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RESUMO

EXTRACAO E FRACIONAMENTO DE PROTEINAS DE PLASMA
SANGUINEO BASEADA NO PROCEDIMENTO DO PONTO NUVEM

Autora: Aline Soriano Lopes

Orientador: Prof. Dr. Marco Aurélio Zezzi Arruda

Esta dissertago visa fracionar proteinas do plasma sanguineo humano empregando
a separacdo de fases por meio da formacgfo de micelas utilizando o Triton X-114
como surfactante ¢ NaCl como eletrdlito. S3o avaliadas as principais varidveis
responsaveis pela separagdo de fases: concentragdo do Triton X-114 (2 - 15% m/v),
volume de amostra (50 - 2000 pL), concentragio de NaCl (6 - 12% m/v), tempo de
contato entre as proteinas e os agregados micelares (0 - 30 min) e pH (6,4 - 7,4). As
proteinas totais presentes nas fases rica e pobre em surfactante sdo quantificadas
pelo método de Bradford. Anteriormente a quantificagdo, é realizada a remogio do
surfactante da fase rica utilizando acetona resfriada. Neste procedimento, as
proteinas precipitam e o surfactante é extraido para a fase orgénica. A separacio de
fases € realizada a temperatura ambiente (25 °C) e as variaveis otimizadas foram:
5% (m/v) de Triton X-114, 100 pL de amostra, 10% (m/v) de NaCl, tempo de
contato quase instantineo e pH 6,8. A caracterizagdo das proteinas é realizada por
meio da eletroforese 1D. O software Gel-Pro Analyzer 3.1 é utilizado para analisar
as bandas e o banco de dados de proteinas Expasy ¢ utilizado para identificar as
possiveis fragdes protéicas. Duas bandas com concentracdes mensuraveis sio
observadas por SDS-PAGE na fase rica em surfactante. Uma delas pode ser
atribuida 4 albumina, proteina de alta concentragdio no plasma sanguineo, e a outra
banda a uma apolipoproteina D ou a uma cadeia leve de imunoglobulina. Um

padrdo de albumina do soro bovino é utilizado como referéncia para apontar
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possiveis mudangas na estrutura secundéria por dicroismo circular. Por meio do
resultado observam-se mudangas na conformagio da albumina quando esta é

submetida a separagio de fases com Triton X-114.
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ABSTRACT

EXTRACTION AND FRACTIONATION OF BLOOD PLASMA
PROTEINS BASED ON CLOUD POINT PROCEDURE

Author: Aline Soriano Lopes

Adviser: Prof. Dr. Marco Aurélio Zezzi Arruda

The goal of the present work is to fractionate the human blood plasma proteins
using micelle-mediated phase separation with Triton X-114 as surfactant and NaCl
as electrolyte. Some parameters that affect the phase separation are evaluated, such
as Triton X-114 concentration (2 - 15% w/v), sample volume (50 - 2000 pl), NaCl
concentration (6 - 12% w/v), contact time between proteins and micelles
aggregation (0 - 30 min) and pH (6.4 - 7.4). The total proteins are quantified in both
surfactant-rich and —poor phases by using the Bradford method. The surfactant
present in the rich phase is removed with ice-cold acetone before the protein
determination, in which the proteins are precipitated and the surfactant is removed
to the organic phase. The separation is carried out at room temperature (25 °C) and
the optimized parameters were 5% (w/v) Triton X-114, 100 uL of sample volume,
10% (w/v) NaCl, contact time almost instantaneous and pH as 6.8. Protein
characterization is made through 1D electrophoresis. The software Gel-Pro
Analyzer 3.1 is used for analyzing the bands as well as the protein data bank
Expasy is used for identifies the possible protein fractions. Two bands are observed
in the surfactant-rich phase with measurable concentrations. One of them may be
attributed to albumin, which is present at highest concentration in blood plasma,
and the other one may be attributed to apolipoprotein D or immunoglobulin light
chain. Bovine serum albumin standard is used as reference for emphasizing

possible changes on the secondary structure of proteins by circular dichroism.



Changes were observed in the albumin conformation when the protein is submitted

to phase separation with Triton X-114.

X1



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS E ACRONIMOS xiv
LISTA DE QUADROS xvi
LISTA DE TABELAS xvi
LISTA DE FIGURAS xvi
1. INTRODUGAQ.....cueceerennsassssosseeesmssassmssnsssossssmosmsessessesssssssseeemeensenseesenseed 1
2. OBJETIVOS 2
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA 2
3.1, SUTACLANIES ...ttt te s e s e 2
3.1.1. O fendmeno da separacio de faSeS .........oueweeueeeeeemeeeerereeeeeeeeee oo, 4
3.1.2. ApHCAGAO ANALIICA...eveveveeeceeteececriaeeee et eeeeee e et 6
3.1.3. Aplicago @ biomOLECUIAS ...........e.veeeeeeeeeeeeeeeeeee oo 8
3.1.4. Vantagens ¢ limita¢Ses da extracio ponto NUVe..............oovvevevevevononn. 11

3.2, PROLEINAS ..ot ettt eeee e ee s s s st e et eeneens 12
3.2.1. ASPECLO ETAL ...ttt seeer et 12
3.2.2. Plasma: proteinas plasmaticas ...........cvueeeceeeeeeeeoeeosesceeeeeeeeeeeeoe oo, 13
3.2.3. Métodos de determinagio de proteinas totais.........ovvevreeveeeoveveeereooooos 14
3.2.4. DiCTOISIMO CITCULAT .....ctrrevemnreerectees et eeseseseeses e eeee e, 16

3.3, ELETOTOTESE .......eeeeermieeeeeeeeeetece et evet e e e ee e s 17
3.3.1. ASPECTOS ZETAIS ....cocecucmeeeememreessrees s eses e eeeesees e sesessses s e s 17
3.3.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida ............oeeeeevvovevveeeoeoeeooe 20

4. PARTE EXPERIMENTAL 22
4.]1. EQUIPAMENtOS € ACESSOMIOS  ...uvverermreerereeeceeeeeee s e eeeeseseses e eeeeeee s 22
4.2, REAZENLES. ...ttt e eee et eeee s s e et 22
4.3. Limpeza de MAateriaiS .......ccovueruemereererereereeeceeeeeeeeessesses oo see e 23
4.4 AINOSITAS...v.v.oececieaeaeeeee ettt s e e e ses e eeseesssee s s s s te e s e 23
4.5 MEOAOIOZIA ..ottt et ev s e e s 24



6.
7.
8.

4.5.1. Determinagdo da temperatura do ponto NUVem ..........evveeeveevereeoooo, 24

4.5.2. Separacio das faSeS........oecieiieiuieieceiece e e 24
4.5.3. Remoga0 do SUITACTANTE........v.e.eeeceeeeeee e, 25
4.5.4. Raz0 de distribUICHO ......veveveerveieeceeeeeeeeee e e 26
4.5.5. Determinagio de proteinas totais: Método de Bradford..........vevovoooeoo.. 27
4.5.6. Preparo das amostras para a obtengo do gel ......o..oveweeeeveeeeeeeeeooo) 27

4.5.7. Caracterizagio das proteinas por eletroforese descontinua com SDS

(SDS-PAGE).......ootiiricecereemrnsienee s et eeeseneeeseestsesesmesee s e e s oo 28
4.5.8. Eletroforese descontinua nativa em gel de poliacrilamida..................... 30
4.5.9. Tratamento da IMAZEIM .......oeevueureveeeeeeeeeeee e e, 30
4.5.10. DICrOiSIMO CIICUIAT «.-.eeeeeveteeeeeee e e 31
RESULTADOS E DISCUSSAO..... 32
5.1. Temperatura do PONO MUVEM «...........cvvveeieeeeereeeeeeeese oo 32
5.2. ReMOGEO A0 SUFACTANTE. .....v.veeeeeeecee et 34
5.3. Otimizagio da Separagio de TASES .. ....eeevemvueeeeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeoeoeseeeoeenn 36
5.3.1. Concentrag@o do SUITACTANLE .. ...........veeereeereeeeeeeerereee oo 36
5.3.2. VOIUME d€ AMOSIA .....enevereemrereeeceeeeee e e e 39
5.3.3. Concentrag@o do eletrolito (INACL) .. ..vevuveeeeeeeeeeeeeeeeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeoeon. 40
5.3.4. TEMPO A€ COMLALO....cuvureerereeeerrrersieeaeeeeeeeemsereeee s ee oo 41
5.3.5. DH d€ EXITAGHO ..cuuemuirierreeeeececseeeeteeeeeeee e s s e et 43
5.4. Eletroforese nativa descontinua em gel de poliacrilamida ...........o.oooooovooono.. 44
5.5. Caracterizagdo das proteinas por SDS-PAGE ...covuveememoeeeeeeeeoeeeeeeeeeoeeeeoeo. 46
5.6. DICTOISIMO CIICUIAT .......cveterirreectitertcetecee oo 49
CONCLUSOES 53
PERSPECTIVAS FUTURAS 54
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 55

X1ii



LISTA DE ABREVIATURAS E ACRONIMOS

Aerosol OT, bis(2-etilhexil) sulfosuccinato de sédio
Aliquat-336, cloreto de tricaprililmetilaménio

ASB, albumina do soro bovino

ATP, adenosina trifosfato

Br-PADAP, 2-(5-bromo-2-piridilazo)-5-dietilaminofenol
Brij 35, polioxietileno(23) dodecanol

CBB, do inglés Coomassie Brilliant Blue

c.m.c., concentracdo micelar critica

C.TAB, brometo de alquiltrimetilaménio

Cy-APSO,, sulfato de 3-(nonil dimetilaménio) propil
CioE4, n-decil tetra(etileno éxido)

CioEs, hexaetilenoglicol mono n-tetradecil éter

DAB, 4-(dodecildimetil aménio) butirato de sédio

DC, dicroismo circular

2D PAGE, do inglés two-dimensional gel electrophoresis
DDTP, O,0-dietilditiofosfato

DISC-PAGE, do inglés discontinuous polyacrylamide gel electrophoresis
DTT, ditiotreitol

Genapol X-080, oligoetileno glicol monoalquil éter
G6PD, glucose-6-fosfato desidrogenase

HDTB, brometo de hexadeciltrimetil aménio

A, comprimento de onda

MM, massa molar

PAHs, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

PCDDs, dibenzeno-p-dioxinas policlorados

Xiv



P.E., ponto de ebuli¢io

PEG, polietilenoglicol

PGE, do inglés pore gradient electrophoresis

p-L., ponto isoelétrico

Rp, razdo de distribui¢io

SB-12, 3-(dodecildimetil aménio) propano 1-sulfato de sédio
SDS, do inglés sodium dodecyl sulfate

SDS-PAGE, do inglés sodium dodecyl! suifate polyacrylamide gel electrophoresis
TEMED, NN’ N,N’ tetrametiletilenodiamina

Tris, tri-(hidroximetil) aminometano

Triton X-114, polioxietileno(8) isooctilfenil éter

Triton X-100, polioxietileno(10) isooctilfenil éter

Triton X-405, polioxietileno(40) isooctilfenil éter

XV



LISTA DE QUADROS

Quadro 1. Classificac8o dos SUIfaCtantes. ...........cc.eueeeeeermeeeeeeereeeeeeerees e eeeoon. 3
Quadro 2. Composigéo do gel concentrador e fracionador.............oveeeeeeeeeoeoe 29
LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Volume das fases rica e pobre obtido em diferentes concentragdes de
Triton X-114 (N = 1), utilizando no sistema de separacio de fases 2000 puL de
amostra, 10% (m/v) de NaCl, 20 min de tempo de contato € pH 7,2. .....eeeevvnrenn... 37

Tabela 2. Volume das fases rica e pobre em surfactante (N = 3) para as diferentes
concentragdes do eletrélito, utilizando no sistema de separacfio de fases 5% (m/v)
de Triton X-114, 100 pL de amostra, 20 min de tempo de contato e pH72. ......... 41

Tabela 3. Estimativa das massas molares (kDa) relativa a Figura 14. Coluna 1 =
material de partida; coluna 2 = padriio protéico; coluna 3 = fase rica em surfactante;
coluna 4 = fase pobre em SUTTACIANTE. ..........c.coocuemreeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeese oo 47

Tabela 4. Identificacdo das possiveis proteinas da amostra de partida (coluna 1) e
da fase pobre em surfactante (coluna 2) apés o ponto nuvem. MM = massa molar....49

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Representa¢do esquematica da formacio de um agregado micelar................ 4

Figura 2. Esquema ilustrativo apds a separa¢do de fases utilizando surfactante e
UMA MISTUTA PTOLEICA. ......erurrerererueseteececteteseceeeeecaeeeesesesessseee e e see s ses st es oo eemseen 9

Figura 3. Estrutura do azul brilhante de coomassie G-250. .........ooeeoeeooooooons 15

Figura 4. Efeito da adi¢fo de NaCl na temperatura de formacido do ponto nuvem em
diferentes concentra¢des de Triton X-114 (T £ 1 °C). eeueeermeeeeeeeeeeeeee oo 33

Figura 5. Corrida eletroforética para diferentes proporgdes de amostra (fase rica em
surfactante) e acetona, onde p.p. sdo proteinas de massas molares conhecidas
(padrdo protéico) e 1:5, 1:4, 1:3, 1:2 e 1:1 sdo as proporcdes entre o volume da fase
TiCa € O VOIUME A& BCELONA. ...ce.eeeveeerecieeeeeeeee et s e ees et e eene 35

Figura 6. Estrutura do polioxietileno(8) isooctilfenil éter (Triton X-114)................... 36



Figura 7. Razo de distribuigdo em fungdo da concentragio de Triton X-114 (N =
3), utilizando 2000 pL de amostra, 10% (m/v) de NaCl, 20 min de tempo de
COMILALO € PH 7,2 ...ttt e v e s e ae e s e s s s ea s s e s e e e e s e sneans 37

