4.

V(Co-C)=M(q1—qo) Equac@o 4.5

M/V = (Co-Cy) /(C, 1 k)'™ Equagdo 4.6

Para determinagdo das razoes entre massa de adsorvente ¢ volume de solu¢dao necessarias

na adsor¢do em duplo-estagio, considerou-se nas Equagdes 4.7 e 4.8 (balango de massa na
adsor¢ao em duplo estagio), V o volume de solug@o, Co e C; as concentragdes inicial e de
equilibrio apés o primeiro estagio de adsorg¢ao, C; a concentragdo de equilibrio apos segundo
estagio de adsor¢do, M; e M,, as massas de adsorvente requeridas em cada estagio de adsor¢io e
Qo. Q1 € q2 as capacidades de adsor¢d@o no inicio, apos o primeiro estagio e apos o segundo estagio
de adsor¢ao, respectivamente.

V(Co—C1) =M (q1 —qo) Equagio 4.7

V(G -C2)=M2(q2—qo) Equacio 4.8

A partir de substitui¢do de termo da equagdo 4.4, nas equagdes 4.7 ¢ 4.8 originou-se as



Equagdes 4.9 e 4.10 que estabelecem as relagdes de massa de matriz por volume de soluco a
serem utilizados em cada um dos dois estagios de adsor¢do. A derivada da soma das Equacoes
4.7 e 4.8 apresentada na Equag@o 4.11, quando igualada a zero estabelece as massa minima de

adsorvente necessaria nos dois estagios.

M/V =(Co—-C))/(Ci/k) " Equagdo 4.9
Mz/V =(C1-C)/ (C2/ k) '™ Equagdo 4.10
d/[((M; + M)/V]dC =0 Equacao 4.11

Desenvolvendo-se a derivada acima, e considerando que k. n, Co e C2 s@o constantes,
originou-se a Equagao 4.12 através da qual fez-se a determinagao de C; que era valor
desconhecido. A partir de C; fez-se determingdo de q; através da Equag¢ao 4.4 . e assim com

determinacao dos valores desconhecidos determinou-se as relagdes M;/V e My/V.

(Ci/C3) - Co/nCl=1-1/m Equagdo 4.12

3.2.13. Recuperacio de complexo a partir do efluente

Os ensaios de adsor¢do de complexo a partir do efluente foram também conduzidos em
sistema de bateladas. Verificou-se a recuperagdo do complexo aprotinina-tripsina a partir do
efluente fazendo-se inicialmente um “spiking”, isto é, uma adi¢do do complexo ao efluente

seguida de sua adsorgdo e dessor¢do em condigdes de pH e forga idnica pré-selecionadas.

A concentragdo de complexo adicionado ao efluente foi 10 mg/ml, valor este, equivalente a
concentragao protéica estimada do efluente. O monitoramento quantitativo da adsorgao fez-se
através do método de Bradford (1976) o que permitiu a determinacao de proteina adsorvida. O
monitoramento da recuperagdo de complexo foi qualitativo, com analise das solugdes antes e
apos a adsorgao, assim como das fragdes de elui¢ao, com utiliza¢ao da técnica de eletroforese em

gel de poliacrilamida a 15% em condic¢3o desnaturante.
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ENSAIOS PRELIMINARES

4.1.1. Determinacdo dos coeficientes de absorcdo a 280 nm

Para a dosagem de proteina total em solugdo atraves de medidas de absorbancia a 280 nm,
determinou-se o coeficiente de absor¢do especifica para cada espécie (tripsina, aprotinina e
complexo aprotinina-tripsina). O coeficiente de absorgd@o relaciona a concentragdo da proteina

em solugdo com a fragcdo de uma luz incidente absorvida pela mesma, através da equagdo abaixo:

A=axCxd Equagdo 4.1

na qual entende-se como “A” a fragdo de luz absorvida também conhecida como absorbéncia;
“C” a concentragdo de proteina em solucdo em mg/ml; “d” o caminho 6tico, distancia que a luz

percorre atraves da solugdo de amostra, que usualmente € 1 cm e “a” o coeficiente de absorgdo

especifica na faixa linear da curva “A” versus “C” em unidades de cm’mg’'

Na Figura 4.1 tem-se, como exemplo, a curva de absorgdo de tripsina suina a 280 nm em

tampdo fosfato de sodio 20 mM, pH 7,0, e NaCl 1,0 M. O coeficiente de absor¢do foi 1,26

' Na Tabela 4.1 estdo listados, além do coeficiente de absorgio de tripsina, os

cmzmg'
coeficientes para aprotinina e o complexo aprotinina-tripsina, assim como as respectivas faixas
de linearidade de “A”versus “C”. Estes coeficientes foram determinados em solugdo tampdo

fosfato de sodio 20 Mm, pH 7.0, NaCl 1,0 M.
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Figura 4.1 - Curva de absorgdo de solugGes de tripsina suina a 280 nm com 1 cm de caminho

otico. Solugdo: tampdo fosfato de sodic 20 mM, pH 7,0, NaCl 1,0 M.

Tabela 4.1 - Coeficientes de absorgdo a 280 nm para solu¢des de tripsina, aprotinina e complexo

aprotinina-tripsina em tampao fosfato de sédio 20 mM, pH 7,0, NaCl 1,0M.

Especie Coeficiente “a” | Faixa de concentra¢do | Fator de correla¢do
(cm’mg™) na linearidade (mg/ml)

Tripsina 1,26 02 - 1.2 0,998

Aprotinina 0,66 0,1 - 1,2 0,999

Complexo 112 0,1 - 1,0 0,999

4.1.2. Determinagdo de atividade enzimdtica de tripsina

Este método consistiu no acompanhamento da hidrolise do substrato BAEE pela tripsina,

através do registro da variagdo da densidade otica a 253 nm (DO 253) causada pela formagdo do

produto de hidrolise. Neste procedimento o coeficiente angular da curva de DOss3 versus tempo
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forneceu o valor da atividade em termos de unidades de densidade otica por minuto (DO,s3/min).
Na Figura 4.2 tem-se uma curva tipica de determinagdo de atividade de tripsina na hidrolise do
substrato BAEE. Na Figura 4.3 € apresentada uma faixa de linearidade da relagdo atividade

enzimatica de tripsina versus a sua COncentragao.
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Figura 4.2 - Ensaio tipico de determinacdo de atividade de tripsina na hidrolise do substrato
BAEE 25 °C. Concentragdo de tripsina, 50 pug/ml e de BAEE, 250 mM em tampéo fosfato de
sodio 20 mM, pH 7.0, NaCl 1,0 M. Atividade determinada: 0,088 DO,s3/min.

4.1.3. Determinacdo de atividade de aprotinina na inibi¢do de tripsina

Para quantifica¢@o de aprotinina em solugdo, utilizou-se de um procedimento baseado no
meétodo de Burck (1970), no qual quantifica-se a diminui¢do que este inibidor causa na atividade

enzimatica da tripsina na hidrolise do substrato BAEE.

A reagdo de hidrolise do BAEE catalisada pela tripsina, pode ser observada, como descrito
anteriormente, através do aumento da densidade oOtica da solucdo a 253 nm com a formagao do

produto de hidrolise. Com a presencga de aprotinina, um inibidor natural de tripsina, a hidrolise é
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Figura 4.3 - Linearidade do ensaio de determinagdo de atividade de tripsina. Coeficiente

angular, 1,81mg ™' ml; fator de correlagio, 0,999.

inibida causando uma diminui¢do na taxa de formacdo do produto de hidrolise e,

consequentemente, na taxa de varia¢ao da densidade otica.

Segundo Kassel (1970), a inibi¢ao da tripsina pela aprotinina € estequiométrica e do tipo
competitiva ou pseudo-ndo-competitiva. Portanto, a presen¢a de inibidor em solugido pode ser
detectada pela diminuigdo do coeficiente angular da curva obtida no ensaio. Na Figura 4.4 tem-
se uma curva tipica do determinagdo de inibi¢do de tripsina pela presenga de aprotinina e na
Figura 4.5 € apresentada uma faixa de linearidade da relag@o inibi¢ao versus a concentragao de
inibidor.

Na Figura 4.4 a curva com simbolos em vermelho foi obtida pela rea¢dao de hidrolise do
substrato sem a presenga de inibidor e a curva com simbolos em preto representa a reagdo de
hidrolise com inibi¢do. A inclinagdo da curva sem inibigdo foi de 0,147 e a da curva com
inibi¢do foi de 0,124, ambos em unidades de densidade otica por minuto (DOjs3/min). A

varia¢do entre os dois coeficientes (0,023 DOzs3min) representa a diminuigdo da atividade de
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tripsina causada pela presenga de aprotinina e forneceu o valor da inibigdo em termos de

percentual de atividade inibida (15,6%).

Absorbancia a 253 nm
o
o
| | Y
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Figura 4.4 - Ensaio tipico de determinac@o de inibi¢do para quantificagdo de aprotinina: inibi¢do
de tripsina na hidrolise de BAEE a 25°C. Concentragdo de tripsina, 50 pg/ml; de aprotinina, 7,5
ug/ml; e de BAEE, 250 mM em solugdo tampdo fosfato de sodio 20 mM, pH 7,0, NaCl 1,0 M. e,
hidrolise de BAEE sem inibigao ; W, hidrolise de BAEE com inibigdo. Atividade de tripsina sem
e com inibi¢@o: 0,0868 DO;s3 /min e 0,0412 DO;s; /min, respectivamente.

