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Este trabalho investigou a extracdo e purificacdo da hialuronidase de testiculo
bovino, contemplando um estudo inédito sobre a formagéo de filmes monomoleculares
da hialuronidase bovina. Desenvolveu-se um processo simples e eficiente de separacéo
gue compreende as etapas de extracdo aquosa, precipitacdo de contaminantes, adsor¢ao
de proteinas contaminantes, resultando na obtencdo de uma solugdo rica em
hialuronidase. A extragdo foi realizada utilizando-se como agentes extratores o tampé&o
trissHCI 0,15 M em pH 8,5, agua em pH 5,0 e 8,5 e solugdes de sacarose 0,2 M em pH
5,0 e 8,5, sendo o tampdo trissHCl o mais eficiente na remocéo de proteinas sollvels.
Apoés a extracdo foi realizada uma primeira separacdo através da precipitacéo de
proteinas contaminantes em pH 5,6 seguida de uma adsorcdo utilizando a
hidroxiapatita como adsorvente de proteinas contaminantes. Ensaios preliminares com
hialuronidase comercial mostraram que a enzima adsorve fracamente na hidroxiapatita,
com uma constante de afinidade 40 vezes menor que a observada para BSA. Os testes
de dessor¢do mostraram que a hialuronidase adsorvida é recuperada de forma quase
pura. Estes resultados mostram que a hidroxiapatita pode ser empregada como
adsorvente das proteinas contaminantes e na etapa final de purificagdo como
adsorvente da hialuronidase.

A hidroxiapatita sintetizada e caracterizada no laboratério apresenta uma
superficie especifica de 43,5 m?/g, razdo CalP de 1,59 e ponto isoelétrico em torno de
7,0. A caracterizacdo da hialuronidase através da preparacdo de filmes de Langmuir
mostrou que a proteina possui propriedades anfifilicas, area molecular média de 36
nm?, apresentando forte atragéo pela interface ar/agua, sendo estavel em pH 5,3 mesmo
em contato com o ar. Observou-se que a hialuronidase apresenta interagdes com o
acido hialurdénico na interface ar/agua. Ensaios de microscopia pelo angulo de
Brewster mostraram que a proteina € capaz de permanecer nainterface ar/agua mesmo
na presenca de moléculas fortemente anfifilicas. As caracterizacfes por espectroscopia
do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) revelaram que a conformagéo da
proteina € modificada pela variacéo de pH e a modelagem tridimensional da proteina
por homologia indicou que a area superficial da hialuronidase apresenta regides
hidrofdbicas.
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This work investigated the extraction and purification of the bovine testicular
hyaluronidase, including a pioneering investigation on the formation of monomolecular
films prepared with bovine hyaluronidase. A ssimple and efficient separation process
was developed, comprising the extraction of total proteins in agueous phase followed by
contaminant proteins precipitation and adsorption. The extraction was carried out using
0.15 M tris-HCI buffer, pH 8.5, distilled water, pH 5.0 and 8.5, and 0.2 M sucrose
solution, pH 5.0 and 8.5. At the end, a hyaluronidase-enriched solution was obtained.
Best results were obtained using the trissHCI buffer. Afterwards, contaminant proteins
were separated by precipitation at pH 5.6. Subsequently, remaining contaminant
proteins were removed by adsorption on hydroxyapatite. Preliminary tests with
commercia hyaluronidase showed that the enzyme adsorbs weakly on hydroxyapatite,
with an affinity constant 40 times lower than that observed for BSA. Also, it was
observed that highly purified hialuronidase is recovered after desorption. These results
point out that hydroxyapatite can be used as adsorvent of contaminant proteins and at
the final step of purification, as hyaluronidase adsorbent.

The hydroxyapatite synthesized and characterized at the laboratory presented
superficial area of 43.5 m2/g, CalP ratio of 1.59 and isoeletric point around 7.0. A. The
study of Langmuir films prepared with bovine hyaluronidase showed that this protein
exhibits amphiphilic properties, with a superficial area of 36 nm?, presenting a strong
attraction by the air/water interface and it is stable at pH 5.3, even in contact with air.
The experimental studies showed that hyaluronidase presents interactions with the
hyaluronic acid at the air/water interface. Analysis through Brewster angle microscopy
(BAM) showed that the protein remains at the air/water interface even in the presence of
highly amphiphilic molecules. The characterization of the hyaluronidase through
Infrared Spectroscopy (FTIR) revealed that the protein conformation is modified by the
pH. Using tridimensional modeling by homology it was verified that the hyaluronidase
surface has hydrophobic zones.
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CAPITULO |

Introducéo e Objetivos

1.1 Introducéao

A hialuronidase € uma enzima que exerce importantes funcdes bioldgicas,
participando de processos vitais como a fertilizacdo de mamiferos. Esta enzima atua
sobre biopolimeros que constituem estruturas de sustentagcdo e protegdo de 6rgaos dos
seres superiores, sendo de fundamental importancia o estudo da acéo catalitica exercida
por esta enzima na interface plasma-biopolimero, visando o melhor entendimento da
acdo desta enzima em sistemas biol6gicos. Para uma melhor compreensdo de suas
funcbes torna-se necessario a obtencdo da proteina na forma pura, biologicamente ativa

e sua caracterizacdo completa.

Embora a hialuronidase tenha sido descoberta em 1928, muitas das suas fungdes
ainda ndo foram bem esclarecidas. Isto provavelmente deve-se ao fato de que had uma
grande variedade de hialuronidases. Os valores de propriedades fundamentais como
massa molar e ponto isoelétrico, variam de acordo com a fonte e 6rgéos onde se
encontra a hialuronidase, o que dificulta a sua caracterizagdo. Em alguns processos a
funcdo gque a enzima desempenha ja est4 bem esclarecida, mas por outro lado, sabe-se
que em células tumorais h4 um grande acimulo desta proteina (KOSAKI et al., 1999;
LIU et al., 2001; CSOKA et al., 2001), porém neste tipo de células, 0 mecanismo de
atuacdo da hialuronidase ainda ndo foi esclarecido (CHRISTOPOULOS et al., 2006).

Em trabalhos anteriores do grupo, GONCALVES (2002), estudou as interactes
entre as proteinas albumina do soro bovino (BSA) e lisozima em hidroxiapatita. Foi
observado que a hidroxiapatita possui ata seletividade e grande capacidade da adsorcéo
de proteinas, devido aos seus diferentes sitios de adsorcao, diferentes forgas de interacéo
atuam neste sistema, que podem ser do tipo forte (interagdes el etrostaticas) e/ou forcas
secundarias (pontes de hidrogénio e forcas de van der Waals). Além disto, a

metodologia e a padronizacdo da sintese da hidroxiapatita ja haviam sido estabelecidas



em trabalhos anteriores (SALIM et al., 1995; OLIVEIRA et al., 1996; BHERING et al.,
1998).

A maioria dos trabalhos que estudam a purificagdo da hialuronidase utiliza
colunas de DEAE-celulose e/ou Sephadex e apresentam resultados que podem ser
otimizados (YAMADA et al., 1977; YANG e SRIVASTAVA 1974). A literatura aberta
apresenta somente trés trabalhos sobre a utilizacdo da hidroxiapatita na etapa de
purificacdo da hialuronidase (ARONSON e DAVIDSON, 1967; MARGOLIS et al.,
1972 e GOLD, 1982). Os dois primeiros ndo obtiveram bons resultados, porém, o

trabalho de Gold 1982 mostrou resultados muito promissores (mais detalhes no Capitulo
).