Figura 8. Seqiiéncia de fotos obtidas durante a separagdo de fases. (a) 10 min, (b)
20 min, (c) 30 min, (d) apos a centrifugagdo a 1780 g durante 10 min. A fase
superior do tubo (em amarelo) é a fase rica em surfactante. A fase inferior € a fase
PODIE €I SUTTACTANTE. .....cuveeeeeeeeeeeeeecceeeeets et e e ve e st e e e s s s sesesr e e s e sssaes 39

Figura 9. Razio de distribuicdo em fungfo do volume de amostra (N = 3),
utilizando 5% (m/v) de Triton X-114, 10% (m/v) de NaCl, 20 min de tempo de
CONLALO € PH 7,2ttt ettt see e eeeesee s e s es e 40

Figura 10. Razdo de distribui¢do em fungdio da concentragio de NaCl (N = 3),
utilizando 5% (m/v) de Triton X-114, 100 uL de amostra, 20 min de tempo de
CONLALO € PH 7,2 .ottt er ettt e e eee e s e st s s e e e e e e s 41

Figura 11. Razdo de distribuigio em fungdo do tempo de contato (N = 3), utilizando
5% (m/v) de Triton X-114, 100 pL de amostra, 10% (m/v) de NaCl e pH 7,2. .......... 42

Figura 12. Razdo de distribui¢io em fungio do pH (N = 3), utilizando 5% (m/v) de
Triton X-114, 100 pL de amostra, 10% (m/v) de NaCl e tempo de contato
INSTANTANEO. .....coeicecreetetniemere sttt e eessseesemeessaess eteseeesesesessees s s tseeeeme e e eenon 44

Figura 13. Eletroforese nativa descontinua em gel de poliacrilamida para as
proteinas com pl na faixa de pH < 7. (a) fases pobre (FP) e rica (FR) em surfactante
apos a separagdo de fases (b) material de partida (MP).......ooovvmeeeeeeeeeeerereee 45

Figura 14. Corrida eletroforética SDS-PAGE nas condigdes de extracio otimizadas.
MM = massa molar (kDa); MP = material de partida; pp = padrio protéico de
massa molar conhecida (de cima para baixo: 116; 66,2; 45.0; 35,0 e 25,0 kDa); FR
= fase rica em surfactante; FP = fase pobre em surfactante. As descri¢es R1, R2,

R3, etc., correspondem as bandas as quais as massas molares foram estimadas (vide
TABELA 3). ...t s e et e e e e 46

Figura 15. Espectros originais de dicroismo circular. (a) ASB padrio 1,0x10°
mol/L (b) ASB 1,0x10° mol/L (em preto) e ASB 0,34x10" mol/L extraida para a
fase rica em surfactante (em VEImMEINO). ........... oo 50

Figura 16. Espectros originais de dicroismo circular para diferentes concentragdes
de Triton X-114 dissolvido em solugdo tampdo KH,PO, 0,1 mol/L / NaOH 0,1

XVii



mol/L pH 6,8. (a) 1x10®° mol/L; (b) 1x10™ mol/L; (c) 1x10™* mol/L; (d) 1x10
MOV/L; (€) 2XT07 MON/L. «..veovee e eves e eeese e eeeeseeeeeesrssssss e seseseese e 51

Figura 17. Espectros de dicroismo circular em elipticidade molar entre 200-250 nm
para uma solugfo de ASB padrio (em preto) e para a ASB extraida para a fase rica
em surfactante (€m VErmelNO). ....c.o.evrueereeeieieeecce ettt eeeee e e s e ssens 52

xviil



Dissertacdo de Mestrado

1. INTRODUCAO

A preparacdo, a purificagio € o isolamento de uma proteina de interesse
consistem de etapas laboriosas. O tempo e as etapas envolvidas no processo de
purificacdo dependem da proteina de interesse, do material de partida e¢ da
finalidade do processo’.

Os métodos mais rotineiramente usados na purificagdo sdo os
cromatograficos, os quais podem incluir cromatografia liquida de alta eficiéncia, de
filtragdo em gel, de troca-idnica, de afinidade e de fase reversa. Esses métodos
substituiram os métodos de precipitagio e fracionamento utilizando solu¢des
saturadas de sais inorginicos (NaCl, Na;SO, e (NH,),SO;) ou solventes misciveis
em agua (metanol, etanol, butanol e acetona) no decorrer dos anos. A medida que
novas técnicas para a separagfo ¢ a purificagio foram sendo desenvolvidas, o custo
dos processos foi tornando-se maior’. Dois grandes desafios atualmente sdo
baratear, o tanto quanto possivel esses processos, e diminuir o tempo € as etapas
analiticas visando obter proteinas purificadas de forma mais rapida.

Um processo muito estudado nos Gltimos anos € a extra¢do visando a
separacdo de fases utilizando surfactantes. A extracio se baseia na propriedade da
maioria das solugdes aquosas micelares dos surfactantes ndo-idnicos tornarem-se
turvas quando aquecidas a uma temperatura conhecida como ponto nuvem. Embora
a extragdo ponto nuvem apresente condigbes brandas para as bioseparagdes, a
temperatura envolvida no processo pode desnaturar as proteinas. A fim de diminuir
a temperatura do ponto nuvem, o uso de aditivos como sais inorgénicos vem sendo
rotineiramente utilizado nos processos.

Entre as vantagens da extragdo ponto nuvem aplicavel a vérias espécies, como
sera detalhado posteriormente neste trabalho, sio citados a alta versatilidade,

rapidez, simplicidade e baixo custo. Além dessas vantagens, o processo envolvendo
1
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biomoléculas é capaz de obter proteinas de forma semipurificada e/ou fracionada
em larga escala. Assim, o processo pode oferecer uma alternativa a uma das etapas
incluidas no processo de purificagdo convencional de uma proteina, além de outros
interesses, como, por exemplo, a pré-concentracio.

A amostra estudada nesta disserta¢@o € o plasma sanguineo humano. Ha um
crescente interesse na produgéo em larga escala de drogas de proteinas terapéuticas

por meio do fracionamento de plasma humano ou animal’,

2. OBJETIVOS

* Desenvolver uma metodologia rapida, simples e de baixo custo para a extracdo e
o fracionamento de proteinas de plasma sanguineo baseada na separacio de
fases utilizando o surfactante ndo-i6nico Triton X-114;

® Induzir o sistema de separagfio de fases a temperatura ambiente pelo efeito do
eletrélito NaCl;

® Caracterizar as proteinas presentes nas duas fases, ap6s a otimizagdo, por meio

de processos eletroforéticos.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Surfactantes

A palavra surfactante € baseada na contra¢do da frase em inglés que descreve
“surface active agents”. Entre as caracteristicas dos agentes ativos de superficie
(surfactante ou tensoativo) podem-se citar: diminuicio das tensdes interfacial e de

superficie em solucdes muito diluidas, formacio de micela acima de uma certa
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concentragdo devido a diminui¢do da energia livre do sistema, e solubilizagdo de
substéncias insol(veis em agua®.

A estrutura empirica do surfactante pode ser representada como R-X, onde R €
a cadeia hidrocarbdnica (hidrofobica) composta por 8 — 18 atomos e X é o grupo
polar (hidrofilico)’. Os surfactantes sdo geralmente classificados de acordo com a

cabega polar, nas categorias descritas no Quadro 1.

Quadro 1. Classifica¢do dos surfactantes.

Tipo de Carga Exemplos Estruturas
surfactante
Nao-16nico | Sem carga |- Polioxietileno(10) isooctilfenil |- (CHz):C(CH,)C(CHa),CeHs
éter (Triton X-100) (OCH,CH3)»;:0H
- Polioxietileno(23) dodecanol |- CH3(CH3)1(OCH2CH;),:0H
(Brij 35)

Anidnico Negativa |- Dodecil sulfato de sodio (SDS) |- CH3(CH:)1SOsNa'
- Bis(2-etilbexil) sulfosuccinato | - [CH3(CH;):CH(C,H;5)CH,0CO],

de sodio (Aerosol OT) CHSO; Na"

Catidnico Positiva |- Brometo de cetiltrimetil aménio |- CH3(CHa);sN (CH3)sBr
(CTAB)
- Brometo de hexadeciltrimetil - CH3(CH2)15N+(CH3)3Br'
amoénio (HDTB)

Anfotero Positiva e |- 4-(dodecildimetil aménio) - CH3(CH2)11N " (CH3)2(CH,)s

negativa | butirato de sédio (DAB) COONa*

- 3—(dodecildimeti1 aménio) - CH3(CH2)11N+(CH3)2(CH2)3
propano 1-sulfato de sédio (SB- | OSO;Na*
12)

Essa caracteristica antagdnica (hidrofilica e hidrofobica) associada a uma
mesma molécula conduz a um fendmeno de agregacdo espontineo, a partir de uma
determinada concentragdo do surfactante, conhecida como concentra¢do micelar
critica (c.m.c.). A c.m.c. depende da estrutrura do surfactante (quanto mais longa é
a cadeia hidrocarbdnica, menor serd a c.m.c.) e das condi¢des experimentais (forca

iénica, contra-ion, temperatura)®’.
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Acima da c.m.c. os mondémeros do surfactante se organizam em estruturas

conhecidas como micelas. O fendmeno pode ser observado por meio da Figura 1.

Monémeros

Figura 1. Representagéo esquematica da formacéo de um agregado micelar.

A figura acima mostra a formagiio de um agregado conhecido como micela
normal que se auto-organiza em solugdes aquosas (ou polares). Dependendo da
estrutura dos mondmeros do surfactante e da natureza do meio onde ele se
encontra, podem ser formados diferentes agregados, tais como: micela reversa
(formadas em solventes apolares), micro-emulsdes, monocamadas, bicamadas e
vesiculas’.

Além dessa caracteristica de formar ambientes altamente organizados, as
micelas podem se agregar conduzindo a uma separacio de fases em determinadas

condigdes, como temperatura ¢ forga idnica.

3.1.1. O fenomeno da separacio de fases

Solugdes micelares tornam-se turvas quando aquecidas a uma temperatura
especifica conhecida como temperatura do ponto nuvem ou ponto de névoa. Acima
desta temperatura, a solu¢o micelar separa-se em duas fases isotropicas: uma rica
em surfactante e de pequeno volume, e uma aquosa ou fase pobre em surfactante,

na qual a concentrago do tensoativo é proxima a concentragdo micelar critica. Este
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fenémeno ¢ reversivel e quando a temperatura torna-se inferior a temperatura do
ponto nuvem, uma unica fase é obtida novamente.

O fendmeno da separagdo de fases é mais freqiientemente observado com
surfactantes do tipo ndo-idnico, embora ele também possa ocorrer com surfactantes
anfoéteros e, em casos especiais com surfactantes iénicos.

Entre os surfactantes ndo-i6nicos, os polioxietilenos representam um amplo
grupo, onde a estrutura € normalmente abreviada como C,E, em que C, representa
o comprimento do grupo alquil e E;, o niimero de unidades de oxietileno. Esses
surfactantes sdo solubilizados em 4gua por hidratacio do oxigénio dos
polioxietilenos’. A temperatura de formagéo da separacdo de fases (ponto nuvem)
depende do comprimento das unidades de oxietileno (cadeia hidrofilica) e dos
grupos alquil (cadeia hidrofébica). Entre os surfactantes desta série podemos citar o
Triton X-100, Triton X-114 e Triton X-405.

Existem muitas discussdes sobre os fenémenos quimicos e fisicos envolvidos
na separacdo de fases. Na série dos polioxietilenos, por exemplo, Corti et al.°
observaram que para cadeias pequenas o comportamento observado é devido a
flutuagbes na concentragfo critica e que a transi¢do de fases ¢ devido a interacdes
entre micelas globulares pequenas; para cadeias maiores pode haver um
crescimento micelar com o aumento da temperatura. Além disso, observa-se que o
fendmeno da separagio de fases é baseado na solubilidade dos surfactantes em
agua, a qual ¢ inversamente proporcional a temperatura, isto é, quanto maior é a
temperatura, menos solivel torna-se o surfactante’. Uma vez que os surfactantes
i6nicos apresentam elevada solubilidade em 4gua, a temperatura do ponto nuvem é
maior.

Alguns aditivos podem alterar a temperatura de formagfio da separacdo de
fases dos surfactantes, tais como sais inorganicos, acidos e glicerol. Eles

neutralizam a carga superficial da micela facilitando a aproximagdo e, assim,
5
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diminui a temperatura do ponto nuvem. Misturas compostas por dois surfactantes
geralmente separam fases a uma temperatura intermediria aos surfactantes em
estudo®. Quando um surfactante ibnico, por exemplo, é adicionado a uma solugéo
de um surfactante ndo-idnico, a temperatura de formagio da separacio de fases
aumenta devido ao fato do surfactante idnico inserir carga na estrutura da micela e,
assim, dificultar a aproximagio entre as mesmas.

Essa propriedade de separagdo de fases permitiu varias aplicacbes dos
surfactantes na quimica analitica por meio da técnica conhecida como extragdo

ponto nuvem.

3.1.2. Aplicag¢do analitica

A utilizagdo de surfactantes na quimica analitica vem crescendo nos altimos
anos sob diversos pontos de vista™'°, Sistemas micelares aquosos usando
surfactante t€m sido empregados com sucesso em varios ramos, envolvendo
aplicagdes em espectroscopia, biotecnologia e eletroanalitica®.

A técnica baseada na separagfio de fases com surfactantes (extragio ponto
nuvem) € um dos métodos mais simples e versiteis para a extragio e a pré-
concentra¢do de varios analitos. Algumas espécies podem interagir com o sistema
micelar diretamente (geralmente espécies hidrofobicas como compostos organicos)
ou apos uma prévia reacdo de derivatizagio (como a complexagio de ions
metédlicos com um ligante hidrofébico).