4.1.4. Quantificacdo de complexo e aprotinina ou tripsina em excesso

Uma vez que o complexo aprotinina-tripsina é formado na propor¢do estequiométrica 1:1,
solu¢des com ambas as espécies em diferentes proporgdes estequiométricas apresentam, além do
complexo, um determinado excesso de um dos dois componentes. Era conhecido, nestas
solugdes, como quantificar aprotinina ou tripsina em excesso, pois estes apresentam atividade
enzimatica, no caso de enzima e propriedade de inibi¢do no caso do inibidor. No entanto, ndo
conhecia-se um meétodo de quantificacdo do complexo na presenga de uma das espécies em

excesso, uma vez que o complexo ndo apresenta propriedade particular detectavel por técnicas



disponiveis, e a presenga de outra espécie ndo permite a determinagdo do complexo atraves de

simples medida de absorbancia
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Figura 4.5 - Linearidade do ensaio de determinagdo de inibi¢do, pela aprotinina, na hidrolise do

substrato BAEE pela tripsina. Coeficiente angular, 3,96 ug™ml; fator de correlagiio, 0,999

Com o inicio no manuseio de solu¢des contendo a mistura de tripsina e aprotinina, fez-se
necessario o desenvolvimento de um método que nos permitisse as quantificacdes de cada
componente. complexo aprotinina-tripsina e especie em excesso. Assim, desenvolveu-se um
método de quantificacdo baseando-se em medidas de atividade enzimatica ou inibigdo e medidas
de absorbancia das amostras contendo as espécies. Avaliou-se a eficacia do método analisando-
se solugdes de concentragdes conhecidas e comparando estes valores com os valores das

concentra¢des determinadas através do método

Preparou-se solugdes contendo aprotinina e tripsina em diferentes proporgoes
estequiométricas em tampdo fosfato de sodio 20 mM, pH 7,0 e NaCl 1,0 M e mediu-se suas
absorbancias a 280 nm assim como as atividades enzimatica e de inibigdo presentes nos meios.

Baseando-se em curvas de calibragdo preestabelecidas de atividade enzimatica versus
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concentragao de tripsina e inibigdo versus concentra¢do de aprotinina, estimou-se as quantidades
de enzima ou inibidor livre em cada solugdo. Uma vez estimadas as concentragdes de enzima
ou de inibidor, multiplicou-se as mesmas pelos respectivos coeficientes de absor¢do e fatores de
diluigdo, estimando-se suas absorbancias na referida solugdo. Subtraindo-se cada uma dessas
absorbancias da absorbdncias totais das solugdes, obteve-se as absorbdncias referentes as
concentragdes de complexo, e dividindo-se as mesmas pelos coeficientes de absorgdo de

complexo, estimou-se as concentra¢des de complexo nas misturas.

Na Tabela 4.2, tem-se concentracdes estimadas com o método e o erro em relagdo aos
valores esperados. Os resultados indicam, apesar de erros da ordem de até 15%, que as
concentragdes estimadas foram proximas dos valores esperados. Enfim, o método permitiu uma

estimativa das concentracdes de complexo em solugdo com excesso de enzima ou inibidor.

Tabela 4.2 - Determinag@o de complexo na presenga de aprotinina ou tripsina em excesso.

Relagdo molar aprotinina/tripsina 05 |06 |07 |1,1 1,7 [22 |25

Concentragio de Conhecida 0,26 | 0,29 | 0,35 | 0,47 1036 | 029 [0,.26
complexo (mg/ml)

Determinada | 0,28 | 0,29 [ 037 | 049 |040 | 0,33 | 0,30
Erro (%) 57 |20 |56 (61 [128 | 143|147

2

Concentragio de | coppecida | 0,17 | 0,14 | 0,09 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
tnpsma em excesso

(mg/ml) Determinada | 0,17 | 0,16 | 0,11 | -- - - —
Erre (%) iy 20 B e i = % ) TR T o

Concentragio de | Conhecida | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,01 0,05 |0,07 | 0,07
aprofinina em excesso

(mg/ml) Determinada | -- -- -- 0,01 [ 0,05 [ 0,07 | 0,07
Erro (%) - - _— 9.0 122 | 15,1 | 8.3

4.1.5. Estabilidade de tripsina em temperatura ambiente

Tripsina é normalmente manuseada em solugdes a baixas temperaturas, cerca de 4 °C, de
modo a evitar-se possivel desnaturacdo em temperaturas mais elevadas. A ocorréncia dessa
desnaturagdo é, no entanto, dependente, além do pH, do periodo em que sua solugdo € submetida

a temperaturas altas.



Neste trabalho, cujo objetivo a principio foi o desenvolvimento de um processo possivel de
aplicagdo em escala industrial, investigou-se a estabilidade de tripsina em temperatura ambiente
com rela¢do ao tempo, visando-se um processo sem necessidade de resfriamento o que significa,

em termos industrias, uma consideravel retengdo de custos operacionais.

Um volume de 1,0 ml de solug@o de tripsina 1,0 mg/ml em tampéo fosfato de sodio 20 mM,
pH 7,0, NaCl 1,0 M foi mantida, em um tubo Eppendorf de 1,5 ml, a 25 °C sob agitagdo
constante. Apos intervalos de 2, 4, 6 e 24 horas, analisou-se aliquotas da solugdo, diluidas para
uma concentragdo de 40 ug/ml, para verificacdo da atividade. Os resultados mostraram que a
atividade de tripsina manteve-se relativamente constante na referida solug¢do a 25 °C no periodo
de pelo menos 24 horas. O valor médio da atividade foi de 0,0662 DQOss3/min com um desvio
padrdo de 0,0048

4.1.6. Influéncia da concentracdo de NaCl na estabilidade do complexo

Neste trabalho, para a recuperagdo de aprotinina atraves de IMAC, explora-se a interagdo
aprotinina-tripsina uma vez que, a tripsina com seus residuos de histidina possibilitam a adsorgdo

em ions metalicos imobilizados.

Azzoni (1998), tendo utilizado as enzimas tripsina e quimotripsina como ligantes de
afinidade na recuperagdo de aprotinina, verificou que a adsor¢gdo de aprotinina em tripsina
imobilizada era maior a concentragdes mais baixas de NaCl. Devido tal verificagdo, estudou-se o
efeito da concentragd@o deste sal na interagdo aprotinina-tripsina em solugdo, visto que na técnica
IMAC se aplica altas forgas ionicas, sendo NaCl o eletrolito mais utilizado, para eliminagdo de

interagGes ndo-especificas.

Solugdes de 100 pg/ml de tripsina em diferentes concentragdes de sal (40, 500 e 1000 mM
em NaCl) tiveram suas atividades determinadas com e sem a presenga de aprotinina (15ug/ml).
Este estudo objetivou somente verificar a variagdo da inibicdo em solugdes a diferentes forgas
idnicas. Observou-se, no entanto, além da variacdo da inibi¢do, uma variacdo da atividade
enzimatica de tripsina. De acordo com os resultados (Tabela 4.3), a atividade enzimatica da
tripsina diminuiu com o aumento da concentragdo de NaCl A inibicdo foi reduzida

proporcionalmente a redugdo da atividade enzimatica. No entanto, o percentual de atividade
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inibida manteve-se constante nas diferentes concentragoes de sal. Foi portanto concluido que a

interacao enzima-inibidor em solugdo néo ¢ afetada pela concentragido de NaCl na faixa estudada.

Tabela 4.3 — Atividades enzimaticas e de inibi¢ao em diferentes forgas idnicas.

Concentragdo de NaCl 40mM [200 mM | 1000 mM

Atividade sem inibi¢do (DO/min): A, 0,111 0,104 0.087

Atividade com inibigao (DO/min): A, 0,046 0,046 0,039

Tnibigio (DO/min): As = (A;-Ay) 0,065 [0,057 0,048

Fragdo da atividade total inibida: A3/A;, |0,058 0,055 0,055

4.2. ADSORCAO DE TRIPSINA

Verificadas a estabilidade de tripsina a 25 °C e a manutengao da interagao inibidor-enzima
em alta concentragao de sal, iniciou-se os estudos de adsor¢dao da enzima de modo a estimar a
capacidade de adsor¢dao do complexo. Determinou-se inicialmente o tempo de equilibrio da

adsor¢ao seguida da determinagdo de capacidades de adsorcao.

4.2.1. Determinagdo do tempo de equilibrio de adsor¢do de tripsina

Em tanques agitados, 50 mg de adsorvente Prosep Chelating-I (PC-I) ou Chelating
Sepharose Fast Flow (CSFF) foram quelatados com ions Cu®" através de saturagio com solugio
de sulfato de cobre. Adicionou-se as mesmas 2,0 ml de solugdo 3 mg/ml de tripsina em tampao
de adsorgao fosfato de sodio 20 mM, pH 7,0, NaCl 1,0 M e, apos intervalos crescentes de tempo,
determinou-se as concentragdes de tripsina nos sobrenadantes através de absorbancia a 280 nm.
As Figuras 4.6 e 4.7 mostram que os tempos de equilibrio para adsor¢@o de tripsina suina nas
matrizes PC-I e CSFF quelatadas com cobre foram de aproximadamente 10 e 60 minutos. O
maior tempo de equilibrio observado para a adsor¢do em CSFF em relag@o a PC-1, deve-se talvez
a maior porosidade e menor densidade de sua base, agarose, em relagdo a silica, constituinte de
PC-1. Estas caracteristicas possivelmente teriam proporcionado uma maior difusividade da fase

liquida entre os intersticios das particulas, e assim, um maior tempo para se atingir o equilibrio.
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Figura 4.6 — Determinag¢dao do tempo de equilibrio da adsor¢@o de tripsina suina em PC-I-Cu**a
25 °C em solug@o tampao fosfato de soédio 20 mM, pH 7.0, NaCl 1,0 M.