A técnica de Langmuir-Blodgett € a mais promissora no preparo de filmes finos,
pois possibilita um controle preciso da espessura e deposicdo homogénea da
monocamada. Estudos de filmes de Langmuir de biomoléculas tém um interesse
especial, pois podem ser estendidos para compreender a organizagdo destas moléculas
em sistemas biolédgicos in natura (CONSTANTINO et al., 1998). O emprego desta
técnica possibilitara uma caracterizacdo da hialuronidase do testiculo bovino de forma

simples, utilizando-se apenas pequenas quantidades da proteina (na ordem de ug).

Com base na literatura e nos resultados obtidos durante a realizacdo deste
trabalho, observou-se que a hidroxiapatita apresenta um grande potencial para a
separacdo da hialuronidase extraida do testiculo bovino, tanto em etapas primarias,
através da adsor¢do de contaminantes, como em etapas finais da separacdo, através da
adsorcdo da hialuronidase. Para isto, faz-se necessario um estudo mais detalhado das
caracteristicas da proteina e do adsorvente. Neste trabalho € apresentada a
caracterizacdo da hidroxiapatita e a caracterizacdo da hialuronidase, utilizando a técnica
de filmes monomolecul ares. Apresenta-se ainda um estudo da adsor¢éo da hialuronidase
em hidroxiapatita e a extragdo da enzima de uma fonte natural.

Este trabalho esta estruturado em oito capitulos, incluindo a introducéo. Segue-

se uma breve descricéo de cada capitul o:



Os Capitulos 11, 111 e IV sdo destinados a revisdo bibliografica. No Capitulo 11 €
feita uma explanacdo das propriedades, fontes, aplicacbes e principais métodos
utilizados para a separacdo da hialuronidase, bem como as caracteristicas do principal
substrato desta enzima que é o &cido hialurénico. No Capitulo Il apresenta-se uma
revisdo sobre a hidroxiapatita, bem como uma revisdo dos processos de adsorcdo. O
Capitulo IV fornece um breve histérico do desenvolvimento, dos tipos, de algumas

técnicas e das principais aplicacdes de filmes monomolecul ares.

No Capitulo V descrevem-se os procedimentos experimentais, os métodos
analiticos, as técnicas empregadas para a sintese, a caracterizacdo do adsorvente e a
metodologia empregada para a obtencdo de isotermas de adsorcdo, os testes de
dessorcdo e os materiais e a metodologia empregados para obtencdo de filmes

monomolecul ares.

No Capitulo VI apresentam-se os resultados e discussdes da sintese e
caracterizagcdo dos adsorventes empregados neste trabalho. S&o descritos os resultados e
as discussOes sobre a adsorcéo e a dessor¢do da hialuronidase comercial e de uma
mistura binaria, de hialuronidase e albumina de soro bovino (BSA), realizadas para
observar a influéncia de variaveis, tais como o pH, a concentragdo molar, as proteinas
contaminantes entre outras. Este capitulo apresenta ainda os resultados da extracdo da
hialuronidase do testiculo bovino e 0s ensaios iniciais de adsor¢do e dessor¢do em
batelada destes extratos em hidroxiapatita. Os resultados e discussoes do estudo de
filmes monomoleculares da hialuronidase do testiculo bovino, evidenciando as
propriedades interfaciais da proteina, também estdo descritos neste capitulo. Por fim os
resultados e discussdes do estudo da purificagdo da hialuronidase bovina utilizando a

técnica de adsor¢éo em hidroxiapatita sdo apresentados.

O Capitulo VII contém as principais conclusdes deste trabalho e as sugestfes
para trabalhos futuros. O Capitulo VIII registra as referéncias bibliograficas dos
trabal hos citados no corpo deste trabal ho.



1.2 Objetivos

Esta tese tem como principal objetivo a extragéo, separacdo e caracterizacdo da
hialuronidase do testiculo bovino e, aém disso, estudar as interaches entre a
hidroxiapatita e a hialuronidase em sistemas binérios e multicomponentes, identificando
as diferentes forgas envolvidas na etapa de adsor¢éo e dessor¢do das proteinas, etapa
importante para a avaliagdo do emprego da hidroxiapatita como adsorvente.

Para uma melhor caracterizacdo da proteina foi empregada pela primeira vez a
técnica de formacdo de filmes monomoleculares, que possibilita o estudo das
propriedades da hialuronidase em um sistema organizado e controlado, de forma a
caracterizar esta proteina em um sistema in vitro, similar a membrana plasméatica. A
hialuronidase é uma enzima que atua principalmente na interface como, por exemplo,
no processo de fertilizac&o, portanto € de interesse a avaliagdo do comportamento desta
enzima em interfaces, o que favorece um estudo do comportamento catalitico da

hialuronidase em condi¢bes similares aquel as encontradas in vivo.



CAPITULO I

Revisao Bibliografica - Hialuronidase

2.1 Introducéo

Neste capitulo apresenta-se uma revisdo bibliografica sobre a enzima
hialuronidase, discutindo diferentes aspectos, como por exemplo, propriedades,
aplicagdes, fontes da proteina, extragdo e a purificagcdo da proteina proveniente de
diversas fontes, bem como a produgdo desta proteina por métodos como a clonagem e a
expressdao em células recombinantes. Neste capitulo também serdo abordados diferentes
métodos de quantificacdo da sua atividade enzimatica e serdo discutidas, as
propriedades, as aplicagdes e fontes do acido hialurénico, principal substrato da

hialuronidase.

2.2 Hialuronidase

2.2.1 — Caracteristicas da Hialuronidase

A hialuronidase foi descoberta por Duran Reynals em 1928 (FISZER-
SZAFARZ, 1984). Em 1936, Meyer e colaboradores observaram a atuagdo desta
proteina como fator difusivo, denominada assim por se tratar de uma enzima que facilita
o transporte de moléculas através da matriz extracelular. Anos mais tarde, a proteina foi
chamada de hialuronidase (MALMGREN, 1953). De acordo com MIO et al. (2000) ¢
KREIL (1995), apesar de ter sido descoberta em 1928 e estar presente em quase todos
os 6rgaos dos mamiferos, participando de importantes processos, como por exemplo, a

fertilizacdo, nos Ultimos anos, poucos sdo os estudos realizados sobre a hialuronidase.



Porém, ¢ importante salientar que nos ultimos quatro anos observa-se um crescente

aumento das publicagdes envolvendo a hialuronidase e o acido hialurdnico.