Watanabe e Tanaka'' foram os primeiros a desenvolver a extra¢do baseada no
ponto nuvem para concentrar fons metalicos quelatos insoliveis em 4gua. Os
complexos metalicos foram efetivamente solubilizados na solugdio micelar aquosa
dentro do pequeno volume da fase rica em surfactante. Desde entfio, extracdes

baseadas no ponto nuvem vém sendo freqiientemente utilizadas para aumentar a

6
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sensibilidade de métodos anmaliticos convencionais na determinagdo de ions
metélicos.

Bezerra et al.' empregaram a extragdo ponto nuvem utilizando Triton X-114
na pre-concentragio de niquel apds derivatizagdo com 2-(5-bromo-2-piriditazo)-5-
dietilaminofenol (Br-PADAP) em residuo aquoso. O fator de pré-concentragéo
obtido foi de 74, com faixas de recuperacio entre 95 ¢ 104%.

Borges et al.” extrairam Cd, Pb e Pd de amostras de sangue digeridas
empregando o surfactante Triton X-114 e O,O-dietilditiofosfato (DDTP) como
agente complexante. Os fatores de enriquecimento foram de 71, 34 e 100, para Cd,
Pb e Pd respectivamente, e as faixas de recuperagio estavam entre 101 ¢ 105%.

Empregando um sistema micelar misto constituido por Triton X-100 e SDS,
Nascentes e Arruda'® pré-concentraram cobalto anteriormente complexado com Br-
PADAP. Boas recupera¢des foram obtidas (98 — 102%) utilizando NaCl na inducdo
da formagdo da separagdo de fases. Segundo os autores, 0 método pode ser aplicado
com sucesso na determinacio de cobalto em amostras farmacéuticas.

Surimanne et al.”’ empregaram a extracdo ponto nuvem para pré-concentrar
hidrocarbonetos  policiclicos aromaticos (PAHs) e dibenzeno-p-dioxinas
policlorados (PCDDs) de soro humano utilizando Triton X-100. Os métodos para
quantificar estes compostos a niveis baixissimos geralmente envolvem extracio
com solvente e preparo de amostra exaustivo. A extragdio liquido-liquido baseada
na separacio de fases utilizando surfactante oferece muitas vantagens em relacéio a
extragfo liquido-liquido convencional (solvente organico), entre as quais podem-se
citar o custo relativamente baixo e a baixa quantidade de amostra utilizada nos
processos. Além disso, os tensoativos empregados nfio sdo toxicos, volateis ou

inflamaveis e sdo de menores periculosidades quando comparados aos solventes

n_ = 1
orgénicos'®,
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Ha um grande nimero de trabalhos na literatura envolvendo a extraco e a

17,18 19,20

pré-concentracdo de ions metalicos quelatos e compostos orgdnicos .
Todavia, um dos grandes interesses da quimica analitica atual envolve a extragdo, a
pré-concentragdo ou, ainda, a purificagdo de biomoléculas, como proteinas, toxinas

¢ vitaminas.

3.1.3. Aplicacdo a biomoléculas

Nas ultimas décadas a biotecnologia tem recebido muita atengdo devido aos
rapidos avangos ocorridos na engenharia genética. Esses avancos sdo importantes
para a produ¢do de novas proteinas. No entanto, embora a tecnologia para a
clonagem de genes para essas proteinas desenvolveu-se rapidamente, a tecnologia
para a purificagio do produto do gene expressado estd avangando vagarosamente?'.
Devido a esse fato, ha um grande interesse, atualmente, no desenvolvimento e
aprimoramento de novas tecnologias para a purificacdo e/ou a pré-concentraco de
proteinas, a fim de melhorar o desempenho analitico em muitos processos
industriais.

Os sistemas de duas fases mais comumente explorados na extracio de
proteinas sdo baseados em sistemas compostos por polimeros® e surfactantes. Os
sistemas compostos por surfactantes parecem ser mais simples, uma vez que apenas
um sistema bindrio (surfactante / 4gua) é necessario para gerar duas fases, enquanto
que para polimeros sdo necessarios sistemas ternarios (polimerol / polimero2 /
dgua ou polimero / sal / 4gua) mais complexos®.

O primeiro trabalho envolvendo a aplicagiio do fendmeno do ponto nuvem
com surfactantes na separagdo de proteinas foi realizado por Bordier**. Segundo o
autor, proteinas de membrana (entre elas a acetilcolinesterase e a

bacteriorrodopsina), proteinas consideradas hidrofobicas, foram extraidas na fase

8
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rica no surfactante Triton X-114, enquanto proteinas consideradas hidrofilicas
(soroalbumina, catalase, ovalbumina, concanavalina A, mioglobulina e citocromo
c) permaneceram na fase aquosa. Desde entdo, h4 um interesse crescente na
separa¢do de biomoléculas empregando sistemas aquosos de duas fases a base de
surfactante devido a simplicidade e rapidez do processo. A Figura 2 mostra um
esquema ilustrativo da extrac@o de proteinas utilizando surfactante.

Tiruppathi et al.®

, cinco anos apos o trabalho de Bordier, utilizaram o mesmo
surfactante (Triton X-114) para extrair polipeptidios de membrana intestinal de
rato. Quatro enzimas (alcalina fosfatase, leucina aminopeptidase, y-glutamil
transpeptidase e Ca®* - Mg?" ATPase) foram extraidas exclusivamente para a fase
rica em surfactante, enquanto as dissacaridases (glucoamilase, sucrase-isomaltase,

trehalase e lactase) e o receptor do complexo fator-cobalamina foram encontradas

na fase aquosa.

g
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Figura 2. Esquema ilustrativo apds a separagio de fases utilizando surfactante e uma
mistura protéica.
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O detergente nédo-i6nico C;oEq (hexaetilenoglicol mono n-tetradecil éter) foi
empregado para extrair e isolar lipases extracelulares”. Aproximadamente 76% de
lipase foram extraidas na fase rica em surfactante em apenas uma Gnica etapa.

Rukhadze er al.”’ empregaram o fendmeno do ponto nuvem utilizando Triton
X-114 para determinar fragdes livres das drogas fenobarbital e carbamazepina (as
quais permanecem na fase aquosa) em plasma sanguineo e saliva, enquanto as
drogas ligadas a proteinas so extraidas para a fase rica em surfactante.

Rangel-Yagui et al® investigaram sistemas micelares mistos, constituido
pelos surfactantes nfo-i6nico C;oE4 (n-decil tetra(etileno éxido)) e catiébnico C,TAB
(brometo de alquiltrimetilaménio, n = 8, 10, ou 12), para purificar a enzima
glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PD). Os autores investigaram o efeito do
comprimento da cadeia do surfactante catidnico sobre a desnaturacio e sobre o
coeficiente de parti¢do da enzima. No sistema C;oE; / C;oTAB foram obtidos os
maiores valores do coeficiente de partigio (7,7), um rendimento de 71% e forneceu
um balango 6timo entre o efeito desnaturante e as atragdes eletrostaticas, em
relacdo aos outros sistemas.

Na maioria dos sistemas de duas fases, os surfactantes do tipo nfo-iénicos tém
atracdo preferencialmente por biomoléculas hidrofobicas. Moléculas hidrofilicas
ndo sio extraidas e concentradas na fase rica em surfactante. Ligantes de afinidade
em conjunto com surfactantes ndo-idnicos podem ser utilizados na extracio de
biomoléculas hidrofilicas. Saitoh e Hinze™ estudaram o uso dos ligantes R-biotina
¢ octilglucosidio em conjunto com os surfactantes Triton X-114 e C9-APSO,
(sulfato de 3-(nonil dimetilaménio)propil) na extracio de proteinas hidrofilicas.
Segundo os autores mais que 50% da hexoquinase foi extraida usando o surfactante
C9-APSO, e octilgiucosidio.

Existem poucas investigagOes sobre os mecanismos da distribuicio de

proteinas na extragdo a base de micelas. Nikas et @l*® propuseram um modelo
10
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tedrico para a distribuigdo de proteinas, baseado na interacdo do volume excluido
entre proteinas globulares hidrofilicas e micelas nfo carregadas. Neste modelo, as
micelas crescem dentro de uma estrutura cilindrica alongada e, assim, formam uma
configuragio de rede emaranhada sobre a separagdo em solucdes aquosas
micelares. Em resumo, proteinas hidrofilicas sio excluidas da rede dependendo do
seu tamanho, e distribuidas dentro da fase aquosa.

Além de proteinas, outras biomoléculas podem ser extraidas e/ou pré-
concentradas utilizando um sistema de duas fases a base de surfactante. Sirimanne
et al.” utilizaram o surfactante nfo-idnico Genapol X-080 e NaCl, para induzir a
separacdo de fases, na extracfio de vitaminas A e E em sangue e soro humano. A
recuperagdo encontrada foi de 85,6 + 0,4 e 82,6 & 5,2% para as vitaminas A e E,
respectivamente, em amostras de soro. Empregando o surfactante catidnico
Aliquat-336 (cloreto de tricaprililmetilaménio) Man et al** extrairam e pré-
concentraram toxinas de cianobactérias de 4guas naturais obtendo taxas de
recuperagio de 113,9 + 9% e 87,1 £ 7% para duas variagdes de toxinas. Devido a

suas propriedades anidnicas, alta seletividade foi obtida a essas duas variagdes.

3.1.4. Vantagens e limitacoes da extracdo ponto nuvem

A extragdo ponto nuvem surgiu como um processo versatil (podendo ser
aplicada a diferentes analitos), simples, rapido e de baixo custo. Para a extragio
e/ou a pré-concentragfo de pesticidas e vitaminas, por exemplo, em que, a extragdo
liquido-liquido convencional utiliza solvente orginico téxico, a técnica oferece
uma alternativa a qual pode-se chamar de “quimica limpa”. Em muitos casos, o
processo também oferece altos fatores de concentragdo devido ao pequeno volume

da fase rica em surfactante obtida apds a separagiio de fases.

11



Dissertacdo de Mestrado

Em relag8o as proteinas, os sistemas de duas fases oferecem outras vantagens.
Entre elas pode-se citar a alta biocompatibilidade, devido ao elevado teor de agua
presente nas duas fases (cerca de 90% m/m)*>*, em muitos casos o alto rendimento,
devido ao fato de fornecer um produto puro com a méxima recuperagio da
atividade biolégica, e a utilizagio em larga escala, devido a simplicidade do
processo. Entre as limitagdes inclui a possivel alteracio da bioatividade dos
analitos de interesse, com a utilizagdo, principalmente dos surfactantes idnicos no

sistema de separag@o, e a posterior remogio do surfactante da fase rica.

3.2. Proteinas
3.2.1. Aspecto geral

As proteinas desempenham papéis extremamente importantes na maioria dos
processos bioldgicos. Elas estdo entre as moléculas biologicas mais abundantes e
sdo extremamente versateis, podendo ser classificadas de acordo com a funcio que
exercem em enzimas, proteinas transportadoras, proteinas nutrientes e de
armazenamento, proteinas contrateis ou de mobilidade, proteinas estruturais,
proteinas de defesa, proteinas reguladoras, etc™.

Embora as proteinas apresentem propriedades e fungdes tio diferentes, elas
séo construidas com o mesmo grupo de 20 aminoécidos (glicina, alanina, valina,
leucina, isoleucina, metionina, prolina, fenilalanina, triptofano, serina, treonina,
asparagina, glutamina, tirosina, cisteina, lisina, arginina, histidina, acido aspartico e
acido glutdmico).

Algumas proteinas consistem de uma UGnica cadeia polipeptidica. Entretanto,
em varias proteinas muitas cadeias se agrupam para formar agregados maiores,

com cada cadeia polipeptidica constituinte sendo considerada uma subunidade, as
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quais podem ser idénticas ou diferentes. A enzima ribonuclease tem uma cadeia
polipeptidica, a hemoglobina tem quatro: duas cadeias a idénticas entre si e duas
cadeias P idénticas entre si, todas as quatro mantidas unidas por interagdes nio-
covalentes. As subunidades ou cadeias polipeptidicas podem ser unidas por
ligagbes dissulfeto ou por meio de interagbes ndo-covalentes, como no caso da
hemoglobulina®.

As proteinas que contém apenas aminoacidos na sua constituicdo sdo
consideradas proteinas simples. Entretanto, algumas proteinas, conhecidas como
proteinas conjugadas, contém certos grupamentos quimicos denominados de grupo
prostético. Essas proteinas sfo classificadas com base na natureza quimica desses
grupos: lipoproteinas contém lipidios, glicoproteinas contém moléculas de aglicares
e metaloproteinas contém metais. O grupo prostético desempenha um papel

importante na fungfo biologica da proteina, como sera relatado.

3.2.2. Plasma: proteinas plasmadticas

O sangue pode ser dividido em duas grandes porgdes: as células e o plasma
sanguineo, os quais podem ser separados um do outro por centrifugacfo. Existem
trés tipos de células: os eritrdcitos, células vermelhas do sangue, ricas em
hemoglobina e responsaveis pelo transporte de O, e CO,; em uma porgio menor os
leucécitos, células brancas e responsaveis pela defesa do organismo; e as plaquetas,
responsaveis pela coagulacio sanguinea.

O plasma é constituido por 90% de 4gua e 10% de soluto™, e é muito
complexo em relagdo a sua composi¢do quimica. Nele se encontram dissolvidos
componentes inorganicos, tais como: NaCl, KCIl, CaCl,, MgCl,, etc., os quais

constittem 10% do soluto do plasma; metabdlitos orginicos e produtos de
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excregdo, como uréia, glicose, acido Urico, etc., que constituem 20% do soluto do
plasma; e as proteinas plasmaticas que constituem 70% do soluto do plasma.