4.2.2. Isoterma de adsorg¢do de tripsina

Determinados os tempos de equilibrio para adsorgdo de tripsina nas matrizes PC-I e CSFF,
determinou-se a seguir as isotermas de adsor¢do de tripsina suina para ambas as matrizes.
Massas de 25 mg de adsorvente (massa seca no caso de PC-I e massa umida, drenada a
vacuo, no caso de CSFF) foram quelatadas com cobre em tanques agitados e acondicionadas em
tampao de adsor¢dao. Adicionou-se as mesmas, 1,0 ml de solugdes com concentragdes de tripsina
de 1,0 a 20,0 mg/ml no tampao de adsor¢do. Apos tempo suficiente para se atingir o equilibrio,
60 e 90 minutos para PC-I-Cu®’e CSFF-Cu®", respectivamente, determinou-se as concentragdes
de tripsina dos sobrenadantes de cada seringa. A seguir a lavou-se as matrizes por seguidas vezes
com volumes de 1,0 a 2,0 ml de tampdo de adsorgdo até que os efluentes de lavagem ndo
apresentassem concentragao significativa de proteina, determinando-se também as concentragoes
de proteina nos efluentes. Finalmente, a proteina remanescente na matriz foi eluida atraves de
lavagem da matriz com volumes de 1,0 ml de tamp&o de dessorgdo: acetato de sodio 20 mM, pH
4,0, NaCl 1,0 M.
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Figura 4.7 — Determinacio do tempo de equilibrio da adsorgio de tripsina suina em CSFF-Cu*"a

25 °C em solugdo tampao fosfato de soédio 20 mM, pH 7,0, NaCl 1,0 M.

Com o procedimento acima determinou-se as massas de tripsina totais adsorvidas, de
acordo com a diferenga entre as concentragdes iniciais ¢ finais dos sobrenadantes, € as massas
remanescentes na matriz, calculadas com base nas massas totais adsorvidas menos as massas de
tripsina removidas durante as lavagens. As massas de tripsina remanescentes no suporte foram

também determinadas baseando-se nas concentragdes protéicas das fragSes de dessorgdo.

Para ambas as matrizes ocorreu, na lavagem, consideravel eliminagdo de massa proteica
retida na matriz durante a adsor¢do. A massa protéica removida durante a lavagem corresponde a
proteina retida nos espagos intersticiais e adsorvida na fase solida através de interagdes ndo-
especificas com a matriz. Nas Figura 4.8 ¢ 4.9 estdo indicadas as capacidades de adsorgdo total e
as capacidades de adsor¢do determinadas apos eliminag@o de proteina durante a lavagem. As
capacidades de adsor¢do determinadas apés remog@o de proteina fracamente retida na matriz
foram da ordem de 50% a 70% das capacidades de adsor¢dio total para as duas matrizes. Uma
possivel causa destas fracas interages seria a presenga de grupos eletrostaticos nos bragos

espagadores nos quais se ligou o IDA. Como se trata de produtos comerciais, ndo se tem



informagdes quanto a natureza quimica destes bragos. Pode-se ainda especular como fonte destas
interagdes ndo-especificas interagdes do tipo proteina-proteina. A hipoOtese da presenca de
interagdes proteina-proteina € também uma possivel explicagdo para o fato da isoterma de
adsor¢do apresentar um desvio do modelo de Langmuir, normalmente utilizada para descrever
adsorg¢do de proteinas: ndo observou-se a existéncia de um “plateau™ para altas concentragdes
de equilibrio. A presenga de interagdes proteina-proteina propiciaria formagdo de
multicamadas provocando o desvio deste modelo uma vez que nele assume-se a adsorg¢do
limitada a torma¢3o de monocamadas (Ruthven, 1984). A isoterma pode ainda ter apresentado

desvio do modelo de Langmuir devido limitagdo da faixa de concentragdes iniciais de tripsina
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Figura 4.8 — Isoterma de adsor¢do de tripsina suina na matriz PC-I-Cu®*" a 25 °C. Solugdo tampao
fosfato de sodio 20 mM, pH 7,0, NaCl 1,0 M. B, capacidade de adsorgdo total determinada
atraves de variagdo da concentragdo protéica do sobrenadante, ®, capacidade de adsorgdo
especifica, calculada pela diferenga entre a massa de proteina total adsorvida e a massa protéica
eluida na lavagem; A, capacidade de adsor¢cdo com base na massa de proteina nas fragdes de

dessor¢do.
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Figura 4.9 — Isoterma de adsorgdo de tripsina suina na matriz CSFF-Cu®™ a 25 °C. Solucdo
tampdo fosfato de sédio 20 mM, pH 7,0, NaCl 1,0 M. M, capacidade de adsor¢do total
determinada através de variagdo da concentracdo protéica do sobrenadante; ®, capacidade de
adsorcdo especifica, calculada pela diferenga entre a massa de proteina total adsorvida e a massa
protéica eluida na lavagem; A, capacidade de adsorcdo com base na massa de proteina nas

fragdes de dessorcéo.

utilizada. Talvez o uso de concentragdes iniciais de tripsina mais altas possibilitasse a verificagdo
de uma isoterma do tipo Langmuir. No entanto, isto ndo foi possivel visto que ja se trabalhava de
solugdes mais concentradas no referido tampdo era inviavel, uma vez que a solubilizagdo era
duvidosa. Este fato das isotermas ndo serem, a principio, curvas tipicas do modelo de Langmuir,
ndo € preocupante pois, apesar de muitos pesquisadores terem caracterizado adsorgdo de
proteinas usando este modelo, segundo Vunnum et al. (1995) ele nem sempre ¢ ajustavel a

adsor¢do em matrizes IMAC.



4.3. ADSORCAO DE APROTININA EM TRIPSINA PREVIAMENTE ADSORVIDA

A possibilidade da recuperacdo de aprotinina poderia a principio ser conduzida de duas
maneiras: a adsor¢do de aprotinina em tripsina previamente adsorvida na matriz IMAC ou a
adsorgdo do complexo previamente preparado em solugdo. A primeira possibilidade foi
averiguada no seguinte ensaio, realizado em tanques agitados. Uma massa de 200 mg de matriz
PC-1- Cu ¥ foi colocada em contato sob agitagdo constante durante uma hora com 8,0 ml de
solu¢do de tripsina suina (15 mg/ml) em tampdo de adsor¢@o fosfato de sodio 20 mM, pH 7,0,
NaCl 1,0 M. A matriz, entdo carregada com tripsina, foi lavada com tampao de adsorgdo até que
no efluente de lavagem ndo houvesse mais proteina Considerando-se as concentragdes de
tripsina na solugdo no inicio e no equilibrio da adsor¢do e ainda nos efluentes de lavagem,
determinou-se a massa de tripsina remanescente na matriz  Através de filtracdo a vacuo em funil
de Biichner, fez-se a drenagem de toda a massa de matriz, possibilitando a pesagem de massas de
25 mg dentro das seringas de 3,0 ml. Com base na massa de tripsina adsorvida por massa de
matriz, preparou-se solucGes de aprotinina em tampao de adsorgéo correspondentes as proporgoes
de 0,3 a 2,6 moles de aprotinina por mol de tripsina adsorvida. Adicionou-se tais solugdes de
aprotinina as seringas contendo adsorvente carregado de tripsina e, apos uma hora, avaliou-se as
- absorbancias a 280 nm e a inibi¢do dos sobrenadantes para determinagdo das massas de
aprotinina adsorvidas. Observa-se que o tempo de equilibrio de uma hora foi considerado
suficiente baseando-se no tempo da reagio completa de formagdo do complexo inibidor-enzima,

de dez minutos (Kassel, 1970).

O acompanhamento da adsorgdo de aprotinina, feito através de quantificacdo de proteina
através de medida de absorbancia a 280 nm e de inibigdo das solugdes iniciais e de equilibrio,
supostamente indicaria com a adsor¢do de aprotinina, um decréscimo na absorbancia a 280 nm
assim como um decréscimo de inibigdo. No entanto, como visto na Figura 4.10, observou-se um
aumento de absorbancia a 280 nm destas solug¢des, indicando um aumento da concentragao
protéica das solugdes apés o equilibrio, embora as inibi¢des tivessem diminuido indicando queda

de concentrag@o de aprotinina.

Concluiu-se que a tripsina pré-adsorvida, sofreu um deslocamento a partir da matriz,

passando a formar complexo com a aprotinina presente no sobrenadante. Esse fendmeno
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provocaria justamente um aumento de absorbancia, com o aumento de concentragdo protéica,

assim como a diminui¢do da inibig@o presente nas solugdes, com a complexagdo de aprotinina.

Sabe-se que aprotinina interage com tripsina suina com envolvimento de pelo menos uma
histidina, a do sitio ative da enzima (Boden, 1992), restando ainda outras trés disponiveis para
possivel interagdo com o ligante metalico. Supde-se que, se a tripsina previamente adsorvida
estiver interagindo com o metal através da histidina do sitio ativo, tal interagdo pode ser
enfraquecida com a presencga do inibidor posteriormente adicionado devido a4 maior afinidade
da enzima com o inibidor do que com o ligante metalico. Uma outra hipotese € de
tripsina, possivelmente adsorvida em multicamadas, estar sendo deslocada com a adi¢do de

aprotinina, 0 que também provocaria o aumento de proteina do meio e diminui¢do da inibigdo.
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Figura 4.10 - Adsor¢@o de aprotinina em tripsina previamente adsorvida a 25 °C. Solugdo tampdo
fosfato de sodio 20 mM, pH 7,0 e NaCl 1,0 M. B, absorbancias das solucdes antes da adsorcio;
M, absorbincias das solugdes apos adsorgdo; ®, inibicGes das solugdes antes da adsorgio, ®,

inibi¢des das solugdes apos adsorcio.