Por muitos anos, o termo hialuronidase tem sido sinonimo de fator de difusédo e,
embora toda hialuronidase extracelular seja realmente um fator de difusdo, vale salientar
que nem todo fator de difusdo ¢ uma hialuronidase. Recentemente, o termo
hialuronidase tem sido empregado para descrever enzimas que sdo capazes de romper o
acido hialuronico, embora algumas destas enzimas também sejam capazes de clivar
sulfetos de condroitina (HYNES ¢ WALTON, 2000; HYNES et al., 2000; AZEREDO
et al.,, 2001; HOVINGH e LINKER, 1999; MENZEL ¢ FARR, 1998). As enzimas

hialuronidases sdo classificadas segundo o tipo de clivagem do substrato em trés tipos:

1 — Hialuronato—4-glicanohidrolases (EC 3.2.1.35), também denominada PH20,
sdo as hialuronidases do tipo testicular, encontradas nos espermatozoides dos
mamiferos, lisossomais ¢ no veneno de varios insetos ¢ cobras. CHERR et al. (1996)
observaram a presenca de dois tipos de hialuronidases (PH-20) em espermatozodides de
macacos, uma de 64 kDa e outra de 53 kDa, sendo que a primeira apresentava-se ativa
em diferentes valores de pH, apresentado um pH 6timo em torno de 7,0 e a segunda de
53 kDa somente exibia atividade em pH acido (4,0). Este tipo de hialuronidase atua
principalmente sobre o acido hialurénico, sendo que algumas podem também clivar
sulfetos de condroitina. O modo de agao desta classe de enzima tem como produto final

da reag@o enzimatica polissacarideos tetra- e hexa-sacarideos.

2 - Hialuronato—3-glicanohidrolase (EC 3.2.1.36), que ¢ produzida por
sanguessuga e algumas minhocas. Este tipo de hialuronidase apresenta sua agdo
catalitica somente sobre a cadeia de 4cido hialuronico (MENZEL e FARR, 1998), assim
como as hialuronidases do tipo 1, esta classe de hiluronidases através da reagdo
enzimatica rompe o acido hialuronico produzindo polissacarideos tetra- e hexa-

sacarideos.



3 — Hialuronidases de bactérias ou hialuronato liases (EC 4.2.2.1 ou EC
4.2.99.1). Estas por sua vez degradam o acido hialuronico através da reagao de -
eliminagdo na qual as liga¢des insaturadas o, 3 sdo quebradas, tendo como produto final
da reacao o acido urico (HOVINGH e LINKER, 1999). Este tipo de hialuronidase
normalmente nido é recomendado para usos terapé€uticos, pois a etapa de purificacdo,
deste tipo, comparada com as do tipo 1, ¢ dispendioso devido a presenga de grandes

quantidades de endotoxinas no caldo fermentado.

O modo de atuacao da hialuronidase sobre o acido hialurdnico esta representado
de forma simplificada nas Figuras 2.1, 2.2 e 2.3, observa-se que as hialuronidase do tipo
1 e 3 atuam sobre o 4cido hialurénico quebrando a ligagdo B-1-4 (Figura 2.1 e 2.3),
enquanto que as hialuronidase do tipo 2 clivam o 4cido hialurénico na ligagao B-1-3

(Figura 2.2).
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Figura 2.1 — Estrutura do acido hialurénico e produto apés a clivagem através da agdo
de lise da hialuronidase do tipo 1 (testicular, lisossomal ou proveniente de veneno),

adaptada de VERCRUYSSE et al. (1995).



c 0 ¢ 0 c 0
™ H H
(@) o . a o . a
N HO N HO
OH NH OH NH
co co
CH, GH,
€00 CH,0H 00" CH,OH
¢ 0 c 0 c 0, oH C 0
b ™~ H H
°fow ° ° Now OH
HO HO
OH NH OH NH
co co
GH CH

Figura 2.2 — Estrutura do acido hialurénico e o produto apos a clivagem através da agao
de lise da hialuronidase do tipo 2 (de sanguessuga e de minhocas), adaptada de

VERCRUYSSE et al. (1995).
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Figura 2.3 — Estrutura do 4cido hialurénico e a estrutura sendo clivada através da agdo

de lise da hialuronidase do tipo 3 (de bactérias), adaptada HOVING e LINKER (1999).

A hialuronidase do tipo 3 ¢ produzida por quase todos microorganismos
patogénicos, por exemplo: Staphylococcus aureus, Staphylococcus hyicus, Clostridium

septicum, Clostridium chauvoei, Clostridium perfringens, etc (HYNES ¢ WALTON,



2000). Poucas excegdes, como os actinomicetos (familia de bactérias gram-positivas)
nao produzem a hialuronidase (AZEREDO et al., 2001). Em microorganismos gram-
negativos esta enzima ¢ produzida no periplasma e posteriormente excretada para o

meio extracelular (YILDIRIM et al., 2002).

A hialuronidase produzida por microorganismos patogénicos funciona como
agente difusivo, facilitando a penetracdo de moléculas através da pele. Além disto existe
a possibilidade de a hialuronidase participar do metabolismo intracelular de
microorganismos patogénicos. Neste caso, a a¢do de clivagem do acido hialurénico
(molécula polimérica) serviria para transformar esta macromolécula em pequenos
dissacarideos, que seriam facilmente absorvidos pelo microorganismo. Neste caso, a
enzima passaria a ter um papel fundamental no crescimento celular (HYNES e

WALTON, 2000).

As hialuronidases apresentam caracteristicas importantes como: ponto
isoelétrico, o tamanho e o pH 6timo de atividade, variando de acordo com a espécie e a
origem desta enzima (vide Tabela 2.1). Observa-se ainda, que para uma mesma
proteina, de acordo com a forma de extragdo e purificacdo aplicada, variagdes em uma
propriedade podem ser encontradas. Por exemplo, MALMGREN (1953) observou que a
hialuronidase testicular extraida, empregando trés métodos similares, porém que se
diferenciam nas etapas posteriores ao fracionamento com sulfeto de amoénia, ou seja na
etapa de purificagdo, apresentavam ponto isoelétrico diferente. O trabalho de

MALMGREN (1953), pode ser resumidamente descrito da seguinte forma:

A hialuronidase a (purificada por Hahn), utiliza precipitagcdes seguidas com
solugdes de sulfato de cobre, cloreto de sodio e acetato de chumbo visando a remocao
do material inativo e finalizando com uma reprecipitacdo com sulfato de amonia. Para a
obtengdo da hialuronidase b (purificada por Tint e Bogash), foi realizado o
fracionamento seqiiencial, primeiro com sulfato de amoénia e depois com alcool a frio,
seguido do refracionamento do precipitado. A hialuronidase ¢ (purificada por Hogberg),
¢ obtida pela extragdo com cloroférmio apds o fracionamento com sulfato de amonia e
purificada por eletroforese. MALMGREN (1953) observou que as hialuronidases
apresentam diferentes pontos isoelétricos, sendo 5,7, 5,9 ¢ 6,5 para os tipos a, b ¢ c,

respectivamente.



Observa-se ainda uma variagdo maior do pl quando a hialuronidase ¢
proveniente de fontes diferentes. Por exemplo: a hialuronidase da placenta humana
apresenta o pI = 5,2 (YAMADA et al., 1977), do veneno de tarantula [Dugesiella hentzi
(Girard)] pI = 6,9 (SCHANBACHER et al., 1973), do veneno de abelha (apis mellifera)
pl =9,0 (KEMENY et al., 1984) e a do figado de porco pl = 5,0 (JOY et al., 1985).