Entre as proteinas do plasma sanguineo citam-se a soroalbumina
(aproximadamente 59% das proteinas totais), muitas espécies de imunoglobulinas
(anticorpos circulantes), apolipoproteinas (proteinas responsaveis pelo transporte
de lipidios como HDL e LDL), tranferrina (responsavel pelo transporte de ferro),
fibrinogénio e protombina (ambos responsaveis pela coagulagdo sanguinea), etc. A
concentragdo de proteina total no plasma varia entre 60 e 80 g/L* de individuo para
individuo.

O plasma humano ¢ um fluido corpéreo que pode ser utilizado para monitorar
a dire¢do de doengas. Informagdes sobre a magnitude de mudangas em proteinas
identificadas a certas doengas especificas podem ser diagnosticadas, prognosticadas

ou de significancia terapéutica®.

3.2.3. Métodos de determinacdo de proteinas totais

Existem vérios métodos para a determinagdio da concentra¢io de proteinas
totais. No entanto, as metodologias. mais utilizadas sdo as espectrofotométricas no
ultravioleta e no visivel (UV-Vis).

No decorrer dos anos, muitos métodos espectrofotométricos tém sido
propostos para a determinagio de proteinas totais, mas nio existe uma metodologia
considerada de uso universal para todas as matrizes’. Entre os métodos mais
comumente utilizados estio o do biureto33, de Lowry”, de Bradford4°, de Smith*' e
o da absorgfio no ultravioleta™. Neste trabalho serd abordado apenas o método de
Bradford. Uma revisdo detalhada sobre os outros métodos pode ser encontrada em

literatura pertinente®’.

14



Dissertacdo de Mestrado

O principio do método de Bradford baseia-se na interagfo entre o corante azul
brilhante de coomassie (Coomassie Brilliant Blue - CBB) G-250 e moléculas de
proteinas. O complexo formado absorve fortemente em 595 nm. Existem muitas
discussoes na literatura sobre a forma de como ocorre a interagio.

Antes mesmo do método de Bradford ser popularizado, Fazejas de St. Groth et
al.** estudaram a interacdo entre proteinas e o corante. Os autores propuseram que a
interagdo ¢ devido a atragfo eletrostatica entre os grupos sulfénicos do corante
(Figura 3) com os grupos de aminas primarias protonadas, tais como lisina, e os

grupos N-terminal.

CH H
(|: 2H5 3 3
Q—CHZ—N N—C,H,

CH;
SO; Na*

H—N:

Q—CH;

Figura 3. Estrutura do azul brithante de coomassie G-250.

Sedmak e Grossberg” demonstraram que peptidios com massas molares
menores que 3000 Da ndo formam compilexo com o corante. Além disso, os autores
sugeriram que a intera¢do entre o corante e a proteina € realizada por meio de
grupos amino protonados da proteina. Anos mais tarde, a importincia de grupos
amino foi demonstrada por Demoreno et al.*, sugerindo a importincia dos grupos
sulfénicos do corante e a formacdo do par i6nico com residuos de lisina e arginina.

Segundo Compton e Jones'’ entre as trés formas existentes do corante

(catidnica, neutra e anidnica), é a forma anidnica que se complexa a proteina. De
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acordo com os autores, a interagio requer cadeias polipeptidicas longas, isto é, o
método ndo apresenta resposta positiva para uma tnica cadeia peptidica. Além
disso, a reagfio ocorre com proteinas que contém aminodcidos de cadeia lateral
basicas (histidina, lisina e arginina, principalmente com a ariginina), ¢ aromaticas
(triptofano, tirosina e fenilalanina). Fountoulakis ef a/*® também notaram a
importéncia da hidrofobicidade da proteina na interagdo com o corante.

Apesar do método de Bradfrod ser rapido, simples e estar sujeito a um nimero
pequeno de interferentes, duas das grandes desvantagens é a menor sensibilidade,
para amostras que contém proteinas de baixa massa molar e o fornecimento de
resultados nem sempre reprodutiveis, devido ao grau de pureza do corante que

varia conforme a procedéncia.

3.2.4. Dicroismo circular

A espectroscopia de dicroismo circular utiliza a luz polarizada circularmente 2
direita € 4 esquerda para estudar moléculas assimétricas, tais como proteinas,
carboidratos, dendrimeros, etc. A absor¢do ¢ fortemente influenciada pela
morfologia da molécula produzindo um espectro caracteristico®.

Desde a introdugdio do primeiro instrumento comercial na década de 60, a
espectroscopia de dicroismo circular tornou-se uma técnica valiosa para estudar a
estrutura de peptideos e proteinas em soluggo. O espectro de DC pode ser obtido na
regido do ultravioleta proximo (240-340 nm), a qual detecta mudangas na estrutura
tercidria ao redor dos residuos aromaticos e das ligagdes dissulfeto, e no
ultravioleta distante (190-240 nm), relatando informagGes sobre a estrutura
secundaria®. Mudangas na estrutura secundéria pode ser um indicio para indicar a

estabilidade da conformagéo da proteina.
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Ha quatro niveis de complexidade da estrutura protéica. A estrutura primaria é
a sequéncia de aminodcidos especifica para cada proteina. A forma da cadeia
polipeptidica determina a estrutura secundaria da proteina: alfa hélice, folha beta
pregueada paralela ou antiparalela, tor¢io beta e randomica. A estrutura terciaria é
o enovelamento e a tor¢do das estruturas secundarias e a estrutura quaternaria €
definida como a agregagfo de duas ou mais cadeias polipeptidicas®’.

O espectro de DC obtido na regiio do ultravioleta distante representa o
espectro médio de todas as estruturas secundarias, as quais produz sozinhas um
componente espectral distinto. Mudangas nas estruturas secundarias monitoradas
por DC podem ser comparadas com espectros de referéncia bem definidos de
elementos (proteinas, peptideos) estruturais padriio para determinar a porcentagem
de cada estrutura secundaria.

3.3. Eletroforese
3.3.1. Aspectos gerais

O termo eletroforese foi criado por Michaelis, em 1909, para descrever a
migragdo de coldides sob a influéneia de um campo elétrico™. Atualmente, a
eletroforese se refere ao fendmeno para descrever a migragdo de qualquer particula
carregada®*.

A eletroforese ¢ uma técnica de anilise qualitativa e quantitativa para
substdncias que apresentam cargas elétricas e, na maioria das vezes, permite
distinguir moléculas que apresentam minimas diferengas em suas propriedades.

Historicamente, a eletroforese foi introduzida por Tiselius> em 1937, para a
separagdo de fragdes protéicas do soro por meio do método da fronteira mével em

meio liquido, denominada eletroforese livre. No sistema, as proteinas eram
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separadas por uma solug3o tamp#o na auséncia de qualquer sistema estabilizante. A
camara eletroforética em forma de U continha na parte superior de cada um de seus
compartimentos um eletrodo, anodo e catodo, sendo que as proteinas migravam a
partir da parte central de cada um destes compartimentos laterais, ascendente oun
descendente. O fracionamento era acompanhado por um sistema ético colocado na
vizinhanga de cada ramo lateral desta cdmara. O perfil eletroforético era
determinado pelo gradiente do indice de refragdo ao longo do tubo, pois este
variava diretamente proporcional ao gradiente da concentracio das proteinas
migrantes.

De uma maneira geral, a eletroforese estabilizada pode ser dividida em dois
tipos: as estabilizadas por um suporte sélido ou gelatinoso, e aquelas realizadas em
um meio liquido estabilizado por um gradiente, como por exemplo, de sacarose™.
Esta ultima ¢ baseada no principio proposto por Tiselius, como descrito
anteriormente. A eletroforese em suporte solido sera abordada posteriormente,
dando énfase 4 eletroforese em gel de poliacrilamida, técnica muito utilizada nos
processos analiticos envolvendo proteinas.

Um dos pardmetros importantes na eletroforese é a mobilidade. A mobilidade
de um ion em um campo elétrico segue a equagdo’ :

_9b
Tk

Em que:

1 = mobilidade da molécula;
q = carga liquida da molécula;
D = coeficiente de difus3o;

k = constante de Boltzmann;
T = temperatura absoluta.

Esta equagio independe do tamanho e da conformagio da molécula e, nio
leva em consideracdo a sua interagio com o meio de suporte.
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Os fatores que afetam a eletroforese tais como pH, forga i6nica, temperatura e
condigdes elétricas sdo aplicaveis a todas as formas de eletroforese. Entretanto,
quando um meio de suporte é usado, fatores adicionais também podem influenciar
a mobilidade e a separagdo. Nestes incluem efeitos de adsorgdo sobre o suporte,
material suporte ndo homogéneo, troca-ibmica com grupos carregados das
moléculas do suporte e eletroendosmose™®.

A eletroforese ¢ rotineiramente aplicada na separagio e caracterizagdo de
aminoacidos, peptideos, proteinas, incluindo lipo e glicoproteinas, nucleotideos,
acidos carboxilicos € outras substincias de relevincia biologica, que podem
apresentar cargas em fung¢dio do pH do meio®®. A carga preponderante de uma
molécula protéica é fungdo dos seus aminoacidos. Em pH neutro, por exemplo, a
componente lisina, arginina e histidina contribuem com carga positiva, enquanto os
radicais de acido glutdmico e 4cido aspartico com carga negativa. Sendo
substancias anf6licas, as proteinas adquirem carga positiva ou negativa em fungfo
do pH.

A eletroforese ¢ uma técnica relativamente barata, rapida, reprodutivel, de
instrumentagdo simples ¢ fornece uma boa confiabilidade nos resultados para uma
ampla faixa de proteinas. Por estas razdes, este é o0 método de escolha para a
separagdo de proteinas em muitos sistemas, e é na maioria das vezes, incluido em
e¢studos de caracterizacdo. Eletroforese em gel na presenga de SDS é o método mais
utilizado para estimar a massa molar de cadeias polipeptidicas desnaturadas.

Entre as varias modalidades de eletroforese pode-se citar a isofocussio ou
focalizagdo isoelétrica, imunoeletroforese, eletroforese capilar, SDS-PAGE, 2D

PAGE, entre outras.
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3.3.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida

A eletroforese pode ser desenvolvida em varios meios de suporte como papel-
filtro, silica gel, membranas de acetato de celulose e géis de agarose, de amido e de
poliacrilamida®. O melhor suporte define-se como aquele que se apresenta
quimicamente inerte, estavel sobre uma ampla faixa de pH, temperatura ¢ forga
i6nica, e & transparente. Além de todas essas caracteristicas, os géis de
pohacrilamida apresentam uma enorme vantagem frente aos outros meios de
suporte: maior poder de resolugdo devido ao controle do didmetro dos poros. Além
disso, pequenas massas de amostra (10 - 50 pg) podem ser empregadas, e seus
componentes claramente visualizados no gel®.

Geis de poliacrilamida sdo formados por copolimerizagio de acrilamida e bis-
acrilamida na presenca de persulfato de aménio e tetrametiletilenodiamina
(TEMED). Este tltimo catalisa a liberagdo de radicais livres do persulfato, que por
sua vez geram radicais livres de acrilamida. Por meio de reagSes em cadeia, o
radical livre de acrilamida reage com outras moléculas de acrilamida, resultando na
formagdo de uma longa cadeia de poliacrilamida. A bis-acrilamida, por
copolimerizagdo, causa reticulagfio entre as cadeias de poliacrilamida. O didmetro
dos poros do gel € fungdo das concentrages de acrilamida e bis-acrilamida.

Entre as técnicas eletroforéticas que empregam gel de poliacrilamida pode-se
citar a eletroforese em gel de poliacrilamida descontinua (DISC-PAGE, do inglés
discontinuous polyacrylamide gel electrophoresis), eletroforese em gel de
poliacrilamida na presenga de SDS (SDS-PAGE, do inglés sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis), eletroforese em gradiente de gel (PGE, do
inglés pore gradient electrophoresis) e eletroforese em gel de poliacrilamida

bidimensional (2D PAGE, do inglés two-dimensional gel electrophoresis)®’.
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Os sistemas descontinuos foram desenvolvidos por Davis ¢ Ornstein em 1964
devido ao inconveniente dos géis de porosidade uniforme muitas vezes ofuscarem a
distingdo entre as varias espécies de proteinas®’. Neste tipo de eletroforese, o gel de
poliacrilamida consiste de duas partes fisicas: a fase de empilhamento proximo ac
catodo, de alta porosidade, e a fase de separagio de baixa porosidade. Para uma boa
resolugdo € essencial que os valores de pHs das duas fases sejam bem diferentes
(preferivelmente ApH 2 2). Além das caracteristicas Ja citadas, o sistema
descontinuo se difere do sistema continuo, pela composigdo das solugdes tampio
do gel e dos reservatérios da cuba eletroforética, que sdo diferentes no primeiro e
iguais no segundo. A amostra protéica, no sistema descontinuo, é aplicada nas
cavidades do gel empilhador. Sob eletroforese, as moléculas migram da parte mais
porosa (gel empilhador) para a menos porosa (gel separador). Conseqiientemente,
as moléculas de proteina concentram-se numa faixa estreita e compacta entre o gel
empilhador e o separador, produzindo melhor resolu¢do que no sistema continuo,
devido ao empilhamento permitir elevada concentragdo das proteinas em analise.
Assim, grandes volumes de amostras diluidas sem concentragdo prévia podem ser
aplicados nos géis, obtendo boa resolugio.