Devido ao insucesso na aplicagdo deste método passou-se entdo a estudar o segundo
metodo: adsorg¢do do complexo previamente formado, no qual a interagdo inibidor-enzima estaria
preestabelecida antes do contanto com o adsorvente, com disponibilidade somente das histidinas
da enzima ndo participantes do seu sitio ativo. Optou-se ainda em ndo mais utilizar a tripsina
bovina como formador de complexo, uma vez que este apresenta uma histidina a menos em
relagdo & enzima suina, tornando menor a estabilidade da interagdo do complexo com o ligante.
Devido a verificagdo de a interagdo da enzima com o metal ndo ser tdo forte decidiu-se também
ndo utilizar outros metais como ligante pois , estes, propiciam intera¢gdes mais fracas que o

cobre

4.4. ADSORCAO DO COMPLEXO APROTININA-TRIPSINA

4.4.1. Determinagdo do tempo de equilibrio da adsorgido do complexo aprotinina-tripsina

* com 1,0 ml de solucio de 6,3 mg/ml de

Seringas contendo 25 mg de matriz PC-I-Cu
aprotinina-tripsina em tampao de adsorgédo fosfato de sédio 20 mM a pH 7,0, NaCl 1,0 M foram
mantidas sob agita¢do constante a 25 °C durante intervalos de tempo entre 30 e 180 minutos. O
" sobrenadante de cada seringa foi coletado e analisado quanto a concentragdo de proteina através
de absorbancia a 280 nm e quanto a inibi¢do que, como esperado, foi nula. Através deste
experimento, comprovou-se a possibilidade de adsor¢do do complexo aprotinina-tripsina na

matriz IMAC com adsor¢do de 60 mg de complexo por grama de matriz, e determinou-se 0

tempo de equilibrio da adsor¢@o em 30 minutos (Figura4.11)

4.4.2. Influéncia do pH e concentragdo de NaCl na adsor¢do do complexo

Avaliou-se a influéncia do pH e da concentragdo de NaCl na adsor¢cdo do complexo na
matriz PC-I-Cu®* comparando-se as capacidades de adsor¢do da matriz em diferentes valores de
pH e concentrages do sal. Para averiguagdo do efeito do pH comparou-se capacidades de
adsor¢do a pH 7,0, 8,0 e 8,5 mantendo-se a concentragdo de NaCl em 1,0 M e, para avalia¢do da
influéncia do sal comparou-se as capacidades de adsorgdo a pH 7,0 e concentragdes de 1,0, 0,50 e
0,04 M de NaCl As capacidades de adsorgdo foram determinadas com base na proteina
remanescente na matriz apos lavagem e eluidas segundo Boden (1992) com tampdo acetato de

sodio 100 mM, pH 4,0, NaCl 1,0 M. Utilizou-se nos ensaios massas de 20 mg de adsorvente e
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volumes de 1,0 ml de solugdo de complexo.

Concentracdo de complexo (mg/ml)
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Figura 4.11- Determinagdo do tempo de equilibrio da adsor¢do do complexo aprotinina-tripsina

na matriz PC-I-Cu *"a 25 °C. Solugdo tampéo fosfato de sédio 20 mM , pH 7,0 , NaCl 1,0 M.

Segundo os resultados (Figura 4.12), n3o houve variagdo significativa das capacidades de
adsorcio nos diferentes valores de pH estudados. Quanto a concentragdo de NaCl, esta sim,
causou influéncia na adsor¢do do complexo, sendo as capacidades de adsor¢do da matriz maiores

quanto mais baixas as concentragdes do sal (Figura 4.13).

Observa-se que nas concentragdes de 0,04 M e 0,50 M as capacidades foram mais altas que
aquelas determinadas a 1,0 M. No entanto, as capacidades determinadas a 0,04 e 0,50 M nio
foram significativamente diferentes entre si. O efeito da concentracdo de NaCl verificado
contradiz o comportamento classico da adsor¢do em IMAC, onde na presenca de eletrolitos, que
contribuem na solvatacdo de moléculas de agua adjacentes ao quelato metalico, a interagdo do
metal com a proteina € favorecida. Sendo assim, este comportamento indica, corroborando com
o verificado anteriormente no caso de adsor¢do de tripsina, a possivel presenga de interagdes néo-

especificas do tipo eletrostaticas.



A mais alta capacidade de adsor¢dio determinada nestes ensaios na presenga de NaCl 1,0 M
foi da ordem de 12,0 miligramas de complexo por grama de matriz PC-I, o que representa cerca
de 2,4 miligramas de aprotinina por grama de matriz. Este valor ¢ da ordem de dez vezes menor
que o mais alto valor estimado pela capacidade de adsorgdo especifica de somente tripsina.
Deve-se notar que estes valores sd3o apenas ilustrativos das capacidades: eles sdo os valores mais
altos obtidos nos ensaios realizados e ndo as capacidades maximas possiveis, uma vez que as

isotermas ndo apresentaram um “plateau’ a altas concentragdes de equilibrio.
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Figura 4.12- Influéncia do pH na adsorgdo do complexo aprotinina-tripsina na matriz PC-I-Cu”"a
25 °C. Solugdo tampdo fosfato de sodio 20 mM, NaCl 1,0 M. Capacidades de adsor¢do a W, pH
7,0, ®, pH8,0 e W, pHS,S.

4.4.3. Influéncia do pH e concentrag¢do de NaCl na dessor¢do do complexo

Os estudos de dessor¢do foram feitos de modo a investigar o efeito do pH e da presenga de

NaCl na etapa de elui¢cdo do complexo a partir da matriz IMAC. Nestes estudos comparou-se 0s
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valores de recuperagdo de proteina obtidos através da eluicdo em diferentes valores de pH na

auséncia de sal ou na presenca de NaCl 1,0 M.

Uma massa de 1,68 g de matriz PC-I-Cu®" foi suspensa em 10 ml de solugdo de complexo
10 mg/ml em tampdo fosfato de sodio 20 mM, pH 7,0 e NaCl 1,0 M e mantida em agitac¢do
durante 1,0 hora. Apos remogéo da solugdo de equilibrio, a matriz foi lavada até eliminacéo total
de proteinas fracamente adsorvidas (lavou-se quatro vezes com volumes de 10 ml). Em seringas
de 3,0 ml, massas de 80 mg de matriz contendo complexo aprotinina-tripsina adsorvido, foram
suspensas em 1,0 ml de tampdo de dessor¢do de variados valores de pH (6,0, 5,0; 4,0; 3,5 e 2,1)
com ou sem presencga de NaCl 1,0 M. Apés 1,0 hora, renovou-se a solugdo de dessorgdo e as
seringas foram mantidas sob agitagdo por mais uma hora. Por ultimo, fez-se a regeneracdo da
matriz através de eluicido com EDTA, removendo-se a proteina remanescente atraves do
deslocamento do complexo metal-proteina da matriz. Através de determinagdo de proteina

por medidas de absorbancia a 280 nm e pelo metodo de Bradford, determinou-as recuperagdes
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Figura 4.13 - Influéncia da concentragdo de NaCl na adsorcdo do complexo aprotinina-tripsina
na matriz PC-I-Cu®"a 25 °C. Solugdo tampio fosfato de sodio 20 mM, pH 7,0. Capacidades de
adsorgdo a concentragdes de NaCl m, 1,00 M; m, 0,50 M e ®, 0,04 M.



obtidas na dessor¢do em cada pH, assim como nas fragdes de regeneragdo. Ultilizou-se tampao
fosfato de sodio 20 mM para os valores de pH 6,0 e 5,0; tampao acetato de sodio 100 mM para os
valores de pH 4,0 e 3,5 e tampdo glicina 20 mM para o pH 2,1.

Analise das fragbes eluidas, através de ensaios de inibi¢do e atividade enzimatica, nao
indicaram a eluigdo preferencial da aprotinina. Eluiu-se, assim, em todas as condi¢des estudadas
o complexo aprotinina tripsina ou tripsina e aprotinina na propor¢do molar de 1:1. Os resultados
(Figura 4.14 e 4.15) mostraram que a dessor¢do foi mais eficiente quanto mais baixo o pH do
tampdo de dessor¢do e na presenga de sal, tendo se atingido uma recuperagdo de 40 % em pH 2,1
na auséncia de sal e de virtualmente 100% no mesmo pH na presenga de NaCl 1,0 M Vé-se que
a adigdo do eletrolito foi essencial para uma completa dessorgdo do complexo  Este
comportamento se mostra coerente com o observado durante estudo da adsorgdo, a qual foi
favorecida em concentragdes mais baixas do eletrolito, indicando possivelmente a presenca de

interagdes eletrostaticas
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Figura 4.14 - Efeito do pH na dessor¢do do complexo aprotinina-tripsina a 25°C a partir da
matriz PC-I-Cu®". Solugdes de dessorgdo: fosfato de sodio 20 mM a pH 6,0 e 5,0; acetato de
sodio 100 mM a pH 4,0 e 3,5, e glicina 20 mM a pH 2,1 M, proteina recuperada atraves de

abaixamento de pH, W, proteina remanescente eluida com EDTA.
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Figura 4.15 - Efeito do pH na dessorgdo do complexo aprotinina-tripsina a 25°C a partir da
matriz PC-I-Cu®" na presenga de NaCl 1,0 M. Solugdes de dessorgdo: fosfato de sodio 20 mM a
pH 6,0 e 5,0, acetato de sodio 100 mM a pH 4,0 e 3,5; e glicina 20 mM a pH 2,1. @, proteina

recuperada através de abaixamento de pH; M , proteina remanescente eluida com EDTA.