A Tabela 2.1 apresenta as principais caracteristicas das diferentes hialuronidases

encontradas.
Tabela 2.1 - Principais caracteristicas e propriedades das diferentes
hialuronidases
: pH : N
Tipo - Origem Tamanho Particularidade Fonte
otimo
Plasma, urina,
‘ Primeira hialuronidase
figado,rins,bacgo, e ‘ Csoka et al.,
Hyal-1 4,0 57 kDa a ser purificada dos
coragdo dos . 2001
tecidos dos mamiferos
mamiferos.
Membrana
‘ ‘ Csoka et al.,
Hyal-2 4,0 plasmatica, tecidos
‘ 2001
somaticos.
Coluna vertebral, Csoka et al.,
Hyal-3 4,0
testiculos 2001
Primeira Condroitinase
Placenta e S _ Csoka et al.,
Hyal-4 identificada nos tecidos
musculos 2001
dos vertebrados.
64 kDa
Testiculos e A atividade desta
7,0 e ‘ (pH7)e ' o Csoka et al.,
PH-20 espermatozoéides enzima pode ser inibida
4,0 53 kDa o 2001
dos mamiferos. por apigenina
(pH 4)
Yang e
Testiculo de
PH-20 4,3 ‘ 62 kDa Srivastava
Carneiro
1974
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Tabela 2.1 — Continuagéo

Espermatozoéide de Polakoski et
PH-20 55 kDa
Coelho al., 1972
Zaneveld et
PH-20 Testiculo Bovino 61 kDa
al., 1973
Hialuronida Hynes e
se de S. agalactiae 121 kDa Walton,
bactérias 2000
Hialuronida Hynes e
se de S. pneumoniae 107 kDa Walton,
bactérias 2000
Hialuronida Hynes e
se de S. aureus 92 kDa Walton,
bactérias 2000
Hialuronida Hynes e
se de P. acnes 82 kDa Walton,
bactérias 2000
Hialuronida Veneno da aranha Esta enzima ¢ inibida
5,0a 63 kDa 33 3 Wright et
se de marron (Loxosceles na presenca de Fe'” e
6.6 kDa ” al., 1973
Aranha laeta) Cu
Veneno de
Hialuronida Escorpido preto da
Morey et al,
se de 4,5 India 52 kDa
. 2006
Escorpiao (Palamaneus
Gravimanus)
Hialuronida Veneno da tarantula
) ) Maior constituinte do ~ Schanbache
se de 3,5 (Dugesiella hentzi 39,6 kDa
veneno da tarantula  retal., 1973
tarantula (Girard))
Primeira hialuronidase
Hialuronida Peixe Ngetal,
‘ 6,0 ) ] 64 kDa aquatica que foi
se de Peixe (Synanceja horrida) 2005

clonada e caracterizada.
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2.2.2 — A Hialuronidase e 0 Homem

A hialuronidase esta presente em todos os mamiferos (BORDERS ¢ RAFTERY,
1968). Como ja mencionado anteriormente, no corpo humano ela ¢ encontrada nos
testiculos, no baco, na pele, nos olhos, no figado, nos rins, no utero e na placenta
(MENZEL e FARR, 1998). Em seres humanos e ratos existem seis genes que podem
expressar a hialuronidase, agrupados em dois grupos de trés, de acordo com os sitios
cromossomais 3p21.3 e 7q31.3. No primeiro sitio, localizam-se os seguintes genes
HYALI1, HYAL2 e HYAL3, ja no segundo sitio estao os genes HY AL4, PH20/SPAM1
e HYALPI (CSOKA et al., 2001).

A Hyal-1 (produzida através do gene HY AL1) estd presente no plasma, na urina,
e em niveis elevados no figado, nos rins, no bago ¢ no coracdo. A Hyal-2 (produzida
através do gene HYAL2) juntamente com a Hyal-1 constituem a maioria das
hialuronidases presentes nos tecidos somaticos. Pouco se conhece da Hyal-3 (produzida
através do gene HYAL3), admite-se que seja um forte modelo de expressdo, sendo
formada na coluna vertebral e nos testiculos. A Hyal-3 de ratos possui
aproximadamente 80% da seqiiéncia de aminoacidos idéntica a dos humanos. Uma
grande quantidade de aminodcidos idénticos ¢ também observada entre a Hyal-1 dos
ratos e do seres humanos, havendo cerca de 73% de homologia entre elas (CSOKA et

al., 2001).

A Hyal-2 apresenta sua atividade em pHs &cidos, tendo uma de suas formas
ligada a membrana celular através de uma ligacdo com a molécula de GPI
(glicosilfosfatidilinositol), apresentando também uma forma soluvel, sendo que a
diferenca funcional das duas isoformas ainda ndo é conhecida (STERN 2004). A Hyal-2
cliva moléculas de acido hialurénico de massa molar muito elevada, obtendo-se como
produto moléculas de tamanho aproximado de 20 kDa, mais ou menos 50 unidades de
dissacarideos. Por sua vez a Hyal-1, que tem estrutura semelhante a Hyal-2, ¢ capaz de
clivar moléculas do acido hialurénico com elevada massa molar, transformando-o em
moléculas bem pequenas, apresentando uma predominancia de tetrasacarideos no

produto final. Apesar de a Hyal-1 e a Hyal-2 apresentarem estruturas moleculares
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semelhantes, esta diferenca de massa molecular no produto final da reacdo ainda

permanece nao elucidada (STERN 2004).

A PH-20 ¢ encontrada na membrana plasmatica dos espermatozoides de homens,
macacos, porcos da india e ratos. Além disso, a hialuronidase do testiculo bovino ¢ uma
provavel PH-20 (CHERR et al., 1996). A hialuronidase testicular, PH-20/SPAMI,
desempenha um papel muito importante durante o processo de fertilizacdo do dvulo
pelo espermatozoide, facilitando a penetragdio do espermatozoide, através do
rompimento do acido hialurénico, que é o principal constituinte da membrana do
gameta feminino. Segundo MARTIN-DELEON (2006) a PH-20/SPAM1, assim como a

Hyal-2, apresenta uma forma ligada a um GPIL.

Devido a sua eliminagdo antecipada, a sexta seqiiéncia HYALP1 é um pseudo
gene em humanos, causando uma terminagdo prematura do codigo. CSOKA et al.
(2001) sugeriram que ocorreu uma muta¢do na seqiiéncia humana, o que indica que o
HYALPI1 pode ter sido degenerado somente ha pouco tempo, da escala evolutiva, em
um pseudogene, podendo ser funcional em outras espécies. Humanos e ratos possuem

68% da cadeia de aminoécidos desta proteina idénticas.

CSOKA et al. (1997) purificaram a hialuronidase da urina humana, a qual
mostrou duas formas, uma de 57 kDa e outra de 45 kDa, enquanto o plasma apresenta
somente a hialuronidase de massa molar 57 kDa. A hialuronidase de 45 kDa tem sua
atividade em pH 4acido, comum a este tipo de enzima, enquanto que as enzimas do
plasma e as testiculares apresentam maior atividade em pH neutro (FROST e STERN,

1997).

2.2.2-1 — Hialuronidase Testicular de Mamiferos

Os primeiros pesquisadores que identificaram a hialuronidase no espermatozoide
foram McCLEAN e HOFFMANN 1931 e DURAN-REYNALS em 1931.
Posteriormente, esta enzima foi associada ao acrossomo (estrutura presente na regido
anterior da cabega de espermatozoide). Segundo ZANEVELD et al. (1973), a

quantidade de hialuronidase presente no espermatozoide dos mamiferos ¢ diferenciada
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para cada espécie. Comparando-se alguns mamiferos, Zaneveld et al. (1973)
observaram que a quantidade de hialuronidase presente nos testiculos destes mamiferos
diminuem na seguinte ordem: carneiro, coelho, boi, homem, javali e rato. Os
pesquisadores também estudaram o esperma do galo e ndo observaram a presenca de

hialuronidase.