Atualmente, os sistemas de eletroforese descontinua na presenca de SDS sdo
muito utilizados na separagiio de cadeias polipeptidicas. Na técnica, a proteina é
desnaturada por aquecimento, na presenca de p-mercaptoetanol ou ditiotreitol
(DTT), os quais reduzem as ligagdes dissulfidricas (S-S)* por ruptura. As cadeias
polipeptidicas na presenga de SDS (a maioria se liga a uma raziio de 1,4 g de SDS
por grama de polipeptidio®) adquirem a carga negativa do surfactante, anulando o
efeito de cargas das moléculas nativas. Todavia, a migragdo ¢ conseqiiéncia das
cargas negativas do SDS, e o complexo formado SDS-proteina migra no gel de
pohiacrilamida segundo o seu raio molecular, o qual se aproxima do tamanho

molecular. As proteinas migram com velocidades definidas apenas por diferencas
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de seus tamanhos moleculares, causando o efeito de peneiramento molecular.

Devido a alta resolugiio (bandas bem definidas no gel), a reprodutibilidade (por

causa do controle da concentragdo de poliacrilamida no gel) e a relagdo linear

existente entre o logaritmo da massa molar ¢ a mobilidade relativa (distincia

migrada pelo complexo SDS-proteina), a técnica é rotineiramente aplicada para

estimar a massa molar de uma ampla faixa de proteinas.

4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Equipamentos e acessérios

Balanga Analitica Mettler modelo AE200 (Bradford, EUA);

Banho de ultra-som Neytech modelo 28H, frequéncia de 4448 kHz (Yucaipa,
EUA);

Centrifuga Nova Técnica modelo NT 811 (Piracicaba, Brasil);

Cubas eletroforéticas Permatron (Joinville, Brasil});

Espectrofotémetro Micronal modelo B582 (Séo Paulo, Brasil);
Espectropolarimetro JASCO modelo J-720 (Tokyo, Japan),

Fonte de corrente continua Pharmacia modelo 1001 (Piscataway, EUA);
Misturador Vértex Thermolyne modelo 37600 (Duduque, EUA);

Potenciémetro Digimed modelo DM20 (S&o Paulo, Brasil).

4.2. Reagentes

Acetona P. A., (CH;COCH;), MM = 58,08 g/mol (Synth, Diadema, Brasil);
Acido acético glacial, CH;COOH, MM = 60,05 g/mol (J.T.Baker, Xalostoc,
Meéxico);

Acido fosférico 85%, HsPO, (Merck, Darmstadt, Alemanha);

Acrilamida, MM = 71,08 g/mol (BioAgency, Sio Paulo, Brasil);

Albumina de soro bovino (Merck, Darmstadt, Alemanha);

Azul brilhante de coomassie G-250, C47HsoN3NaO78, (J.T.Baker, Phillipsburg,
EUA);
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¢ Azul de bromofenol, C19HsBrsNaOsS, MM = 691,94 g/mol (BioAgency, Sio
Paulo, Brasil);

* Cloreto de sédio, NaCl, MM = 58 44 g/mol (Synth, Diadema, Brasil),

® Dodecilsulfato de sodio, SDS, C;;HysNaQ,S, MM = 288,28 g/mol (Synth,
Diadema, Brasil);

® Etanol 95%, C;HsO, MM = 46,07 g/mol (Mallinckrodt, Xalostoc, Meéxico);

¢ Dihidrogénio fosfato de potassio, KH;PO4, MM = 136,09 g/mol (Merck, Rio de
Janeiro, Brasil);

e Hidréxido de sodio, NaOH, MM = 40 g/mol (Merck, Darmstadt, Alemanha);

» Hidroximetil amino metano (B-mercaptoetanol), HSCH,CH,0H, MM = 75,13

g/mol (J.T.Baker, Phillipsburg, EUA);

Metanol P. A., CH;0H, MM = 32,04 g/mol (Ecibra, Santo Amaro, Brasil);

N,N' N, N -tetrametiletilenodiamina (TEMED) (J.T.Baker, Phillipsburg, EUA);

N,N’-metileno-bisacrilamida, MM = 154,17 g/mol (Promega, Madison, EUA),

Persulfato de aménio, (NH,),S,0s, MM = 228,20 g/mol (Mallinckrodt, Paris,

Franga);

* Polioxietileno(8) isooctilfenil éter (Triton X-114) (Sigma-Aldrick, Steinheim,
Alemanha).

4.3. Limpeza de materiais

Todas as solugdes foram preparadas usando agua desionizada ¢ armazenadas
em frascos de polipropileno anteriormente descontaminados com soluggo de HCI
10% (v/v). As vidrarias utilizadas também foram colocadas em solugdo de HCI

10% (v/v) durante 24 horas para a descontaminac3o.

4.4. Amostras

Bolsas de plasma sanguineo humano monitoradas ¢, portanto, de individuos
saudaveis, foram obtidas do Hemocentro do Hospital das Clinicas da Unicamp.
Para garantir homogeneizagio, o plasma era descongelado e colocado no banho de
ultra-som durante 15 min. Aliquotas de plasma eram retiradas e¢ colocadas em
frascos de polipropileno com volume igual a 15 mL. Em seguida, os frascos
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contendo as respectivas amostras eram congelados a —18 °C. Para evitar possiveis
perdas da atividade biologica das proteinas devido ao congelamento e
descongelamento durante o experimento, as aliquotas descongeladas e ndo usadas
eram descartadas. Os residuos das amostras bem como os materiais utilizados
(ponteiras, agulhas, seringas, etc.) eram descartados em frascos apropriados e
enviados & estagio de tratamento de residuos bioldgicos do Hemocentro da

Unicamp. As bolsas de plasma possuiam a validade de um ano.

4.5. Metodologia

4.5.1. Determinacdo da temperatura do ponto nuvem

Estudou-se a influéncia da concentragdo do cloreto de sodio (0,5 a 10,0% m/v)
€ da concentragdo de Triton X-114 (2 a 15% m/v) na temperatura de formagdo do
ponto nuvem.

Em tubos de ensaio, foram adicionados 10 mL de surfactante a quantidades
apropriadas de cristais de cloreto de sédio para a obtenggio de concentragGes finais
variando entre 0,5 ¢ 10,0% (m/v). O comportamento da solugdo foi observado
durante 30 min. Os tubos, em que ndo foi observada a separagdo de fases na
temperatura ambiente, foram aquecidos até que ocorresse a turvagio da solugdo. A
temperatura de turvagio foi determinada como sendo a temperatura do ponto

nuvem.

4.5.2. Separacdo das fases

Em tubos de ensaio (130 mm de comprimento x 12 mm de didmetro interno)
dissolveram-se quantidades apropriadas de NaCl em 8 ml da solugdo do

surfactante e 200 pl de solugdo tampdo KH,PO4 0,1 mol/L / NaOH 0,1 mol/L,
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utilizando um misturador do tipo vortex. Imediatamente apos, foi adicionado o
plasma sanguineo. As massas dos reagentes Triton X-114 e NaCl foram
adicionadas de modo a obter concentragdes finais como especificadas adiante. A
solugdo foi homogeneizada manualmente ¢ deixada repousar para permitir um
tempo de contato entre a proteina e os agregados micelares do surfactante. Os tubos
de ensaio foram centrifugados a 1780 g durante 10 min.

As varidveis otimizadas no procedimento e seus respectivos intervalos foram:

Concentragéo do surfactante Triton X-114 (2 - 15% m/v);
Volume de amostra (50 - 2000 pL);

Concentragédo de NaCl (60 - 12 % m/v);

Tempo de contato (0 - 30 min);

pH (6,4 -7.4).

Os experimentos foram realizados em triplicata.

4.5.3. Remocdo do surfactante

Em varios métodos espectrofotométricos, incluindo o método de Bradford,
altas concentragbes de alguns surfactantes n#o-iGnicos podem interferir na
determinagio de proteinas totais™. Assim, apds a separa¢do de fases durante o
percurso da otimizagio, todo o volume da fase rica (fase superior) foi conduzido a
remogdo do surfactante anteriormente a andlise, utilizando acetona resfriada. A
acetona em contato com a fase rica em surfactante precipita as proteinas presentes
no meio ¢ extrai o surfactante para a fase orginica. Antes de iniciar a otimizagdo do
sistema, foi escolhida uma condigdo inicial no processo de separagdo de fases,
como mostrado abaixo, e avaliado o volume de acetona necessario para precipitar
as proteinas € remover o surfactante.

Pesaram-se 1,02 g de NaCl em tubos de ensaio e dissolveram-no em 8 mL de

solugdo de Triton X-114 6,38% (m/v) e 200 ulL de solugdo tampio KH,PO, (0,1
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mol/L) / NaOH (0,1 mol/L) pH 7,2. As concentragbes finais dos reagentes sdo:
10% (m/v) de NaCl e 5% (m/v) de Triton X-114. Imediatamente apos a dissolugio,
adicionaram-se 2 mL de plasma sanguineo. A solugdo foi homogeneizada e apos a
separagdo de fases (em torno de 20 min) centrifugou-se o tubo durante 10 min a
1780 g. Em banho de gelo, a 1 mL da fase rica foram adicionados volumes
diferentes de acetona resfriada nas proporgdes 1:1, 1:2, 1:3, 1:4 e 1:5 (volume da
fase rica : volume de acetona). Para a estabilizacdo das duas fases (precipitado e
sobrenadante), a mistura foi mantida em repouso a 0 °C durante 1 h. O
sobrenadante foi descartado ¢ o precipitado seco a temperatura ambiente. Apds a
secagem, o precipitado foi dissolvido em 1 mL de solugdo tampéo Tris-HCI 0,05
mol/L pH 6,8 contendo aproximadamente 13,6% (m/v) de glicerol, 2,7% (m/v) de
SDS ¢ 5,4% (v/v) de PB-mercaptoetanol. Esta solucdo é denominada nesta
dissertagdo como solugio tampio de amostra.

Finalmente, a amostra contendo as proteinas da fase rica precipitadas com
acetona e dissolvidas (no mesmo volume) com solugfio tampdo de amostra foram
aplicadas em uma corrida eletroforética utilizando gel de poliacrilamida do tipo 1D
PAGE. A resolugfio das bandas foi analisada visualmente para avaliar a remogio do

surfactante para os diferentes volumes de acetona.

4.5.4. Razdo de distribuicdo

O pardmetro avaliado para a otimizagdo do experimento foi a razdo de
distribui¢do (Rp):

C superior

C ]

nferior

Ry =

em que Couperior COrresponde a concentragdio protéica na fase rica em surfactante e
Cinterior corTesponde a concentragdo protéica na fase pobre em surfactante. Assim,
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quanto menor for Ciyerioy, maior sera o valor de Rp e melhor sera a condi¢do do

sistema.

4.5.5. Determinacdo de proteinas totais: Método de Bradford

A determinagio da concentragdo de proteinas totais presentes nas fases rica e
pobre em surfactante foi realizada utilizando o método de Bradford®.

O método consiste em dissolver 100 mg de CBB G-250 em 50 mL de etanol
95% (v/v) e 100 mL de 4cido fosférico 85% (v/v). Em seguida, a solugdo é diluida
para 1 L. As concentragdes finais dos reagentes sdo: 0,01% (m/v) de CBB, 4,75%
(v/v) de etanol e 8,50% (v/v) de acido fosforico. A solugdo ¢ filtrada duas vezes em
papel de filtro qualitativo e estocada a 20 °C durante, no maximo, duas semanas.
Esta solugdo ¢ denominada nesta dissertagio como reagente de Bradford.

A concentragdo protéica total foi expressa utilizando albumina de soro
bovino (ASB) na faixa de concentragdo de 5,0 a 50,0 pg/mL. A ASB foi dissolvida
em solugdio tamp&o adequada para cada etapa da otimizagio.

Para as medidas espectrofotométricas, pipetou-se 200 pL da amostra em
cubetas de plastico de 3 mL e adicionou-se 2,5 mL do reagente de Bradford. Apos

5 min de reagdo, mediu-se a absorbancia em 595 nm.

4.5.6. Preparo das amostras para a obtencdo do gel

Para o sistema ji otimizado, as proteinas que migraram para a fase rica e
aquelas que permaneceram na fase pobre, foram separadas por eletroforese. Apos a
separagdo de fases, a 1 mL da fase rica em surfactante foram adicionados 4 mL de
acetona, em banho de gelo. Para alcangar o equilibrio, a mistura foi mantida a 0 °C

durante 1 h. O sobrenadante foi descartado e o precipitado, apds seco a temperatura
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ambiente, foi dissolvido em 1 mL de solugdo tampdo de amostra (Tris-HC1 0,05
mol/L pH 6,8 contendo 13,6% (m/v) de glicerol, 2.7% (m/v) de SDS e 5,4% (v/v)
de B-mercaptoetanol). Para a fase pobre, 500 pl de amostra foram adicionados a
500 uL de solugdo tampio de amostra (diluigéo 1:1). Antes da aplicagdo no gel, as
misturas foram aquecidas a 100 °C durante 1 min. Para as fases rica e pobre foram
aplicados 15 e 30 pl de amostra, respectivamente, pois, apos a diluigdo, a
concentragdo protéica na fase pobre era metade da concentragsio protéica na fase
rica.

O material de partida (plasma sanguineo na auséncia da separacdo de fases)
foi condicionado a mesma situacdo da separa¢do de fases, mas na auséncia do

surfactante. Para a aplicagdo no gel, foi seguido passo semelhante a fase pobre.

4.5.7. Caracterizacdo das proteinas por eletroforese descontinua com SDS
(SDS-PAGE)

A corrida eletroforética foi realizada em gel de poliacrilamida seguindo o
método de Laemmii®. O método consiste na preparacdo de dois géis em
concentragoes distintas que s3o polimerizados consecutivamente entre placas de
vidro. Os géis s3o denominados de concentrador ou empilhador (gel superior) e
fracionador ou separador (gel inferior). A relagdo e a concentragdo dos reagentes
que compdem o gel (173 mm de largura x 173 mm de comprimento x 1 mm de
¢spessura) podem ser visualizadas no Quadro 2.