A necessidade de uso de alta concentragdo de NaCl favorece o processo uma vez que
propicia alta recuperagdo do complexo adsorvido. No entanto, a presenga do sal na fragdo
contendo o produto ndo € um fator positivo. Este problema pode ser resolvido uma vez que se
prevé a filtragdo em gel ou ultrafiltracdo como meio de se separar a aprotinina da tripsina eluida
como complexo: estas operagdes podem eliminar também sal do produto final. Por outro lado, a
presenga de NaCl passa a ndo ser deletéria ao processo global na eventualidade de se cristalizar a
aprotinina purificada. Segundo Veesler et al. (1996) NaCl ¢ adicionado a solugdes de aprotinina

visando sua cristalizagdo.

O pH para elui¢o eficiente do complexo (2,1) apesar de baixo, ndo apresenta problemas
quanto a estabilidade. Tripsina € notoriamente estavel a baixos valores de pH e Azzoni (1998)

eluiu aprotinina em cromatografia de afinidade a pH 2,1 sem perda de inibigao.



Tendo verificado que a eluigdo completa da proteina adsorvida somente foi obtida em
pH 2,1 deve-se salientar que, as capacidades de adsor¢do do complexo determinadas
anteriormente, nos estudos do efeito de pH e concentragdo de NaCl na adsorgdo, estio na
realidade abaixo das capacidades reais de adsor¢do. Em tais estudos determinou-se as
capacidades de adsor¢do de complexo com base na proteina obtida na dessor¢do a pH 4,0, pH no
qual notamos posteriormente que a dessorgdo € de apenas cerca de 50% do complexo adsorvido.
No entanto, como o proposito dos experimentos foi a avaliagdo do efeito de variavels no processo
de adsorgdo e ndo essencialmente a determinagao das capacidades de adsorgio, acredita-se que as

conclusdes sobre o efeito de pH e concentragdo de NaCl na adsorgdo entdo obtidas sejam validas.

4.5. DETERMINACAO DE NaCl E PROTEINA NO EFLUENTE INDUSTRIAL

Uma vez que o efluente SPI era proveniente de uma etapa do processo industrial onde havia
grande quantidade de NaCl, era muito provavel a presenga do eletrolito no mesmo. Sendo a forga
ionica um fator relevante em IMAC, fez-se necessaria a determinagdo da concentragdo do

eletrolito no efluente, o que possibilitaria o ajuste de forga ionica das suas solugdes.

Para determinagdo da concentragdo do sal no efluente, SPI, determinou-se inicialmente uma
curva padrdo relacionando concentragdes conhecidas de NaCl em tampdo fosfato de sodio 20
mM a pH 7,0 com as respectivas condutividades (Figura 4.16). A seguir, mediu-se a
condutividade de uma solugdo de efluente preparada no mesmo tampdo fosfato de sodio 20 mM
a pH 7,0 na concentragdo de 50 miligramas de material liofilizado por mililitro de solugdo. O
valor medido de condutividade, (0,844 mS/cm) indicou, de acordo com a curva de referéncia,
uma forga idnica de 0,38 M em NaCl e uma concentracdo de 0,45 gramas de NaCl por grama de

material liofilizado.

Uma vez determinada a concentra¢ao do sal no efluente, a preparacdo das solugdes de SPI
nos ensaios de adsor¢do e dessor¢do consistiu da solubilizagdo do material liofilizado e ajuste da
forga idnica com devidas dilui¢des ou adi¢do de NaCl e do ajuste de pH das solugdes atraves de
adi¢do de NaOH a 0,6 M.
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A determinagdo da concentragdo de proteina no efluente pelo método azul de comasssie
(Bradford, 1976) tendo albumina de soro bovino como padréo indicou uma concentragio de 0.4

gramas de proteina por grama de SPI liofilizado.

"
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Figura 4.16 — Relacdo entre condutividade e concentragdo de NaCl em solu¢édo fosfato de sodio

20 mM a pH 7,0. Coeficiente angular: 2,2. Coeficiente de correlagao: 0,99.

4.6. PRE-TRATAMENTO DO EFLUENTE COM ADSORCAO DE IMPUREZAS

Determinadas as condigdes de adsorcdo e dessorcao do complexo a partir de solugdo
tamp@o, iniciou-se os estudos de aplicagdo do processo na recuperagdo de complexo a partir do
efluente SPI. No entanto, antecedendo as etapas de formagido de complexo e de sua adsorgao a

partir do efluente, fez-se necessario um estudo sobre a adsor¢@o de impurezas.

Conhecida a complexidade do efluente (Azzoni, 1998), previa-se a existéncia de impurezas
que pudessem adsorver na matriz IMAC e que assim acarretariam uma baixa seletividade e

capacidade da matriz na etapa de adsor¢do do complexo aprotinina-tripsina. Era entdao necessario



a verifica¢io da adsorgiio destas impurezas em PC-I-Cu®” em condigdes utilizadas na adsor¢do do

complexo aprotinina-tripsina, no entanto, na auséncia do mesmo.

4.6.1. Verificagdo inicial da adsorgdo de impurezas na matriz IMAC

A verificagdo da adsor¢do de impurezas foi realizada pelo monitoramento da diminui¢do de
proteina total do efluente colocado em contato com o adsorvente. Utilizou-se massas de 20 mg

de matriz contactadas com volumes de 1,0 ml de solugdo de SPI a diferentes concentragdes em
tampao fosfato de sodio 20 mM a pH 7.0 e NaCl 1,0 M.

Os resultados indicaram altas capacidades de adsor¢ao de impurezas, da ordem de até
200 mg/g de PC-I-Cu® (Figura 4.17). Estas capacidades de adsor¢ao, indicadas na isoterma,
foram determinadas com base nas diferengas entre as concentragdes iniciais € de equilibrio dos
sobrenadantes. N3o houve, neste caso, eliminacdo de proteina fracamente adsorvida durante

etapa de lavagem como nas determinagoes de isotermas de tripsina e de complexo.
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Figura 4.17 — Isoterma de adsor¢do de impurezas presentes no SPI na matriz PC-1-Cu *~, a 25°C,
em tampao fosfato de soédio 20 mM a pH 7,0, NaCl 1,0 M.
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As altas capacidades de adsorgdo de impurezas na matriz PC-I-Cu*" mostraram que grande
parte dos constiuintes de SPI interagiam com a matriz, sendo retidas na fase solida. Estas
interagdes poderiam ser do tipo ndo-especificas ou do tipo especificas no caso de alguma proteina
possuidora de histidina. De qualquer forma, esta alta adsor¢do nao contribuiria, a principio, com
o processo em desenvolvimento, devido baixa seletividade que o mesmo proporcionaria na

recuperagao do complexo.

No entanto, percebeu-se que esta alta adsor¢do de impurezas, fendmeno aparentemente
negativo, poderia ser explorado positivamente com a implementacdo de uma etapa de pré-
purificacdo de SPI utilizando a propria matriz IMAC. Neste procedimento, em uma primeira
etapa de adsor¢@o, a aprotinina, na forma nao complexada, permaneceria na fase liquida enquanto
que grande parte de impurezas seria removida com a adsor¢dao no suporte cromatografico. Na
etapa posterior, formaria-se o complexo pela adigdo de tripsina e se faria a sua adsor¢do com

maior seletividade, uma vez que grande parte de impurezas teria sido eliminada na etapa anterior.

4.6.2. Estudo das condigdes de remogdo de impurezas do efluente

De modo a estabelecer as condigdes de adsor¢ao para uma maior remogdo de impurezas do
efluente, estudou-se os efeitos de pH e concentragdo de NaCl na adsorg¢dao destas impurezas na
matriz PC-1-Cu™". Antecedendo, no entanto, a verificagdo das capacidades de adsor¢do a

diferentes condi¢oes, fez-se a determinagao do tempo de equilibrio da adsorgao destas impurezas.

Determinagdo do tempo de equilibrio da adsor¢do de impurezas do efluente na matriz
IMAC: O estudo do tempo de equilibrio da adsorcdo de impurezas foi realizado em tanques
agitados seguindo mesma metodologia utilizada nos estudos de adsor¢do de enzima e de
complexo. Utilizou-se massas de 20 mg de matriz PC-I e 1,0 ml de solugcdes SPI em tampao
fosfato de sodio 20 mM a pH 7,0 e NaCl 1,0 M. Os resultados indicaram que o equilibrio foi

atingido no intervalo de 30 a 60 minutos (Figura 4.18).

Efeito do pH e concentragao de NaCl na adsor¢do de impurezas na matriz IMAC: Na
verificagdo das condigOes de adsorgao, massas de 20 mg de matriz foram contactadas com 1,0 ml

de solugdes de efluente nas diferentes condi¢des de pH e concentracdes de NaCl.