A seqiiéncia de aminodcidos da hialuronidase testicular (PH-20) apresenta 36%
de homologia com a hialuronidase encontrada em veneno de abelha, o que corresponde
a uma regido de 300 aminoacidos, na qual encontra-se o sitio ativo da proteina, que ¢

idéntico para as duas formas de hialuronidase (CHERR et al., 1996).

Segundo ZANEVELD et al. (1973), a hialuronidase proveniente do esperma ¢
idéntica a hialuronidase testicular, porém ¢ significativamente diferente da hialuronidase

lisossomal encontrada em outros tecidos.

A hialuronidase do testiculo do boi apresenta um pH 6timo 6,75. De acordo com
ZANEVELD et al. (1973), este tipo de hialuronidase pode ser armazenada sob
refrigeragdo, em freezer e/ou geladeira, sem sofrer alteracdo nas suas propriedades. Esta
enzima sofre desnaturagdo quando € colocada em pH abaixo de 3,0 ou em temperaturas
acima de 50 °C. A hialuronidase testicular requer pequenas quantidades de sal para
permanecer estavel, da ordem de micro gramas, porém, sua atividade ndo ¢é inibida na

+++

. . . e s ,
presenca de ions Fe'', Fe' ~ ou heparina e apresenta inibi¢do na presenca dos ions

Mn", Mg++ e Ca" em concentracdes 0,1M, também é inibida na presenga de EDTA.

2.2.3 - Extracao e Purificacdo da Hialuronidase

O processo de extragdo da hialuronidase ¢ bastante antigo. Desde a década de 50
jé se fazia a extrag¢do da hialuronidase testicular (BORDERS ¢ RAFTERY, 1968). Este
processo ainda € muito estudado, especialmente no que se refere as fontes e os métodos
empregados. KRISHNAPILLALI et al. (1999), estudaram a extragdo da hialuronidase do
hepatopancreas de lagostas. Entretanto, a hialuronidase mais empregada ¢ geralmente

obtida dos testiculos bovinos e ovinos ou de bactérias.
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BORDERS e RAFTERY (1968) purificaram a hialuronidase testicular utilizando
colunas cromatograficas com resinas de troca ionica (bio-Rex 70) e de filtragdo em gel
(Sephadex G-75). Como resultado, obtiveram a proteina com atividade de 45.500

unidades/mg. As etapas da purificacdo estdo descritas na Tabela 2.2.

Tabela 2.2 — Purificagdo da hialuronidase testicular (BORDERS ¢ RAFTERY,

1968).
. Atividade .
Passo Quantidades recuperadas _ Rendimento
relativa
Atividade
Concentragdo Massa de
Volume enzimatica
de proteina  Proteina %
(mL) (U/ mg
(mg/mL) (mg) ,
proteina)
Caldo enzimatico 25880 280 1,0 100
Bio—Rex 70 2130 2300 8,2 67,6
Primeira passagem
na Sephadex em 0,1 40 2,85 114 21600 77 34,2
M NaCl
Segunda passagem
na Sephadex em 0,1 70 0,89 62 31100 111 26,6
M NaCl
Terceira passagem
na Sephadex em 90 0,32 28,8 45500 163 18,1
agua

As etapas empregadas por OHYA e KANEKO (1970), no processo de
purifica¢do da hialuronidase de Streptococcus hyalurolyticus, estdo descritas na Tabela
2.3, que ilustra os tipos de coluna utilizados, bem como a atividade total e especifica da
enzima. Para quantificagcdo da atividade enzimatica os autores empregaram o método de
turbidez, este método ¢ bastante empregado para hialuronidases do tipo 1 e 2, porém

ndo ¢ usual o seu emprego para este tipo da enzima (hialuronidases do tipo 3).
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Tabela 2.3 — Extragdo e purifica¢ao da hialuronidase de Streptococcus
hyalurolyticus (OHYA e KANEKO, 1970).

Atividade  especifica

Passo Atividadetotal
(unidades/mg proteina)

Caldo dacultura 400.000 13

Fracionamento alcodlico 287.500 59

Duolite A-2 250.000 192

Duolite ES-33 238.000 384
Duolite ES-80 151.200 8.308
Celulose— DEAE 114.800 17.500
Celulose- CM 95.600 63.733

WRIGHT et al. (1973) estudaram os componentes do veneno da aranha marrom
(Loxosceles laeta) e separaram duas hialuronidases, utilizando colunas cromatograficas
de filtracdo em gel (Sephadex) e eletroforese (pH 8.3), obtendo um extrato com

atividade final de 200-250 U/mg.

YANG e SRIVASTAVA (1974) separaram e avaliaram as propriedades da
hialuronidase do espermatozéide de carneiro, utilizando na separagdo uma coluna
Sephadex G-100, seguida de uma coluna de DEAE-celulose, obtendo um rendimento de
53,5% na primeira e 22,4% na segunda, com atividade especifica (N.F) de 269 e 1320,
respectivamente. Os autores observaram que a hialuronidase permanecia estavel a

temperatura ambiente por varios dias, apresentando um pH 6timo de atividade em 4,3.

YANG e SRIVASTAVA (1975) purificaram a hialuronidase do espermatozoéide
bovino, utilizando sulfato de amonia no fracionamento e colunas de DEAE-celulose e
Sephadex na etapa de purificacdo. Foi obtida a proteina com atividade (68,73 N.F

unidades por mg de proteina) e rendimento de 2%.

Outra fonte de hialuronidase testicular bastante estudada ¢ a hialuronidase do
testiculo do rato. GUPTA e GOLDBERG (1981) extrairam e isolaram a hialuronidase
do testiculo do rato, através de um fracionamento com sulfato de amoénia e separagao

por cromatografia de troca i0nica, de filtracdo em gel e cromatografia de afinidade. No
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final do processo de purificagcdo, a enzima apresentava 12,2 unidades de atividade (N.F).
A proteina era relativamente estavel a temperatura na faixa de 50-55 °C por 10 min. Os

rendimentos e a atividade para cada etapa da purificacdo estdo apresentados na Tabela

2.4.
Tabela 2.4 — Extragdo e purificagdo da hialuronidase do testiculo de rato
(GUPTA e GOLDBERG, 1981).
Proteina Atividade Atividade especifica Atividade Rendimento

Passo total (mg) total (V) (U/ mg proteina) relativa (%)
Atividadeinicial, apos o
tratamento com detergente 287 3o 01 : 100
Fracionamento (NH4) SO, 400 166 0,41 3 63
DEAE-Celulose 109 118 1,02 8 37
Filtracdo (Sephadex G-200) 21 68 3,24 25 22
Cromatografia de afinidade

61 12,2 94 19

(Concanavalina)

Na literatura a maioria dos trabalhos que estudam a purificagdo da hialuronidase,
independente da fonte, utilizou colunas de filtragdo em gel, DEAE-celulose e/ou

Sephadex.

O primeiro trabalho na literatura que utilizou a hidroxiapatita como adsorvente
na purificacdo de hialuronidase foi realizado por ARONSON ¢ DAVIDSON (1967).
Estes pesquisadores utilizaram uma coluna cromatografica para purificar a
hialuronidase do figado de rato e observaram que a hialuronidase apresentava pouca
afinidade com a hidroxiapatita, e que a maioria das outras proteinas presentes no
extrato, adsorviam fortemente a coluna. A elui¢ao foi conduzida em tampao fosfato pH
7,4 0,2 M. Os autores ainda registraram dificuldades em obter a reprodutibilidade dos

resultados na coluna de hidroxiapatita.
MARGOLIS et al. (1972) também utilizaram uma coluna de hidroxiapatita

durante a etapa de purificagdo da hialuronidase do cérebro bovino e do cérebro de rato.