O gel concentrador possuia uma altura de 35 mm e os reservatorios da cuba
eletroforética foram preenchidos com solugdo tampdo Tris-base 0,06 mol/L /
glicina 0,5 mol/L pH 8,3 contendo 1% (m/v) de SDS (solugdo tampdo de corrida).

A cuba eletroforética foi interligada a uma fonte de corrente continua, sendo
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fixados os seguintes pardmetros: 200 V, 30 mA e 6 W. A corrida foi realizada sob

refrigeragdo (10-15 °C) e durou aproximadamente 8.5 h.

Quadro 2. Composicdo do gel concentrador e fracionador>.

Gel concentrador Gel fracionador
Reagentes Funcao T = 3,5% (m/v) T =10% (m/v)
pH 6,8 pH 8,8
Acrilamida+Bis- Acrilamida: mondémero
*acrilamida Bis-acrilamida:
(T‘l =30% m/v,  porogénico (origina os 1,20 mL 3,30 mL
C™? =3% m/m) poros)
Solugéo tampao Estabiliza o pH do meio 1,25 mL 2,50 mL
Tris-HCI e permite a passagem de (1,0 mol/L) (1,5 mol/L)
corrente elétrica
SDS 10% (m/v)  Anula o efeito de cargas 1,00 mL 1,00 mL
das moléculas protéicas
Agua desionizada Solvente 6,55 mL 3,20 mL
TEMED Catalisador 10 uL 10 ul
Persulfato de Gerador de radicais
Ambnio 10% (m/v) Tivres S0 uL S0 uL
*1 T (conc.somatéria) = acriamida + bis — actiamida <100 ; "20("_81‘_‘“;‘_50}= I:fis—acfﬂanida 100
acriamida + bis - acriamida

volume

Ao término da corrida eletroforética o gel foi lavado sob leve agitacdo durante
5 min com 4gua desionizada para retirar o excesso de SDS. Em seguida, o gel foi
corado durante 2 h com uma solugéo de 1% (m/v) de CBB contendo 45% (v/v) de
metanol, 45% (v/v) de dgua desionizada e 10% (v/v) de acido acético glacial, sob
leve agitagdo. O gel foi descorado com a mesma solug¢do, mas sem o corante, até

perfeita diferenciacéo entre as bandas.
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A fim de estimar a massa molar das cadeias polipeptidicas da amostra, 30 puL
do padrdo protéico (MB1 Fermentas, Hanover, Estados Unidos) foram aplicados
juntamente com as amostras na separagdo eletroforética. A mistura continha as
seguintes proteinas: B-galactosidase (116 kDa), albumina de soro bovino (66,2
kDa), ovalbumina (45,0 kDa), lactato desidrogenase (35,0 kDa) e endonuclease de
restrigdo Bsp98I (25,0 kDa). Anteriormente a aplicagio no gel, o padrio protéico

fo1 aquecido a 100 °C durante 5 min.

4.5.8. Eletroforese descontinua nativa em gel de poliacrilamida

A fim de separar as proteinas do plasma sanguineo por diferentes modos ou
técnicas eletroforéticas para melhor caracterizar a amostra, foi realizada a
eletroforese nativa descontinua em gel de poliacrilamida para as proteinas com pl
na faixa de pH < 7. A preparagio dos géis e dos reagentes na eletroforese nativa foi
semelhante a eletroforese descontinua na presenga de SDS, como descrito
anteriormente. No entanto, o SDS foi substituido por 4gua desionizada na
composi¢do do gel. Além disso, a amostra é preparada com solugdo tampdo Tris-
HC1 0,05 mol/L pH 6,8 contendo 10% (m/v) de glicerol e 0,01% (m/v) de azul de
bromofenol. A preparagéio da amostra e a aplicagfio no gel foram semelhantes ao
item 4.5.6., mas, o aquecimento da amostra nio foi efetuado.

Esta caracterizago também foi realizada por meio do processo de separagdo

por ponto nuvem otimizado.

4.5.9. Tratamento da imagem

As massas molares das fragdes protéicas foram estimadas utilizando o

software Gel-Pro analyzer 3.1 (Media Cybernetics, Maryland 20910, Estados
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Unidos), bem como os padrdes protéicos de massas molares conhecidas.

4.5.10. Dicroismo circular

Adotou-se uma estratégia para apontar a ocorréncia de possiveis modificagdes
na estrutura secundaria das proteinas extraidas para a fase rica em surfactante. Uma
solugdo padrdo de ASB foi condicionada a metodologia otimizada: 5% (m/v) de
Triton X-114, 100 pL de amostra (ASB 10 g/L), 10% (m/v) de NaCl, tempo de
contato instantdneo € pH 6,8. Em banho de gelo, a fase rica foi removida (cerca de
2 mL) e acrescentou-se acetona resfriada (cerca de 8 mL) para favorecer a
precipitagdo das proteinas e a remogdo do surfactante. Para a estabilizagdo das duas
fases (precipitado e sobrenadante) a mistura foi mantida a 0 °C durante 1h. Em
seguida, o sobrenadante foi descartado e o precipitado, apos seco a temperatura
ambiente, foi dissolvido em 2 mL de solugdo tampdo KH,PO, 0,1 mol/L. / NaOH
0,1 mol/L pH 6,8. Mediu-se a concentragdo da proteina por meio do método de
Bradford e, em seguida, a solugdo foi conduzida ao espectropolarimetro.

Uma solugéio de ASB padriio 1x10° mol/L dissolvida em solugdo tampio
KH;PO; 0,1 mol/L. / NaOH 0,1 moVL pH 6,8 foi utilizada como referéncia para
avaliar as mudangcas na estrutura da ASB extraida pela metodologia apresentada.

Os espectros de dicroismo circular foram realizados a 22,5 °C. As varreduras
foram realizadas entre 187 — 275 nm com resolugdo de 0,2 nm, tempo de integragio
ls e largura da banda de 1 nm. Celas de 0,1 ¢m foram usadas. Os dados originais
do espectro s3o expressos em elipticidade (6 mdeg) e as conversdes para a
elipticidade molar ([6]) foram realizadas no préprio equipamento conforme a
equagio:

fo]= —>

T10C1
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em que C corresponde a concentragio (mol/L) e 1 ao comprimento da cela (cm).
Para estimar a porcentagem de a-hélice da albumina foi utilizado o programa

Model SSE-338 (Protein Secondary Structure Estimation Program JASCO J-700

for Windows) em que as proteinas de referéncia foram: lisozima, papaina,

citocromo C, hemoglobina e quimotripsina A.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Temperatura do ponto nuvem

As causas do fendmeno do ponto nuvem parecem ser resultado de mudangas
no balanco de interagdes entre as micelas. A formagido do ponto nuvem usando
surfactantes ndo-idnicos nfo ocorre em condigSes atmosféricas usuais™. A
temperatura € o principal fator que afeta a separagiio de fases. Infelizmente, ha a
possibilidade de ocorrer a desnaturagdo de proteinas em solugdes de surfactante
altamente concentradas a altas temperaturas®. HA muitos fatores que podem tanto
aumentar quanto diminuir a temperatura de formacgdo do ponto nuvem de
surfactantes ndo-i6nicos. Entre eles podemos citar a adigio de &cidos®, sais
inorgnicos®, glicerol®’ e surfactantes idnicos®®. Os trés primeiros tendem a
diminuir, enquanto o ultimo tende a aumentar a temperatura do ponto nuvem. Por
esse motivo foi estudada a influéncia do NaCl na separagio de fases de modo que
temperaturas de extragdo mais baixas ajudam a prevenir ou minimizar a
desnaturagéo de proteinas®.

A Figura 4 apresenta as variagdes da temperatura de formacfo do ponto
nuvem para diferentes concentragdes de Triton X-114 e de cloreto de sddio.
Observa-se que quando o cloreto de sddio é adicionado a solugdio contendo Triton

X-114, o ponto nuvem diminui em relagdo a solugdo de surfactante puro, isto é€,
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sem a adi¢do do eletrdlito. O fato indica que ¢é necessario considerar o efeito

»"_ Quanto maior a concentrago de

secundario do eletrolito, o efeito “salting-out
Triton X-114, maior a quantidade de cloreto de sédio necessério para a formagdo
do ponto nuvem a temperatura ambiente. Isso se deve ao fato de que na presenca de
eletrolitos a carga superficial micelar é neutralizada e a temperatura do ponto
nuvem diminui. Outro efeito para a diminuigdo da temperatura do ponto nuvem € a

competicdo entre as moléculas de sais ¢ as moléculas do surfactante pelas

moléculas de 4gua, promovendo a agregacdo das micelas’".

-B— Triton X-114 2% (mlv)
—a— Triton X-114 5% (m/v)
—A— Triton X-114 10% (m/v)
—w— Triton X-114 15% (m/v)

gt '8 10

% NaCl (m/v)
Figura 4. Efeito da adi¢do de NaCl na temperatura de formagéio do ponto nuvem em
diferentes concentragdes de Triton X-114 (T + 1 °C).

Os intervalos das variaveis avaliadas no trabalho foram escolhidos de tal
forma, que a formagéo da separagdo de fases ocorresse a temperatura ambiente.
Assim, durante o percurso da otimizagio a separagcdo de fases foi induzida a

temperatura ambiente.
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3.2. Remocdo do sufactante

Para a remogdo do surfactante utilizou-se um solvente organico (acetona) com
0 intuito de precipitar as proteinas presentes no meio e solubilizar as moléculas do
surfactante.

Os solventes comumente usados na precipitagdo de proteinas sdo: metanol
(PE= 64,5 °C), etanol (P.E.= 78,3 °C), butanol (P.E. = 117,7 °C) ¢ acetona (P.E. =
56,4 °C). A acetona foi escolhida devido ao fato desta apresentar o menor ponto de
ebuli¢do e assim, facilitar a secagem das proteinas precipitadas.

Todos os solventes citados apresentam dominios hidrofilicos e hidrofobicos. O
fendémeno que induz a uma explicagdo pelo fato das proteinas precipitarem na
presenga de solventes orgénicos pode estar relacionado a estas propriedades. Os
grupos polares desses solventes interagem com os grupos polares da proteina
competindo com outros solventes, como, por exemplo, a agua®™. Além disso,
grandes volumes de solventes orginicos podem reduzir a concentragiio efetiva da
agua levando a uma menor hidratagdo das moléculas protéicas. Todos esses fatores
podem causar uma diminui¢io na solubilidade da proteina na presenca do solvente
organico €, conseqiientemente, conduzir a uma precipitagdo.

Diferentes volumes de acetona foram avaliados para a remogdo do
surfactante. Por meio da Figura 5 é possivel visualizar os resultados da adigdo
desses volumes na corrida eletroforética. Foram aplicados 25 puL de cada amostra
no gel, assim como do padrio protéico.

A partir da proporgdo 1:2 (volume da fase rica : volume de acetona) observa-
se melhor resolugdo das bandas. O comportamento néo é observado na proporgao
1:1, na qual, possivelmente, o volume de acetona é insuficiente para remover todo
o surfactante. Na literatura recomendam-se, no minimo, trés vezes o volume de

acetona em relagdo ao volume de amostra, pois volumes menores ndo garantem a
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36,72

precipitagdo quantitativa das proteinas™'“. Assim, a propor¢do entre o volume da

fase rica e o volume de acetona foi fixada em 1:4 (fase rica : acetona).

“ﬁ‘ '“'."‘
i, S8 . # kW

o - #

135 435 14 pp 130 B2 1 1:
Figura §. Corrida eletroforética para diferentes proporgdes de amostra (fase rica em
surfactante) e acetona, onde p.p. sdo proteinas de massas molares conhecidas (padrdo
protéico) e 1:5, 1:4, 1:3, 1:2 e 1:1 sfo as propor¢des entrc o volume da fase rica € o
volume de acetona.

Durante toda a otimizagdo foi utilizada a propor¢do 1:4 para a remogio do
surfactante da fase superior.

Na tentativa de remover o surfactante da fase rica também foi testado o
método proposto por Terstappen ¢ Kula” baseado na extragdo com [,2-
dicloroetano. Segundo os autores, as proteinas sdo recuperadas na fase aquosa (fase
superior), onde sdo encontradas baixas concentragdes do tensoativo. Aplicando este
método para a remogéo do surfactante presente na fase rica, apds a separagio de

proteinas do plasma sanguineo por ponto nuvem, observou-se a precipita¢io das
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proteinas na interface das fases, conduzindo assim, a perdas das mesmas. Assim, o

método ndo apresentou eficiéncia na recuperagio das proteinas.

3.3. Otimizacio da separagdo de fases

A separagdio de fases, bem como a razio de distribuigdo, sio dependentes do
tipo de surfactante usado. E desejavel em sistemas a base de micelas, a escolha de
um surfactante que fornega bons rendimentos de extragdo, carater nio desnaturante,
no caso de proteinas, e que tenha, muitas vezes, alta seletividade.

Os surfactantes nfo-idnicos sdo menos efetivos na desnaturac¢io de proteinas
quando comparados com os surfactantes idnicos’'. Entre os surfactantes nio-
iénicos, o Triton X-114 (Figura 6) foi escolhido para realizar a extra¢io de
proteinas devido a sua habilidade em produzir sistemas de duas fases em uma faixa
de temperatura biocompativel (4-30 °C), dependendo da concentragio e do efeito

de aditivos!.

CH3 f'H3
CHS-T'“CHZ—"T—@_O (CHoCH,0);_ gH
CH; CH;

Figura 6. Estrutura do polioxietileno(8) isooctilfenil éter (Triton X-114).
5.3.1. Concentragdo do surfactante

A Tabela 1 apresenta a relagdo entre as diferentes concentragSes do
surfactante ¢ o volume das fases rica € pobre. Quanto menor a concentragdo do

surfactante, menor o volume da fase rica formada. Se a eficiéncia de extracdo
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estiver relacionada ao volume da fase rica, o valor desta aumentaria com a

diminui¢do do volume.