Na averiguagdo do efeito do pH comparou-se capacidades de adsor¢do a pH 5,5; 6,0 e
70 a 1,0M em NaCl Os resultados indicaram que ndo houve efeito significativo desta

variavel na capacidade de adsor¢do de impurezas na matriz PC-I1-Cu®” (Figura 4.19).
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Figura 4.18 — Determinagio do tempo de equilibrio da adsorgdo protéica na matriz PC-I-Cu*" a
partir do efluente SPI a 25°C. Solugdo tampio fosfato de sodio 20 mM, pH 7,0, NaCl 1,0 M.

Para averiguacdo do efeito da concentracdo de NaCl comparou-se as capacidades de
adsor¢ao em concentragdes de 0,2; 0,5 e 1,0 M do eletrolito a pH 5,5. Selecionou-se o pH 5.5
para o estudo da concentragao do eletrolito uma vez que nesta condigao diminuiria-se a chances
de formagdo de complexo do inibidor com alguma protease eventualmente presente no efluente,
pois a condic¢do ideal para formag¢do e manuten¢dao da forma complexada do inibidor € em pH
mais alto, em torno de 8,0. Com a formagao de complexo surgiria possibilidade de sua retengao
no adsorvente, através de interagdo da enzima e matriz. Os resultados indicaram maiores
capacidades de adsor¢do em concentragdes mais baixas de NaCl (Figura 4.20). Este fato, assim
como o observado nos estudos de adsorcdo de complexo aprotinina-tripsina, sugerem existéncia

de intera¢des nao-especificas do tipo eletrostatica.
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Figura 4.19 — Efeito do pH na pre-purificagdo de SPI. adsorcdo de impurezas na matriz PC-I-
Cu*" a 25 °C em tampdo fosfato de sédio 20 mM, NaCl 1,0M. Capacidades de adsorcdo a M pH
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Figura 4.20 — Efeito da concentragido de NaCl na pré-purificagio de SPI: adsor¢do de impurezas

na matriz PC-I-Cu®*" a 25 °C em tampdo fosfato de sédio 20 mM, pH 5,5. Capacidades de

adsor¢do a concentra¢des de NaCl m0,2M; #0S5Me 4



4.6.3. Remogdo de impurezas via adsorgdo em muiltiplos estigios

Estudadas as condigdes de adsorgdo de impurezas do efluente, fez-se implantagdo de um
procedimento objetivando atingir a remog¢do maxima destas impurezas. Tal procedimento
poderia, a principio, ser conduzido em tanques agitados com adsorgdes em multiplos estagios ou
ainda em coluna cromatografica. Devido a simplicidade da primeira alternativa, dispensando o
uso do sistema de cromatografia em colunas, optou-se pela mesma, isto €, pela adsorgio em

tanques agitados.

Para uma estimativa das relag0es entre massa de adsorvente e volume de solugdo em cada
batelada, ajustou-se os dados da adsorgdo de impurezas pelo modelo de Freundlich (Figura 4 21).
As equagdes que descrevem o modelo (Equagdo 4.2 e Equacdo 4.4 ) foram apresentadas no
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Figura 4.21 - Isoterma de adsor¢do de impurezas na matriz IMAC, ajustada pelo modelo de
Freundlich. Adsorgdo a pH 7,0 , NaCl 1,0M. O ajuste forneceu os valores de 1,46 e 7,06 x 107

para os parametros k e n respectivamente.

As condig¢des de adsorgdo dos dados utilizados na construgdo do modelo (Figura 4.21),
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pH 7,0 e NaCl 1,0 M, devem-se unicamente ao aproveitamento de um melhor conjunto de
dados. No objetivo de remog¢do maxima de impurezas, as condigdes selecionadas seriam aquelas
que propiciariam maiores capacidades de adsor¢do de impurezas (concentragdo de NaCl 0,2 a
0,5 M) e manutencdo do inibidor no efluente (pH 5,5). No entanto, para efeito de calculos na
adsor¢do de impurezas a determinacdo dos pardmetros do modelo com os dados a pH 7,0 e NaCl
1,0 M ndo deixavam de ser adequados, uma vez que o pH ndo influiria na capacidade de
adsor¢do de impurezas e a alta concentragdo de NaCl acarretaria em uma superestimativa das
massas de matriz requeridas para a adsorgdo (visto que em forga idnica alta a capacidade de
adsor¢do era mais baixa). Em situagdo contraria, com a utilizagdo dos dados que fornecem
maiores capacidades de adsorgdo, haveria uma sub-estimativa das massas de adsorvente € 0s

testes em bateladas seriam ineficientes na remo¢do das impurezas no nivel desejado.

Para o inicio dos calculos estabeleceu-se a concentragdo protéica que o efluente deveria
apresentar ao final das adsor¢Ges em 0,2 mg/ml, o que implicaria em um fator de purificagdo em
termos de inibigdo especifica de 50 caso ndo houvesse perda de inibigdo. Assim, uma vez que a
concentragdo protéica original do efluente era de aproximadamente 10 mg/ml e a concentragdo
final esperada era de 0,2 mg/ml determinou-se, através da Equac@o 4.4 (capitulo 3, se¢do 3.2.12)
que numa adsor¢do em unico estagio deveria-se atingir uma capacidade de adsor¢@o q; igual a
9,8 mg/ml. Com base neste valor, determinou-se atraves da Equagdo 4.6, uma rela¢do de massa
de adsorvente por volume de solugdo (M/V) de 1,0 g/ml necessaria para se atingir a concentragdo
final de impurezas de 0,2 mg/ml em um unico estagio. No entanto, esta relagdo era inviavel pois,
a massa de adsorvente em relagdo ao volume da solug@o era demasiadamente alta: o volume de
liqguido mal seria suficiente para umedecer a matriz € ndo haveria nenhum sobrenadante no
sistema. Desse modo, definiu-se que a adsor¢do deveria ser conduzida em maior numero de
estagios. Refez-se entdo os calculos para dois estagios, cujo balangos de massa e relagdes entre
massa de matriz ¢ volume de solugdo sdo apresentados nas Equacdes 4.7 a 4.10 (capitulo 3,
secdo 3.2.12). Nestas equagdes, os valores C; (0,2 mg/ml) e g2 (9,8 mg/ml) eram dados
conhecidos, ao passo que C; e q; foram calculados a partir das Equac¢do 4.11 e 4.4 e a seguir a
partir das Equagoes 4.7 e 4.8 calculou-se M;/V (0,194 mg/ml) e M2/V (0,151 mg/ml). Ambas as
relagdes de massa de matriz por volume de solugdo (M/V) eram adequadas em termos praticos,
indicando que havia possibilidade de se atingir a concentra¢do de impurezas esperada, em dois

estagios de adsor¢ao.



Tendo entdo, como referéncia, os calculos para adsorcdo em duplo estagio, conduziu-se a
adsor¢do em multiplos estagios. A redugdo da concentragdo de proteina do efluente apds cada
estagio ¢ apresentada na Figura 4.22 e Tabela 4.4 que indicam, além da diminuigdo progressiva
da concentragdo de proteina total, a diminui¢do do poder inibitorio da solu¢do. Na Figura 4.22,
proteina total e inibigdo estdo expressas em termos da porcentagem em relagdo ao valor inicial,
pois, a expressdo quantitativa de proteina total e de inibidor em termos de suas concentragoes
ndo permitiria a visualizagdo comparativa adequada de ambos os valores pois suas magnitudes
numéricas eram muito diferentes: ao passo que as concentragdes de proteina total eram da
ordem de até 9,9 mg/ml, as concentragdes do inibidor eram da ordem de apenas 34 pug/ml. Na
Tabela 4.4 tem-se as concentragdes de proteina total e inibidor nas fragdes de lavagem da matriz
obtidas apos cada adsorgdo de modo a avaliar a propor¢do de proteina ou inibidor fracamente

adsorvido durante adsorg¢ao.
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Figura 4.22 - Remogdo de impurezas do SPI através de adsor¢do em PC-I-Cu®*" em multiplos
estagios. Proteina total remanescente na solugdo (M) Inibidor remanescente na solucdo (M)

Condigdes de adsorgdo: pH 5,5, NaCl 0,5 M
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Tabela 4.4 — Remogdo de impurezas do efluente através de adsor¢gdo IMAC em multiplos

estagios
Estigio |Concentragées no equilibrio Inibigdo Proteina removida na lavagem
especifica (% de massa adsorvida) -
Proteina total Inibidor (pg/mg) Proteina total Inibidor
(mg/ml) (ug/ml) (%) (%)
0 9,90 343 3,46 38 24
1 5,60 21,7 3,88 47 18
2 3,00 16,0 5,00 29 0
3 1,36 11,5 8,46 23 0
4 0,60 8,7 14,5 0 0
5 0,30 6,0 20,0 0 0
6 0,16 2.4 15,0 0 0
7 0,09 1,0 11,1 0 0
8 0,07 0,0 : 0 | 0 |
9 0,05 0,0 r 0 | 0 1

Verificou-se o desaparecimento do poder inibitério da solugdo de efluente com o aumento
do nimero de estagios. Durante os primeiros estagios, a diminui¢do da inibi¢@o na solu¢do ndo
foi um fator preocupante, pois, além de aprotinina, previa-se a presenga da de outras especies
que apresentassem poder de inibicdo de tripsina, que possivelmente, adsorveriam na matriz
IMAC. No entanto, ao final de nove estagios de adsorg¢do, observou-se que a inibicdo decresceu

continuamente atingindo uma concentragio abaixo da sensibilidade do método de detec¢do.