Os resultados mostraram que, apesar de ocorrer a adsor¢ao da hialuronidase, a mesma
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ndo pode ser eluida utilizando tampao fosfato (pH 7,4 e concentragdo de 0,2 M).
Observaram, ainda que a hialuronidase apresentava um pH 6timo de atividade em 3,7

perdendo sua atividade em pH maior que 4,5.

A hidroxiapatita também foi utilizada na purificagdao da hialuronidase do figado
humano por GOLD (1982). O resultado obtido neste trabalho foi bem diferente dos dois
anteriores (MARGOLIS et al., 1972; ARONSON e DAVIDSON, 1967). Apesar de
ARONSON e DAVIDSON (1967) terem trabalhado com a hialuronidase do figado de
rato, GOLD conseguiu obter uma boa separagdo quando utilizou a hidroxiapatita como
adsorvente, como apresentado na Tabela 2.5. A enzima apresenta um pH o6timo de 3,8-

4,0 e 0o massa molar de 76.000 kDa, determinada por filtragdo em gel.

Tabela 2.5 - Extragao e purificagdo da hialuronidase de figado humano

Atividade especifica  Passode  Rendimento

Passo
(U/mg) Purificacdo %
Tecido homogeneizado 0,027 1,0 100,0
Fracionamento com (NH4)SO,4 0,120 4,3 96,0
Cromatografia de hidroxiapatita 1,10 39,6 82,0
DEAE - celulose 5,50 203,0 44,0
Eletroforese (gel de poliacrilamida) 25,0 960,0 5,0

2.2.4 —Hialuronidase Recombinante

Nos ultimos anos, a clonagem de genes de certos organismos tem sido feita com
freqliéncia e com éxito na maioria dos casos. O microorganismo hospedeiro mais
comum ¢ a bactéria Escherichia coli, por se tratar de uma bactéria bem conhecida e cujo
genoma ja foi seqiienciado. Desta forma, a hialuronidase pode ser produzida por via
bacteriana em E. coli, sem os riscos oriundos dos cultivos com microorganismos
patogénicos. HYNES et al. (2000) clonaram o gene da hialuronidase de Streptococcus

pyogenes em E. coli, porém, a hialuronidase produzida ndo apresentou atividade.
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FARRELL et al. (1995) clonaram o gene da hialuronidase de Streptococcus
aureus em E. coli e obtiveram a hialuronidase com massa molar de 94 kDa, porém com

baixa atividade enzimatica.

Como ja descrito anteriormente, a Hyal-2 apresenta duas isoformas, sendo que
uma delas apresenta uma molécula de GPI ancorada. CHOW et al. (2006) clonaram esta
enzima e expressaram em células humanas (fibroblastos), porém os autores observaram
que as moléculas expressas ndo apresentavam sua funcionalidade na membrana
plasmatica externa. Esta falta de funcionalidade foi atribuida ao fato de que a enzima

expressa ndo apresentava o GPI ancorado (CHOW et al., 2006).

STAIR NAWY et al. (1999) conseguiram expressar a hialuronidase em
fibroblastos da pele humana (HS27), com atividade equivalente a atividade da Hyal-1.
BOOKBINDER et al. (2006) estudaram a produgdo de hialuronidase recombinante,
apos clonarem a PH-20 humana, eles também observaram que a enzima clonada
apresentava atividade semelhante a apresentada pela enzima nativa. NAGY (2005)
realizou um estudo comparativo entre a hialuronidase bovina € uma recombinante
humana, empregando ambas no processo de fertilizacdo de ratos. De acordo com o
autor, a hialuronidase recombinante mostrou-se tdo eficiente quanto a hialuronidase

nativa.

Assim como a producdo de hialuronidase a de acido hialuronico sintase também
vem sendo estudada através de expressdo em células humanas. ADAMS et al. (2006)
estudaram a expressdo de algumas enzimas acido hialuronico sintase 1, 2 ¢ 3, e de
varias hialuronidases Hyal-1, Hyal-2, Hyal-3, Hyal-4 ¢ PH20 em células do osteoblasto
(MG63). Os autores observaram que algumas das proteinas ndo foram expressas (acido
hialurénico sintase 1, 2; Hyal-1 e PH20). As outras formas que foram expressas nao

apresentavam-se plenamente ativas.
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2.2.5 — Aplicag0es da Hialuronidase

As hialuronidases de testiculos bovinos e ovinos tém sido utilizadas na técnica
de fertilizag@o in vitro, para a digestdo da membrana que circunda o 6vulo de varios

mamiferos (GMACHL et al., 1993).

Devido a habilidade da hialuronidase em clivar o 4cido hialurdnico, esta proteina
tem sido utilizada principalmente em aplicagdes médicas, facilitando a difusdo de
drogas e anestésicos em tecidos ricos neste composto. Varios trabalhos tém sido
realizados, buscando a confirmagdo desta aplicagdo da hialuronidase (AOKI et al.,
2005; MOLNAR et al., 2004). ALWITRY et al. (2002) estudaram a aplicagdo de
pequenas quantidades de hialuronidase associadas a um anestésico em cirurgias
oculares. Os resultados mostraram que as diferengas sé sdo sensiveis até os primeiros
cinco minutos. Resultado muito importante, uma vez que este tempo ¢ suficiente para

atuacdo do principio ativo do anestésico.

Para fins terapéuticos somente a hialuronidase com elevado teor de pureza
(quantificada pela sua atividade enzimatica) pode ser utilizada. A hialuronidase
testicular com elevada pureza possui cerca de 40.000 a 50.000 IU/mg. As
contaminagdes mais freqiientes nos extratos de hialuronidase sdo proteases e

glucoronidases (MENZEL e FARR, 1998).

O emprego clinico da hialuronidase do testiculo de boi tem sido avaliado,
associado a drogas especificas, no tratamento de infarto do miocéardio. Nestes casos, a
hialuronidase ¢ utilizada para facilitar a penetracdo da droga no tecido. Testes clinicos
em progresso na Inglaterra t€ém mostrado que a hialuronidase testicular tem reduzido
significativamente a mortalidade de pacientes com infarto do miocardio (FLINT et al.,

1982).

SPALLICCI et al., 2005 ¢ SURITA et al., 2005 realizaram estudos visando a
utilizagdo da hialuronidase em mulheres com problemas durante o parto. Os
pesquisadores afirmaram que o emprego da enzima mostrou-se muito eficaz e seguro
mesmo nos casos de mulheres em que a cesariana era recomendada. FELDMAN et al.

(2006) estudaram o efeito da hialuronidase no tratamento de feridas na pele humana.
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Neste processo a enzima atuou como agente difusivo para uma melhor penetracao das

drogas ativas. Segundo os autores, a hialuronidase mostrou-se muito eficiente.

A utilizacdo da hialuronidase vem sendo avaliada no tratamento de fimose
(FREITAS et al., 2006). Estes estudos foram realizados com a utiliza¢do de um creme
contendo 0,2% de hialuronidase mais o principio ativo. Este método apresentou-se
eficiente apoOs oito semanas de tratamento. Esta enzima também vem sendo utilizada no

tratamento de feridas (SALAMEH e SHOUFANI, 2004).