Tabela 1. Volume das fases rica e pobre obtido em diferentes concentragdes de Triton X-

114 (N = 1), utilizando no sistema de separacéo de fases 2000 pL de amostra, 10% (m/v)
de NaCl, 20 min de tempo de contato e pH 7.2,

Triton X-114 % (m/v) Volume da fase rica (mL) Volume da fase pobre (mL)
0,8 0,1 9,7
1,0 0,2 9,7
2,0 0,6 9,1
5,0 1,7 8,1
10,0 3,2 6,6
15,0 4,3 5,2

A Figura 7 apresenta a razio de distribuigio na faixa de 2-15% (m/v) de
Triton X-114.

0,7 -
?0,5- %
= 0,5-
L] f
34
S 0,41
L£
T 4
8 0,31 i._-—-—-’"'"‘_—'i
©
% 0,2- é/
i)
E 0,14
2,0 +—r—vr—vy—r—a-r—r—_——
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Triton X-114 % (miv)

Figura 7. Razdo de distribui¢do em funcdo da concentragio de Triton X-114 (N = 3),

utilizando 2000 puL de amostra, 10% (m/v) de NaCl, 20 min de tempo de contato € pH
7,2.

A faixa de concentragdio estudada foi relativamente ampla ¢ esperava-se

grandes variagGes na razio de distribui¢do com a diminuigio da concentracdo do
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surfactante devido ao volume da fase rica formada, observado na Tabela 1. Porém,
a razao aumentou progressivamente com o aumento da concentragdo de Triton X-
114. Isto pode indicar quantidades insuficientes de tensoativo para extrair altas
concentragdes protéicas presentes na solugéo.

Segundo Morén e Khan” baixas concentra¢bes do surfactante implicam em
uma ligagdo especifica ¢ altas concentragbes implicam em uma ligagdo nio
especifica. A origem da ligagdo especifica ¢ uma combinagéio de intera¢Ges entre as
partes hidrofobicas da proteina e a cadeia apolar do surfactante, e, entre residuos de
aminoacidos carregados da proteina e a cabega polar do surfactante. A origem da
ligacdo nio especifica é devida, principalmente, a interagdo entre a regido apolar do
surfactante ¢ as regides ndo polares da proteina, bem como as interagdes
surfactante-surfactante, que é de cariter similar as forgas que dirigem a formagio
da micela. Segundo os autores”, assume-se que os agregados micelares sobre a
proteina ndo estdo presentes no sistema até que a ligagdo nio especifica tenha
iniciado. Assim, nas condigdes estudadas, as ligagSes podem ser ndo especificas, o
que implica em baixa seletividade e extragdo de uma variedade de proteinas,
aumentando a razdo de distribuigdo com o aumento da concentracdo do surfactante,
isto €, aumentado a concentragio do surfactante hi uma migracdo maior das
proteinas presentes na solug#o para a fase rica em surfactante.

As razdes de distribuigfo se situaram entre 0,21 ¢ 0,57 para 2 ¢ 15% (m/v) de
Triton X-114, respectivamente. Embora para a concentragdo de 15% (m/v) de
surfactante obteve-se uma razio maior, existe uma dificuldade em se trabalhar com
altas concentrag¢des devido a viscosidade. Concentragdes menores que 2% (m/v)
dificultavam a retirada da micela dos tubos, e por isso ndo foram estudadas. A
raz&o de distribuigdo foi praticamente constante entre 5 ¢ 10% (m/v) de surfactante

e, assim, a concentragio do mesmo foi fixada em 5% (m/v).
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A Figura 8 apresenta a formagdo da separagio de fases utilizando 5% (m/v) de

Triton X-114, 2000 pl. de amostra, 10% (m/v) de NaCl e pH 7,2.

, Vet
Ao,

(a) (b) (c) (d)

Figura 8. Seqiiéncia de fotos obtidas durante a separagio de fases. (a) 10 min, (b) 20 min,
(¢) 30 min, (d) apds a centrifugagdo a 1780 g durante 10 min. A fase superior do tubo (em
amarclo) € a fase rica em surfactante. A fase inferior € a fase pobre em surfactante.

5.3.2. Volume de amostra

Considerando que as concentragdes de surfactante estudadas eram insuficiente
para extrair a maior parte das proteinas presentes na solucéo, foi avaliado o volume
de amostra, de modo a diminuir a concentragio protéica. A Figura 9 apresenta as
razoes de distribuicdo em diferentes volumes de amostra (50 - 2000 ulL). A
concentragdo do surfactante manteve-se constante em todos os casos.

Observa-se que as razdes de distribuicdo se situaram entre 0,62 e 0,30 para os
volumes amostrais entre 100 e 2000 pL, respectivamente. Maiores volumes de
amostra implicam em quantidades de massa protéica elevada, para as quais a
concentragdo de surfactante presente na solugéio Ja ndo € suficiente. Por outro lado,
em quantidades maiores de massa protéica pode ocorrer a agregacdo entre as
proteinas e, assim, facilitar a sua migragdo para a fase rica em surfactante. Esse
fendmeno pode ndo ocorrer a baixas concentra¢des, como por exemplo, na
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utilizagdo de 50 pL, o que explica uma diminui¢io na curva da razdo de

distribuigio.

Razdo de distribuigéo (R )

0 400 800 1200 1600 2000 2400
Volume amostral {(pl)

Figura 9. Raziio de distribui¢fio em fun¢do do volume de amostra (N = 3), utilizando 5%
(m/v) de Triton X-114, 10% (m/v) de NaCl, 20 min de tempo de contato ¢ pH 7,2.

Assim, o volume de amostra foi fixado em 100 pL devido ao fato deste

apresentar a maior razio de distribuigao.

5.3.3. Concentracdo do eletrdlito (NaCl)

A influéncia do eletrélito na separacio de fases ja foi abordado no item 5.1.
Portanto, neste item serdo visualizados apenas o comportamento da razdo de
distribuigdo para as diferentes concentra¢des de NaCl (Figura 10).

A raz3o de distribui¢io aumentou com o aumento da concentragio de NaCl e
manteve-se praticamente constante a partir de 10% (m/v). Isto indica que acima de
10% (m/v) de NaCl, toda a carga superficial micelar é neutralizada, tornando a
altura da fase rica menor ¢ aumentando os valores da razio de distribuigo, pois o

analito esta distribuido em um volume menor (Tabela 2).
40



Dissertacdo de Mestrado

i o -
[-;] [--] [=]
L L ]

Razéo de distribuigio (
o
>

T v Ll v L] v L}

10 11 12 13
NaCl % (miv)

Figura 10. Razfio de distribui¢do em fungdo da concentragdo de NaCl (N = 3), utilizando
5% (m/v) de Triton X-114, 100 pL de amostra, 20 min de tempo de contato e pH 7,2.

As razdes de distribuigdo se situaram entre 0,16 ¢ 0,70 para 6 e 12% (m/v) de

NaCl, respectivamente.

Tabela 2. Volume das fases rica e pobre em surfactante (N = 3) para as diferentes
concentragdes do eletrdlito, utilizando no sistema de separagio de fases 5% (m/v) de
Triton X-114, 100 ul de amostra, 20 min de tempo de contato e pH 7,2.

NaCl % (m/v) Volume da fase rica (mL) Volume da fase pobre (mL)
6 2,5+01 56+02
8 2,0£0,1 59+0,1
10 1,3+01 6,6+0,1
12 1,2+£0,2 7,0+0,2

Assim, nas etapas seguintes, a concentragdo de NaCl foi fixada em 10% (m/v).

5.3.4. Tempo de contato

Denomina-se tempo de contato, o tempo em que, apds a mistura de todos os

reagentes (anterior a centrifugagfo), a proteina e os agregados micelares ficam em
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contato. A Figura 11 apresenta a variagdo da razdio de distribuigdo para os

diferentes tempos de contato.
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Figura 11. Razdo de distribuigio em fungdo do tempo de contato (N = 3), utilizando 5%
(m/v) de Triton X-114, 100 puL. de amostra, 10% (m/v) de NaCl ¢ pH 7,2.

De acordo com Zhang ef al.’®

a recuperagdo da atividade da enzima alcool
desidrogenase varia pouco com o aumento no tempo de contato entre 1 € 11 min.
Entre 0 ¢ 20 min de contato entre as proteinas do plasma sanguineo ¢ o Tnton X-
114, a razdo de distribui¢io permaneceu constante (cerca de 0,23), demonstrando
que o equilibrio na extragdo foi aicangado. Apds 20 min a razdo de distribuigio
diminuiu, e alcangou 0,07 em 30 min. O fato pode ter ocornido devido a uma
possivel desnaturagio das proteinas pelos agregados micelares do surfactante apos
um tempo de contato maior. Assim, este tempo pode ser instantdneo. O valor da
razdo de distribuigdo diferenciou daqueles encontrados anteriormente, como, por

exemplo, o da Figura 10, devido ao fato da utilizagdo de bolsas de plasma distintas,

as quais possivelmente possuem quantidades diferentes de um tipo especifico de

proteina.
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5.3.5. pH de extracdo

Poucas investiga¢des tém sido reportadas na literatura sobre a dependéncia do
pH na extragdo de proteinas por ponto nuvem”’'. Porém, a extragdo de proteinas é
altamente dependente do pH do meio. De acordo com Hearn e Anspach”™, o pH
pode alterar a carga de grupos quimicos localizados na cadeia lateral de
ammoacidos levando a uma modificagio na carga da rede global da proteina,
alterando sua solubilidade. O numero de grupos carregados sobre a superficie das
moléculas protéicas muda com o pH, o qual induz a mudangas na estrutura’ >,

Silva et al.® verificaram um aumento no coeficiente de particdo como uma
fungdo do pH para a glucose-6-fosfato e a hexoquinase. De acordo com os autores,
a proteina carregada negativamente deve preferir a fase superior de um sistema de
duas fases formado por polietilenoglicol (PEG) / fosfato a elevados valores de pH.
Saitoh ¢ Hinze® reportaram a extragdo de proteinas de membrana hidrofobicas
dentro de uma faixa de pH levemente 4cida (5,5 — 6,5) usando o surfactante
anfotero Co-APSO; (sulfato de 3-[nonil-dimetilaménio] propil), enquanto proteinas
hidrofilicas ndo foram extraidas nessa faixa de pH.

As citagBes acima mostram que a variagdo no pH pode modificar a estrutura
das proteinas, alterando a sua interagdo com os agregados micelares e, por
conseqiiéncia, a razio de distribuigio. Assim, o efeito do pH foi avaliado dentro da
faixa de pH fisiologico (6,4 — 7,4) de modo a estudar a extragio das proteinas
plasmaticas em um ambiente similar ao natural.

Segundo Selber et al.” a extragdo por ponto nuvem ¢ fracamente afetada pelo
pH. Como observado na Figura 12, as razbes de distribuigdo situaram-se entre 0,49

e 0,33 para os valores de pH 6,4 ¢ 7.4, respectivamente.
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Figura 12. Razio de distribuigdo em fungdo do pH (N = 3), utilizando 5% (m/v) de Triton
X-114, 100 pL de amostra, 10% (m/v) de NaCl e tempo de contato instantineo.

Nos valores de pH 6,4 ¢ 6,8 nfo ocorreu uma variagio significativa no valor
da razdo, o que pode indicar que no processo, o complexo proteina-micela é mais
estavel. Pelo perfil da curva apresentado, o pH é6timo seria o 6,6, mas, por
comodidade, o pH foi fixado a 6,8 devido ao fato da posterior caracterizagiio das
proteinas por eletroforese, na qual a solugdo tampio de amostra é preparada
também neste valor de pH.

Vale ressaltar que os valores da razio de.distribuig::’io variaram pouco, 0 que

pode ser devido apenas a varia¢Bes na forga idnica.

5.4. Eletroforese nativa descontinua em gel de poliacrilamida

As proteinas das fases pobre e rica em surfactante do sistema otimizado (5%
m/v de Triton X-114, 100 pL. de amostra, 10% m/v de NaCl, tempo de contato
quase instantdneo e pH 6,8), bem como o material de partida (plasma sanguineo na
condi¢do do sistema de separagdo de fases, mas, na auséncia do surfactante) foram
separadas por eletroforese nativa descontinua em gel de poliacrilamida para
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caracterizar as proteinas com pl na faixa de pH < 7. O resultado da corrida

eletroforética pode ser visualizado na Figura 13.

FR FR FP FP MP MP . MP
» e - - - e
(@) (b)

Figura 13. Eletroforese nativa descontinua em gel de poliacrilamida para as proteinas
com pl na faixa de pH < 7. (a) fases pobre (FP) e rica (FR) em surfactante ap6s a
separacdo de fases (b) material de partida (MP).

Uma banda (possivelmente da albumina, cujo pl é em torno de 5,6%%) foi
visualizada em alta concentracdo nas fases qure e rica em surfactante, bem como
no material de partida. Quantidades baixissimas de outras fragdes protéicas também
foram observadas em outras regides no material de partida e na fase pobre em
surfactante. Assim, devido & pequena quantidade de bandas observadas, que pode
ser uma limita¢do do corante utilizado, as proteinas e/ou fragdes protéicas presentes

em ambas as fases foram caracterizadas por SDS-PAGE, para a separacfo das

cadeias polipeptidicas.
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5.5. Caracterizacdo das proteinas por SDS-PAGE

As proteinas que migraram para a fase rica em surfactante e aquelas que
permaneceram na fase pobre também foram caracterizadas por eletroforese do tipo
SDS-PAGE. O gel obtido nas condigdes de extracdo otimizadas pode ser

visualizado na Figura 14.