Desta forma, o experimento de adsorgdo em multiplos estagios, que simula uma adsorgao
em coluna cromatografica, mostrou que o procedimento de pré-purificagdo do efluente com
adsor¢d@o de impurezas era invidvel devido a remocdo do inibidor que deveria ser recuperado em
etapa posterior com formagdo e adsorgdo de seu complexo. No entanto, deve-se ressaltar que
houve purificagdo de inibidor uma vez que a redugéo da concentragdo de proteina total foi maior
que a da inibicdo: apos o quinto estigio a inibigdo especifica aumentou de 3,46 pg/mg na

alimentagdo para 20,0 pug/mg o que implica em um fator de purificagdo de cerca de 6.

Supde-se que a diminuigdo do inibidor no sobrenadante tenha ocorrido devido a interagdes
ocasionadas pelo grande volume de matriz em relagdo ao volume da solugdo. Isto é, havendo
uma maior superficie da matriz em contanto com a solu¢do, houve um aumento do numero de
sitios ndo preferenciais de adsor¢do e, assim, mesmo com a ocupag@o dos sitios preferenciais de

adsor¢do, havia possibilidade de interagdo de demais espécies do efluente, entre as quais a



aprotinina, interagirem com a matriz através destes sitios ndo preferenciais.

4.7. RECUPERACAO DE APROTININA A PARTIR DO EFLUENTE

Visto a alta capacidade da matriz na adsorgdo de impurezas do SPI e a impossibilidade de
pré-tratamento do mesmo, passou a se estudar a dessor¢do de complexo adsorvido a partir do
efluente, em variadas condigdes de pH na presenga ou ndo de NaCl 1,0 M. Utilizou-se como

tampdes de eluigdo solugdes acetato de sédio 100 mM a pH 4,0 e 3,5 e glicina 100 mM a pH 2.1

O monitoramento quantitativo durante etapas de adsor¢do e dessor¢do consistiu de
determinacdes de proteina total em todas as fragOes, realizado através de medidas de
absorbdncia, sem discriminagdo das concentragdes de complexo. Apesar de tripsina e aprotinina
serem individualmente detectaveis, mesmo em baixas concentragdes, atraves de suas atividades
enzimatica e de inibi¢do, o complexo por eles formado ndo pode ser discriminado dentre outras
proteinas com medidas espectrofotométricas Assim, para detecgdo do complexo nas fragdes de
adsor¢do e dessorgdo a partir do efluente utilizou-se um método de analise qualitativa, a

eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢do desnaturante (SDS-PAGE)

Estes experimentos de adsor¢do e dessor¢do de complexo a partir do efluente foram
realizados através de “spiking”, isto € de adigdo de complexo ao efluente. A razdo deste
artificio, decorreu do fato de que a verificagdo do complexo formado a partir de aprotinina
presente no efluente SPI ndo seria possivel de deteccdo nas fragdes de dessor¢do através dos
métodos analiticos utilizados pois nestas fragdes a concentragdo de aprotinina seria certamente
inferior a sua concentragdo original no efluente, ja demasiadamente baixa, estimada em cerca de
3,0 ug/ml (Azzoni, 1998). A defini¢do da concentra¢do de complexo a ser adicionado ao SPI no
“spiking” baseou-se se na analise exploratoria em eletroforese SDS-PAGE (Figura 4.23), onde
comparou-se as bandas de proteina resultantes da adi¢do de trés diferentes massas de complexo
ao SPI na sua concentrag@o original de 2,5% (concentragdo em que se encontra no processo

industrial).
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Figura 4.23 — Analise exploratoria das concentragdes de complexo em solugdo de SPI
detectaveis através da técnica eletroforese SDS-PAGE. Amostras de efluente SPI e complexo
aprotinina-tripsina em diferentes concentragdes, com fator de diluigdo de 125. Os volumes de
amostra aplicados nas faixas 2 a 8 foram de 10 ul. Faixa I, marcador de massa molecular
(fosforilase b, 94,0 kDa, albumina bovina, 67,0 kDa; ovalbumina, 43,0 kDa; anidrase carbonica,
30,0 kDa; inibidor de tripsina, 20,1 kDa e a-lactoalbumina, 14,4 kDa), faixa 2, solugido de SPI
2,5% ; faixa 3, solugdo de SPI 2,5% com adigdo de complexo a 0,3 mg/ml, faixa 4, solugdo de
SPI 2,5% com adi¢do de complexo a 1,0 ug/ml; faixa 5, solugdo de SPI com adi¢do de complexo
a 3.0 mg/ml; faixa 6, complexo a 0,3 mg/ml; faixa 7, complexo a 1,0 mg/ml e faixa 8, complexo
a 3,0 mg/ml. A seta indica a posi¢do da banda de tripsina formadora de complexo aprotinina-

tripsina.

A partir desta analise verificou-se que para uma boa identificagdo da presenga de complexo
através da banda de tripsina, originaria do complexo, era necessaria uma concentragdo de pelo
menos 3,0 mg/ml do mesmo na solugdo de SPI. A proporgdo de massa protéica de complexo em
relagiio as proteinas do SPI na solugdo resultante da adigdo de 3,0 mg/ml de complexo ao
efluente ¢ de aproximadamente 1:3, uma vez que a solugdo deste a 2,5 % possuia

aproximadamente 10 mg/ml de massa protéica.

Na realizagdo de “spiking” fez-se a adigdo de complexo numa propor¢do maior que a
determinada anteriormente, 1:1 (adigdo de 10 mg/ml de complexo), uma vez que durante etapas

de adsorgdo e dessorgdo haveria diminui¢do na concentragdo de proteina devido parti¢do entre



fases solida e liquida o que acarretaria dificuldades analiticas. Na preparagdo de matriz contendo
proteina a ser dessorvida, utilizou-se bateladas com massas de 800 mg de matriz PC-I-Cu* e 5,0
ml de solugdo de efluente contendo aproximadamente 10 mg/ml! de proteina originaria do meio e
10 mg/ml de complexo aprotinina-tripsina. Apos lavagem, distribuiu-se em diversas seringas
massas de 60 mg de matriz contendo proteina adsorvida e adicionou-se as mesmas 0,75 ml de
tamp@o de dessorgdo a diferentes condigdes. Apos o tempo de uma hora e meia, recarregou-se as
seringas com novos volumes de tampdo de dessor¢do a fim de dessorver proteina ainda
remanescente. Os sobrenadantes foram entdo analisados em termos de concentragdo proteéica e

perfil eletroforético

Na Tabela 4.5 estdo apresentadas as recuperagdes obtidas nas diferentes condigdes de
eluicdo em termos de porcentagem de proteina dessorvida em relagdo a proteina adsorvida.
Estes resultados mostraram uma maior eficiéncia da dessor¢do de proteina quanto mais baixo o
pH como verificado anteriormente, na dessor¢do de complexo adsorvido a partir de solugdo
tampdo, sem contudo, ter se alcangado dessorgdes elevadas na presenga de NaCl A dessorgdo

maxima foi de 64,0%a pH 2,1 sem a presenga de NaCl.

_Tabela 4.5 — Perfil da dessorgdo de proteina total da matriz PC-1-Cu®' contendo complexo e

impurezas adsorvidas a partir de solugdo de SPL.

Condigio de Proteina dessorvida (%)
~ dessorcio
| pH 4,0 pH 3,5 PH 2.1
' Sem adigdo de NaCl 8,0 12,0 64,0
— S——.
| Com adigdo de NaCl 5,0 13,0 51,0

O monitoramento da recuperagdc de complexo por eletroforese SDS-PAGE esta
apresentado nas Figuras 4.24 e 4.25  Atraves da Figura 424 observa-se que que nas fragdes de
dessorgao sem adicdo de sal (faixas 6 a 8) ndo ha banda visivel referente a tripsina, indicando
que ndo houve dessorc¢do significativa do complexo, apesar da dessor¢do de espécies protéicas
do SPI ter sido eficiente. Na Figura 4.25, onde esta apresentado o gel de analise da dessor¢do na

presenca de NaCl 1.0 M, a diferenga que pode ser notada em relagdo ao gel anterior, € que
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aparecem bandas referentes a tripsina (faixas 6 a 8), comprovando que o complexo ¢é

significativamente dessorvido na presenca de NaCl 1,0 M.

kDa % e e e
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Figura 4.24 — Analise das fragdes de adsorgdo e dessorcdo (sem adigdo de NaCl) de complexo a
partir de SPI.  Os volumes de amostra aplicados nas faixas 2 a 8 foram de 15 ul. Faixa 1,
marcadores de massa molecular (fosforilase b, 94,0 kDa; albumina bovina, 67,0 kDa;
ovalbumina, 43,0 kDa, anidrase carbénica , 30,0 kDa, inibidor de tripsina, 20,1 kDa e o-
lactoalbumina, 14,4 kDa); faixa 2, solugdo de SPI (80,0 pg/ml); faixa 3, solugdo de complexo
(24,0 pg/ml), faixa 4, solugdo de SPI e complexo antes da adsorgdo (109,0 pg/ml); faixa 3,
solugdo de SPI e complexo apds a adsorgdo (97,0 ug/ml), faixa 6, fragdo de dessor¢do a pH 4,0
(76,0 pug/ml); faixa 7, fracao de dessorcdo a pH 3,5 (98,0 ug/ml); faixa 8, fragao de dessorgdo a
pH 2,1 (101,0 ug/ml). A seta indica a posi¢do da banda de tripsina formadora de complexo

aprotinina-tripsina

Baseando-se no fato da dessor¢do de impurezas ter sido eficiente sem a adi¢do de NaCl, ao
passo que, a dessor¢do de complexo foi favorecida a 1,0 M em NaCl, levantou-se a possibilidade
de dessor¢do seletiva com eliminagdo de grande parte de impurezas numa primeira etapa de
eluigdo em baixa concentragdo do eletrolito e dessorgdo de, principalmente, complexo numa
segunda etapa de elui¢do em alta concentragdo do eletrdlito. Para verifica¢do experimental desta

possibilidade, nova massa de adsorvente foi contactado com solugdo de SPI contendo complexo



e, apos lavagem com tampdo de adsorcdo, distribui-se o adsorvente em seringas onde foram
conduzidas as dessorgdes sem sal, seguidas da dessor¢do com sal. Na dessor¢do sem adigdo de
sal, os valores de pH foram de 4,0; 3,5 e 2,1, ao passo que na dessor¢do com sal, manteve-se o
pH em 2,1. A Figura 4.26 apresenta a analise através de SDS-PAGE das fragdes de dessor¢do a
diferentes valores de pH sem adigdo de NaCl, acompanhadas das fra¢des de dessorgdo a pH 2,1
na presenca de 1,0 M de NaCl. A eletroforese indicou uma concentragdo significativa de
complexo nas fracdes de dessor¢do na presenga do sal (faixas 5, 7 e 9), mas no entanto, a
presenca de impurezas continuou sendo relevante, indicando que a seletividade na dessor¢do

também ndo foi alta, assim como na adsor¢io.