DIDOLKAR et al. (1980) estudaram o efeito do acido acetilsalicilico e
metamizol na atividade da hialuronidase em espermatozdides de ratos e observaram que
ocorre uma diminui¢do da atividade e na quantidade da hialuronidase. TANYILDIZI e
BOZKURT (2003), e TANYILDIZI ¢ TURK, (2004) em trabalhos semelhantes com
espermatozdides de carneiros, obtiveram resultado contraditério ao encontrado por

DIDOLKAR et al. (1980).

Tem sido estudado o comportamento da hialuronidase em tecidos cancerigenos.
Observou-se um aumento excessivo de acido hialurdnico, substrato da hialuronidase,
nestes tecidos (LIU et al., 2001; CSOKA et al., 2001). A elucida¢ao do mecanismo de
acdo da hialuronidase nestes tecidos, ainda ndo foi bem esclarecido (PODYMA et al.,

1997).

O nivel de 4cido hialuronico estd freqlientemente correlacionado com a
agressividade do tumor, quanto maior a quantidade de &cido hialuroénico encontrado
nestes tecidos mais agressivo ¢ o tumor (ZHANG et al., 2004). Nestas regides existe
uma baixa atividade da hialuronidase, o que pode significar um passo importante no
avanco do processo cancerigeno, uma vez que ha um actimulo de 4cido hialurdnico.
MATOUSEK et al. (2004), estudando o efeito combinado da hialuronidase e do
polietilenoglicol, observaram que o emprego desta proteina era benéfico ao tratamento

de células tumorais.

CHRISTOPOULOS et al. (2006) estudaram a presenga da hialuronidase, bem
como do 4cido hialurénico em tecidos cancerigenos. De acordo com a analise dos

autores, a migracdo e a proliferacdo de células cancerigenas sofrem a influéncia de
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pequenas moléculas de acido hialurdnico que podem propagar um aumento de tecidos

cancerigenos.

E importante enfatizar que o papel da hialuronidase e do acido hialurénico em
células cancerigenas ainda nao foi bem explicado. Estudos da preseng¢a da hialuronidase
e do 4cido hialurénico em pacientes com cancer de bexiga vém sendo realizados e
mostram que a presenca da hialuronidase e do acido hialurénico ¢ elevada na urina dos
pacientes com cancer (ABOUGHALIA, 2006; SCHROEDER et al., 2004). A presenga
de grandes quantidades da hialuronidase e do &cido hialurénico em outros tipos de

cancer também ¢ reportada na literatura (DAVID et al., 2004).

STERN (2005) apresentou um estudo detalhado da presenga da hialuronidase e
do 4acido hialurénico em tecidos cancerigenos. O autor atribui a presenca elevada do
acido hialurdnico nestes tecidos a quantidade elevada das enzimas 1 e 3 acido
hialurdnico sintase, responsaveis pela produgdo de 4cido hialurénico nestas células. O
autor ainda registra que a enzima acido hialuronico sintase — 2, em contraste com as
outras duas proteinas, inibe o crescimento do tumor. Quanto a presenca da
hialuronidase, STERN (2005) descreve separadamente a presenca e a influéncia de cada
hialuronidase, sendo que a Hyal -1 apresenta evidéncias de seu efeito anti-cancer. A
elevada expressdo da enzima Hyal-2 acelera a formagdo de alguns tumores. PH20 ¢
citada na literatura tanto pela sua presenca em tumores malignos, como na diminui¢ao
de crescimento tumoral junto com a Hyal-1. O Papel da Hyal-3 em células tumorais foi
descrito por PAIVA et al. (2005), evidenciando que estd enzima esta associada a

progressao do cancer de utero.

Observa-se que nos ultimos dois anos ocorreu um avango consideravel no
entendimento do papel da hialuronidase e do acido hialuronico em células cancerigenas,
o trabalhos de STERN (2005) ¢ um marco neste avango. Porém, ¢ importante observar

que ainda ha muito a ser esclarecido neste sentido.

Poucos casos de alergia a hialuronidase foram relatados até os dias atuais.
MUSA et al. (2006) observaram um caso de inflamagdo ocular, apds uma cirurgia
realizada em uma paciente de 50 anos. Os autores atribuem esta inflamagao ao emprego

da hialuronidase, proveniente da CP Pharmaceuticals, durante o processo cirargico.
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Contudo, a alergia a hialuronidase nao € uma ocorréncia comum. Outro caso relatado de
inflamagao ocular ocorreu com uma paciente de 70 anos apds uma cirurgia (QUHILL et
al ., 2004). Na Francga, o emprego da hialuronidase neste tipo de cirurgia esta proibido

(RIPART e NOUVELLON, 2004).

MENZEL e FARR (1998) observaram que a hialuronidase ¢ rapidamente
eliminada do plasma. Cerca de 45 minutos apds uma inje¢ao de 5000 IU por grama de

massa corporal, toda hialuronidase injetada havia sido excretada na urina.

A hialuronidase tem importancia fundamental no processo de tenderizagdo na

industria alimenticia, atuando como fator difusivo dos condimentos (WU et al., 1982).

2.3 Acido Hialurénico

2.3.1 - Caracteristicas do Acido Hialuronico

O 4cido hialuronico (HA) ¢ uma molécula de polissacarideo de alta massa molar
(média de 10.000 g / gmol), composta de unidades repetidas dos dissacarideos, acido
glucurénico e N-acetil-glucosamina. Esta substincia ¢ essencial para manter a
integridade da matriz extracelular. Alteracdes em sua estrutura e concentragao podem
afetar numerosas fun¢des celulares como fagocitose, proliferacdo e diferencia¢do
(FISZER-SZAFARZ, 1984). Esta molécula também ¢é conhecida por causar distirbios
nos seres humanos, tais como artrite reumatica, e facilitar o crescimento de metastases

cancerigenas e proliferacdo de células (IKEGAMI-KAWAI e TAKAHASHI, 2002).

Sendo o maior componente da matriz extracelular, o 4cido hialurénico tem sua
concentragdo rapidamente aumentada na circulagdo em resposta a estresse agudo,
trauma, ¢ em tecidos de reparos como em queimaduras ¢ infecgdes (CSOKA et al.,
2001; MIO et al., 2000). O aumento da concentragdo do acido hialurénico esta
provavelmente relacionado ao mecanismo de defesa. O acido hialurdnico também
participa da manuten¢do da matriz estrutural, bem como no balango de dgua e troca de

eletrolitos. Observou-se também que o acido hialuronico tem se mostrado essencial para
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o crescimento celular, embriogénese e locomogdo celular (PODYMA et al., 1997,

STERN 2004).

A Figura 2.4a apresenta a estrutura tridimensional do 4cido hialurénico onde os
atomos de carbono estdo apresentados em cinza, os de oxigénio em vermelho e os de
nitrogénio em azul. A Figura 2.4b mostra um esquema do 4cido hialurénico, com base
em fotos de microscopia eletronica, presente nos tecidos da epiderme, associado a

outras moléculas.

Lrido hislurdnico
Proteina de lizagdo
Sulfato de guerating
Sulfatn de condnitrina

Figura 2.4 — (a) Estrutura do acido hialurdnico em trés dimensdes (adaptada da pagina
www.pdb.ufmg.br, acesso 14/05/2004); (b) Esquema da cadeia do acido hialurénico
associada a outras moléculas, conforme encontrada na pele (adaptada de MURRAY,

1996, 24 ed).