MM T T
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116 |— | —| - | ] R2
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o | i Ré6
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%
350 | 9 RY
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i | R12

FR FP MP pp FR FP MP

Figura 14. Corrida eletroforética SDS-PAGE nas condi¢des de extragido otimizadas. MM
= massa molar (kDa); MP = material de partida; pp = padrdo protéico de massa molar
conhecida (de cima para baixo: 116; 66,2; 45,0; 35,0 e 25,0 kDa); FR = fase rica em
surfactante; FP = fase pobre em surfactante. As descricdes R1, R2, R3, etc.
correspondem as bandas as quais as massas molares foram estimadas (vide Tabela 3).

b}
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Duas bandas foram observadas na fase rica em surfactante. Baixissimas
concentragbes podem ser visualizadas em outras regies, como por exemplo, em
torno de 50-55 kDa. Além disso, observa-se que o processo se caracteriza por
excluir proteinas na faixa de massa molar de aproximadamente 100 a 140 kDa, ja
que ndo se encontra qualquer banda nessa regido € em concentragSes mensuraveis.

As massas molares das fragbes protéicas, as quais sdo observadas na Figura 14
(de R1 a R12) foram estimadas. As colunas ndo identificadas correspondem a
réplicas das outras colunas como esta especificado na Figura 14. Estas ndo foram
tratadas devido a distorgdo que ocorre nas extremidades do gel durante a corrida
eletroforética e, assim, poderiam conduzir a erros na estimativa da massa molar. As

massas molares das frag6es protéicas podem ser observadas na Tabela 3.

Tabela 3. Estimativa das massas molares (kDa) relativa & Figura 14. Coluna 1 = material
de partida; coluna 2 = padréio protéico; coluna 3 = fase rica em surfactante; coluna 4 =
fase pobre em surfactante.

Bandas Coluna 1 Coluna 2 Coluna 3 Coluna 4
R1 143 141
R2 117 116 116
R3 82,8 82,4
R4 78,7 77,6
RS - 66,2 65,0 -
R6 56,6 56,5
R7 52,4 52,5
R38 45,0
RS 35,0
R10 28,8 28,9
R11 273 27,3 27,2
R12 25,0
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Nio foi determinada a massa molar da banda R5 das colunas 1 e 4 devido a
alta concentra¢do da fragfio protéica nessa regido. Uma das proteinas pode ser
atribuida a albumina, proteina de alta concentragio encontrada no plasma
sanguineo (51-71% da proteina total®®).

A banda correspondente as massas molares de 65,0 kDa, visualizada na fase
rica em surfactante, pode ser atribuida a albumina, devido a facilidade de migragio
para a fase rica, face a sua alta concentragio no plasma sanguineo, como
mencionado anteriormente. A outra fragdo da fase rica (27,3 kDa) corresponde a
regiio de massas molares da apolipoproteina D e da imunoglobulina de cadeia leve.
Dewvido a propriedade hidrofébica da apolipoproteina D (proteina envolvida no
transporte de lipidios), esta apresenta grande possibilidade de interagdo com os
agregados micelares.

As fragdes protéicas visualizadas na Figura 14 correspondentes a fase pobre e
ao material de partida (plasma sanguineo na condi¢do do sistema de separagédo de
fases, mas, na auséncia do surfactante), cujas massas molares foram estimadas,
podem ser atribuidas a diversas proteinas (Tabela 4). As regides de massas molares
estimadas foram comparadas as massas molares de proteinas conhecidas por meio
do banco de dados de proteinas de plasma sanguineo humano (Expasy™).

A grande opgdo de possiveis proteinas identificadas para uma mesma regido
de massa molar deve-se ao fato dessas proteinas, embora com a mesma massa
molar, possuirem ponto isoelétrico (pl) diferente. Assim, por meio da eletroforese
em uma dimensdo, ndo ¢ possivel identifica-las com maior precisio.

Vale ressaltar que outras fragdes protéicas de baixas concentragdes nio
sensiveis ao corante azul brilhante de coomassie (0,2 — 0,5 pg®) também podem ter
sido separadas. Além disso, a faixa de massa molar de proteinas ou fragdes
protéicas separadas por eletroforese foi de 116 — 25 kDa, podendo, portanto, exibir

proteinas fora dessa faixa de massa molar que nfio foram visualizadas.
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Tabela 4. Identificacdo das possiveis proteinas da amostra de partida (coluna 1) ¢ da fase
_pobre em surfactante (coluna 2) ap6s o ponto nuvem. MM = massa molar.
Fracio MM (kDa)- Coluna 1 MM (kDa) - Coluna 4 Possivel proteina

R1 143 141 Fora da faixa de massa molar do
padrdo —nfio confidvel

R2 117 116 Plasminogénio {contém angiostatina)
R3 82,8 82,4 Transferrina
Cadeia pesada de p-imunoglobulina
R4 78,7 77,6 Protombina {fator de coagulagdo II)
Tranferrina
Hemopexina
R6 56,6 56,5 o-1-antitripsina

o-1-antiquimotripsina
a-2-HS-glicoproteina

R7 52,4 52,5 a-2-HS-glicoproteina
Glicoproteina rica em histidina
Cadeia pesada de y-imunoglobulina

R10 28,8 28,9 Apolipoproteina D
Cadeia leve de imunoglobulina

R11 27,3 272 Apolipoproteina D
Cadeia leve de imunoglobulina

5.6. Dicroismo circular

Devido ao fato da albumina ser considerada uma proteina globular 1abil e
modificar facilmente a sua estrutura conformacional®, ela foi escolhida para
apontar possiveis mudangas na conformagio das proteinas extraidas pela
metodologia apresentada. A Figura 15 apresenta os espectros originais de
dicroismo circular para a ASB padrio e para a albumina extraida para a fase rica

em surfactante.
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Figura 15. Espectros originais de dicroismo circular. (a) ASB padrdo 1,0x10° mol/L (b)
ASB 1,0x10° mol/L (em preto) e ASB 0,34x10° mol/L extraida para a fase rica em
surfactante (em vermelho).

A estrutura o-hélice € caracterizada pelos picos negativos de magnitude
similar a 222 e 208 nm®. A regifo proxima a 195 nm, caracterizada por um pico
positivo de alta magnitude pode ser atribuida em maior proporgéo, a estrutura p-
pregueada® (Figura 15a). Ocorreram fortes interferéncias no espectro da albumina
extraida para a fase rica em surfactante (Figura 15b) na regido de 187 a 200 nm,
que pode ser devido a residuos de Triton X-114 que se agregaram as proteinas no
momento da precipitacdo.

A Figura 16 apresenta os espectros originais de dicroismo circular em
diferentes concentragbes de Triton X-114. O surfactante nio apresenta sinal
significativo no espectro de dicroismo circular entre 200 e 275 nm para
concentragdes menores que 2x10° mol/l, podendo indicar que o espectro
observado nessa regido para a Figura 15b corresponde apenas ao espectro da

albumina devido ao perfil das curvas do Triton X-114.
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Figura 16. Espectros originais de dicroismo circular para diferentes concentracdes de
Triton X-114 dissolvido em solu¢do tampio KH,PO, 0,1 mol/L. / NaOH 0,1 mol/. pH
6.8. (a) 1x10° mol/L; (b) 1x10”° mol/L; (¢) 1x10™* mol/L; (d) 1x10° mol/L; (e) 2x10°
mol/L.

Assim, devido a interferéncias abaixo de 200 nm, apenas a regido de 200 a
250 nm foi avaliada para indicar possiveis mudangas na estrutura secundaria da
albumina. No entanto, convém ressaltar que a confiabilidade na estimativa da
porcentagem das estruturas secundirias € estreitamente reduzida quando a faixa de
comprimento de onda € limitada. O grafico em escala expandida dessa regido,
convertido para elipticidade molar (item 4.5.10), pode ser visualizado na Figura 17.
As concentragdes do padrdo de albumina e da albumina extraida para a fase rica em
surfactante so de 1,0x10™ ¢ 0,34x10°® mol/L, respectivamente.

Utilizando o programa Model SSE-338, a porcentagem de a-hélice obtida por
meio dos espectros acima foi cerca de 79% para a albumina de referéncia e 66%
para a albumina extraida para a fase rica em surfactante. Essa mudan¢a na
porcentagem de a-hélice pode indicar mudancas na estrutura secundaria da
proteina. Segundo De et al® a exposicdo de residuos hidrofébicos conduz a
rupturas de a-hélices para dar origem a estruturas desordenadas mais abertas,
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randémicas, que ficam expostas ao solvente. Essas estruturas apresentam fortes

bandas negativas acima de 200 nm, que pode variar de sistema para sistema®.

5,0x10° 1
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Figura 17. Espectros de dicroismo circular em elipticidade molar entre 200-250 nm para
uma solu¢do de ASB padrdo (em preto) e para a ASB extraida para a fase rica em
surfactante (em vermelho).

Convém ressaltar que a estimativa na estrutura secundaria de uma proteina
pode variar de programa para programa, e uma estimativa precisa é obtida na
utilizagio de varios deles. Infelizmente, devido & limitacio da faixa de
comprimento de onda no espectro de DC para a presente amostra, muitos
programas® néio aceitaram o conjunto de dados, e a estimativa ficou limitada. No
entanto, observa-se mudangas no espectro de DC (Figura 17) da albumina apos ser
submetida a metodologia apresentada e conclui-se que esta apresentou mudancas
na sua estrutura conformacional. O fato pode indicar uma limitacio ao uso de
possiveis proteinas fracionadas e/ou purificadas pelo método de separagiio de fases
utilizando micelas com surfactantes, inclusive para as proteinas do plasma

sanguineo.
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6. CONCLUSOES

A escolha do surfactante na metodologia empregando ponto nuvem para a
extracio de proteinas se baseia naqueles nio desnaturantes, aos quais inclui o grupo
de surfactantes que separam fases a baixas temperaturas e/ou que apresentam fortes
mudangas nas propriedades fisicas na presenca de aditivos. Na metodologia
apresentada, a adi¢do do cloreto de sddio foi de extrema importancia, uma vez que
acelerou o processo de separagio de fases ¢ diminuiu a temperatura de formagio do
ponto nuvem do Triton X-114, sendo, portanto, possivel realizar o processo a
temperatura ambiente (25 °C).

A extragdo liquido-liquido de sistemas micelares aquosos de duas fases é uma
alternativa simples, rapida e versatil para a extragdo de proteinas de plasma
sanguineo, podendo ser aplicada a outras amostras bioldgicas complexas. Além
disso, apresenta baixo custo e baixo consumo médio de reagentes: 8 mL da solugdo
do surfactante, 100 uL. de amostra e algumas miligramas de cloreto de s6dio (cerca
de oitenta centavos de reais cada separagio).

Os valores das razbes de distribuicio encontrados foram menores que 1,
indicando que o sistema ndo apresenta caréi:er pré-concentrador, mas pode ser
usado para outra finalidade, como o fracionamento protéico. Embora o processo
ndo seja capaz de concentrar uma tnica fragdo protéica na fase rica em surfactante,
algumas fragdes migram para a fase superior, enquanto outras permanecem na fase
inferior. Assim, temos um sistema de separacio, uma vez que dividimos um
sistema protéico complexo em duas grandes fragbes. Além disso, o presente
processo se caracteriza por excluir proteinas na faixa de massa molar de
aproximadamente 100 a 140 kDa, as quais nfio se encontram concentragdes
mensuraveis de fragSes protéicas nessa regidio de massa molar. Assim, o Processo

apresenta uma alternativa a uma das etapas da purificagdo protéica convencional.
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A condigdo étima para a extragdo e o fracionamento de proteinas totais do

plasma sanguineo foi:

5% (m/v) de Triton X-114;

100 uL. de amostra;

10% (m/v) de NaCl;

Tempo de contato desnecessério entre as proteinas e os agregados micelares;
Solugdo tampdo KH,PO, 0,1 mol/L / NaOH 0,1 mol/L pH =6.8.

Uma das maiores vantagens do presente processo em relagdo aos outros
tradicionalmente utilizados para o fracionamento de proteinas € a utilizagio em
larga escala devido ao curto periodo de tempo requerido para alcancar o equilibrio
entre as fases. O uso de sais inorganicos requer varias etapas, onde a remogdio
desses sais € realizada por meio de dislises €xaustivas, uma vez que se encontram
envolvidas altissimas concentragdes salinas. J4 o uso de solventes Organicos requer
um longo periodo para alcangar o equilibrio entre as fases. Além disso, os solventes
orgénicos sio voldteis, inflamaveis e alguns sdo toxicos apresentando riscos para o
operador e limitando o seu uso para processos em larga escala.

Uma himitagdo do processo proposto € a posterior remogido do surfactante, e
uma possivel desnaturagio das proteinas, indicada pelas analises de dicroismo
circular. Esta tltima, apesar de nio conclusiva, pode limitar a utilizagcio das
proteinas fracionadas para aquelas que ndio requerem a estrutura nativa, tais como,
0 uso de proteinas como marcadores para estimar as massas molares nas técnicas

eletroforéticas desnaturantes.

7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Embora o fracionamento de misturas protéicas utilizando micelas obtidas a

partir de surfactantes ¢ um processo de grande utilidade, principalmente no ramo
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industrial, vale ressaltar que estudos futuros poderiam ser focalizados nos seguintes

aspectos:

* Aprofundamentos sobre os mecanismos da separagdo, em relagio a mudangas
estruturais na proteina, os quais s30 necessarios para melhor compreensdo do

Processo.

» Eletroforese em duas dimensdes, como, por exemplo, 2D PAGE, é necessaria
para melhor identificagdo das cadeias polipeptidicas separadas.

¢ Utilizando uma proteina de referéncia, o processo proposto poderia ser
comparado a técnicas de separagdo convencionais, como, por exemplo, a

cromatografia de filtragdo em gel, para ressaltar suas vantagens.
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