1 2 3 45 6 17 8

Figura 4.25 — Analise das fragdes de adsor¢do e dessorgdo com adigdo de sal (1,0 M em NaCl)
de complexo a partir de SPL. Os volumes de amostra aplicados nas faixas 2 a 8 foram de 15 ul.
Faixa 1, marcadores de massa molecular (fosforilase b, 94,0 kDa, albumina bovina, 67,0 kDa;
ovalbumina, 43,0 kDa; anidrase carbonica, 30,0 kDa, inibidor de tripsina, 20,1 kDa e «-
lactoalbumina, 14,4 kDa); faixa 2, solucdo de SPI (80,0 ug/ml); faixa 3, solugdo de complexo
(24,0 ug/ml); faixa 4, solugdo de SPI e complexo antes da adsorgdo (109,0 ug/ml); faixa 3,
solugdo de SPI e complexo apds a adsorgdo (97,0 ug/ml); faixa 6, fragdo de dessor¢do a pH 4,0
(122,0 ug/ml); faixa 7, fragdo de dessorcdo a pH 3,5 (94,0 pug/ml); faixa 8, fragdo de dessorcdo a
pH 2,1 (93,0 ug/ml). A seta indica a posi¢cdo da banda de tripsina formadora de complexo

aprotinina-tripsina.
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Figura 4.26 — Analise das fra¢es de dessorg¢do sem adigdo de NaCl seguida de dessorcdo a
1,0 M em NaCl em pH 2,1. As amostras foram aplicadas em concentragdo de 100 ug/ml .Os
volumes de amostra aplicados foram 8 pl, 10 ul e 12 ul nas faixas 2, 3 e 4 a 9 respectivamente.
Faixa 1, marcadores de massa molecular (fosforilase b, 94,0 kDa, flbumina bovina, 67,0 kDa,
ovalbumina, 43,0 kDa; anidrase carbonica , 30,0 kDa; inibidor de tripsina, 20,1 kDa e o-
lactoalbumina, 14,4 kDa); faixa 2, tripsina, faixa 3, complexo; faixa 4, dessor¢do a pH 4,0 sem
sal; faixa 5, dessorgao a pH 2,1 em NaCl 1,0 M apos dessorgdo a pH 4,0 sem sal, faixa 6,
dessor¢do a pH 3,5 sem sal; faixa 7, dessorgdo a pH 2,1 e NaCl 1,0 M apos dessorgdo a pH 3,5
sem sal; faixa 8, fracdo de dessor¢do a pH 2,1 sem sal, faixa 9, fragdo de dessor¢do a pH 2,1 e
NaCl 1,0 M apos dessor¢do a pH 2,1 sem sal. Incluiu-se nesta analise uma faixa com somente
tripsina, de modo a certificar de que a enzima se apresenta na forma livre e ndo complexada, nas
fracdes de adsorgdo e dessorgdo. A seta indica a posigdo da banda de tripsina formadora de

complexo aprotinina-tripsina.
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CAPITULO 5

CONCLUSOES E SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS

5.1. CONCLUSOES

a)

b)

c)

d)

e)

As principais conclusdes obtidas neste trabalho foram:

A adsorcao de aprotinina em tripsina previamente adsorvida nao foi viavel devido a tripsina
ser deslocada da matriz com a adigdo do inibidor, passando a formar complexo com este no

sobrenadante.

Na adsor¢ao, tanto de tripsina como do complexo aprotinina-tripsina, verificou-se interagoes
nao-especificas, do tipo eletrostaticas, ocorrendo em paralelo a interagdo proteina-metal. As
capacidades de adsor¢do ndo-especifica na adsor¢@o de tripsina nas matrizes PC-I-Cu®*" e

CSFE-Cu*" foram da ordem de 50% a 70% das capacidades de adsor¢ao total.

Na adsor¢do do complexo, o pH na faixa de 7,0 a 8,5 ndo causou efeito significativo nas
capacidades de adsor¢do, mas, no entanto, ocorreu inflluéncia pela forga idnica: maiores
capacidades de adsor¢do foram obtidas em concentragcdes mais baixas de NaCl,

comprovando-se a presenga de interagdes nao-especificas, do tipo eletrostaticas.

Na dessor¢ao de complexo a recuperacao foi mais alta em valores de pH baixo e forga idnica
alta, tendo sido aproximadamente 100% em pH 2,1 na presenga de NaCl 1,0 M. A presen¢a
do eletrolito foi essencial para a dessor¢dao. na auséncia do sal, mesmo a pH 2.1, a

recuperagao foi de apenas 40% .

A matriz IMAC apresentou capacidade de adsor¢do de impurezas do SPL indiferente a
variagado do pH, influenciada, no entanto, pela presenga de NaCl com capacidades de

adsor¢ao maiores a baixa forca idnica.



f) A pré-purificacdo do efluente SPI por adsor¢do de impurezas na matriz IMAC ndo apresentou
um limite de redugdo de concentragdo protéica a0 mesmo tempo que reduziu a zero a

presenca de inibidor no efluente.

g) Na recuperacdo de complexo aprotinina-tripsina adicionado ao SPI foi possivel alcangar
alguma purificagao pela dessor¢dao com abaixamento de pH em duas etapas: primeira etapa
sem adi¢ao de NaCl e segunda etapa com adi¢do deste sal, conforme indicado pelas analises

de SDS-PAGE. Houve, no entanto, baixa purificagao.

h) O complexo adsorvido a partir do efluente so6 foi dessorvido eficientemente a alta forca i0nica
como na dessorgdo de complexo adsorvido a partir de solugdo tampao. Houve tambem neste

caso, dessorcdo significativa de impurezas, que ocorre igualmente a baixa forga ionica.

Assim, conclui-se que o principio basico do processo proposto, recuperagao de aprotinina
através de IMAC explorando sua interagao com tripsina, € viavel pelos resultados obtidos com
solugdes de aprotinina e tripsina em solugdo tampao. No entanto, sua aplicagdo ao efluente
industrial especifico (sobrenadante de efluente industrial de produ¢@o de insulina bovina)
apresenta sérios entraves devido a baixa seletividade de adsor¢do e dessor¢do do complexo
devido a: a) complexidade do efluente no tocante a diversidade de proteinas presentes; b) alta
capacidade da matriz em adsorver proteinas do efluente e c) intensidade da interagao de

impurezas do efluente com a matriz muito alta.

5.2. SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS
A fim de reduzir os problemas de baixa seletividade mencionados anteriormente propoe-se:

a) Continuagao do estudo de pré-purifica¢ido do efluente pelo uso da matriaz IMAC em condi¢do
menos propicia para a adsor¢ao de inibigdo em termos da concentragdo de sal (NaCl 1,0 M)
uma vez que apesar de perda de inibi¢gdo na fase liquida, os estudos de pré-purificagdo
realizados mostraram uma redugaoe maior na concentragio de proteinas do efluente do que da

inibi¢do (aumento da inibi¢do especifica de 6 vezes apos o 5° estagio de adsorgado).
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b) Pré-purificagdo do efluente através de técnicas diversas. Como exemplo, poderia-se sugerir
adsor¢do por troca idonica que exploraria uma propriedade relativamente extrema da
aprotinina: pl elevado, igual a 10,5.

c) Utilizagdo de metais (tais como cobalto, niquel e zinco) e agentes quelantes que interajam

mais fracamente com proteinas.

d) Utiliza¢ao de condig¢Ges de adsor¢do que reduzam a retengdo na matriz IMAC de proteinas de

fraca interag@o, como pela introdug@o no tampéao de imidazol ou histidina.
e) Dessor¢do em leito fixo explorando o uso de gradiente de NaCl.

As sugestdes “c” e “d” acarretariam em uma menor recupera¢do de complexo; no entanto,

estaria se fazendo a opgao por recuperagdo mais baixa mas com alguma seletividade.

Outro ponto de relevancia que auxiliaria no desenvolvimento deste processo seria a
produgdo de anti-corpos contra aprotinina que permitiria a implementagdo do teste de
reconhecimento “Western Blot” para uma detec¢ao mais sensivel de aprotinina nas fragoes de

estudo e nas fragdes do processo industrial em questio (produgdo de insulina).
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