Observam-se niveis elevados de acido hialurénico em inflamagdes, edemas,
inchacgdo de o6rgdos transplantados, traumas, inflamacdo do miocardio, ferimentos e em

canceres (CSOKA et al., 2001). No entanto poucos estudos tém sido conduzidos no
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sentido de entender e explicar o papel do acido hialurénico em processo infecciosos
(STERN et al., 2006), uma vez que pedagos da cadeia do acido hialurdnico podem ser
responsaveis pela migracdo de células cancerigenas para regides saudaveis dos
organismos, pode-se imaginar que em processos infecciosos o acido hialurénico possa

exercer papel semelhante.

2.3.2 — Fontes de Acido Hialuronico

O 4cido hialurdnico ¢ encontrado principalmente nos tecidos do corpo e nos
fluidos dos organismos superiores, como no corddo umbilical, nas cartilagens, no
cérebro e nos musculos, sendo o maior componente da matriz extracelular.
Aproximadamente 50% do acido hialurénico nos seres humanos se encontra na camada
abaixo da pele (HYNES e WALTON, 2000). O &cido hialuroénico encontra-se em alta
concentragdo na crista de galo e ¢ produzido por bactérias do género Streptococcus
(HYNES e WALTON, 2000; LAURENT e FRASER, 1992), sendo que o acido

hialurénico isolado de qualquer uma destas fontes apresenta a mesma estrutura.

STERN et al. (2006) observaram que, em contraste com outro
glicosaminoglicanos, o &cido hialuroénico ndo ¢ sintetizado no complexo de Golgi mas
na superficie do citoplasma de membranas plasmaticas. O 4acido hialurénico ¢
transportado para fora da célula provavelmente por um caminho do sistema de
transporte de resisténcia a multi-drogas. BLUNDELL e ALMOUND (2006) estudaram
métodos enzimaticos e quimicos para a producdo do acido hialurénico, porém, os

resultados mostram um alto nivel de impureza no produto final.

2.4 Atividade Enzimatica da Hialuronidase

A atividade enzimatica da hialuronidase ¢ afetada por varios ativadores, dentre
eles a adrenalina, a histamina e as fosfatases acidas formadas na prostata, no baco, no
rim, nos eritrécitos e na placenta, e inibidores como a heparina e a vitamina C

(MENZEL e FARR, 1998).
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Os métodos para determinar a atividade da hialuronidase, utilizando o &cido
hialurdnico como substrato, baseiam-se na redugdo da N-acetilglucosamina. Os métodos
classicos sdo os de turbidez e o de viscosidade. O método de turbidez foi desenvolvido
por KASS e SEASTONE (1944) e TOLKSDORF et al. (1949), sendo que a
quantificagdo da atividade se da através de duas reagdes. A primeira ¢ reacdao, onde a
hialuronidase cliva o &cido hialurdnico, tem tempo de reagdo de 10 minutos. Para a
quantifica¢do da atividade enzimatica ¢ realizada uma segunda reagdo, na qual o acido
hialurdnico nao digerido reage com uma solu¢do de BSA hidrolisada. Esta reacdo
também tem tempo de 10 minutos e o produto da segunda reagdo ¢ uma solugdo turva.
Para os testes € necessario o preparo de uma curva de calibracao utilizando técnicas
espectroscopicas, sendo o grau de turbidez associado a uma quantidade preestabelecida

de acido hialuronico.

NAGATA et al. (2004) desenvolveram um novo método para a quantificagdo da
atividade da hialuronidase, o teste se baseia na massa molar do acido hialurénico,
utilizando ensaios de fluorescéncia. Apesar de ja existirem outros métodos baseados em
ensaios de fluorescéncia, os autores afirmam que o desenvolvido por eles ¢ mais
eficiente, apresentando resultados mais rapidos, proporcionando a analise de varias

amostras num curto espago de tempo.

BONNER et al. (1966) desenvolveram um método colorimétrico para
determinar a atividade da hialuronidase, baseado na liberacao de sacarideos como o N-
acetilglucosamina (NAG), grupamento liberado pela quebra do acido hialuronico. A
quantifica¢do da atividade enzimatica ¢ realizada através da reacdo a quente do NAG
com uma solugdo alcalina de tetraborato. O produto formado reage com p-
dimetilaminobenzaldeido em meio 4cido, que resulta em um produto colorido. Desde
entdo, este método vem sendo utilizado com pequenas modificagdes (KOLAROVA e
BRADA, 1969; KOLAROVA et al., 1970; FISZER e GULLINO, 1970; SALKIE,
1971), porém, alguns pesquisadores chamam a atencdo de que a atividade da
hialuronidase quantificada através deste método € bastante sensivel a variagao de pH e

das concentragdes da proteina ¢ do seu substrato (WILKINSON et al., 1996).

CASHMAN et al. (1969) compararam as unidades enzimaticas da hialuronidase

testicular, utilizando diferentes métodos, obtendo 100 USP para ensaios de redugdo, o
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que corresponde a 90 unidades nos testes de turbidez e 6,1 unidades para atividades

determinadas pelo método de viscosidade.

Alguns métodos de quantificacdo da atividade de hialuronidase sdo bem
definidos como os apresentados por TOLKSDOREF et al. (1949) e KASS ¢ SEASTONE
(1944). Entretanto, a atividade da hialuronidase sofre interferéncia na presen¢a de varios
agentes inibidores ou ativadores. WILKINSON et al. (1996) avaliaram a inibigdo da
hialuronidase pelo proprio substrato, e observaram que a relagdo é negativa, ou seja,

quanto maior a concentracdo de HA menor ¢ a atividade da hialuronidase.

2.5 Inibidores da Atividade Enziméatica da Hialuronidase

A inibi¢do na atividade da hialuronidase ja foi verificada desde a metade do
século passado (HAAS, 1946; DORFMAN, 1948). Segundo MIO et al. (2000), estudos
relacionados a inibi¢do enzimatica da hialuronidase foram quase que ignorados por

cerca de 40 anos.

O mais conhecido dos inibidores de hialuronidase é o ion magnésio Mg**. Seu
poder de inibicdo da atividade da hialuronidase foi descoberto e observado por
FREEMAN et al. (1949). Estudos detalhados do mecanismo de inibi¢do s6 foram
realizados nos ultimos anos (MIO e STERN, 2002; MIO et al., 2000). Observa-se
também que derivados de substancias comuns, como a vitamina C, apresentam a
capacidade de inibir algumas hialuronidases. SPICKENREITHER et al. (2006)
estudaram o efeito do 6-O-hexadecanoato, um derivado do acido ascorbico, na atividade
da hialuronidase de bactéria e da hialuronidase bovina. Os autores observaram que este

composto era um inibidor em potencial de ambas as hialuronidases.

MIO et al. (2000) estudando uma nova classe de inibidores, denominados intra-
a-inibidores, observaram que estes “novos” inibidores apresentam massa molar elevada,
aproximada a de uma glicoproteina, variando de 130 a 240 kDa, sendo necessaria a
presengca de ions magnésio para sua completa atividade. No entanto, em processos
cancerigenos estes inibidores ndo requerem a presenca do ion magnésio. O efeito dos

inter—a, inibidores ja havia sido relatado por HEIMBURGER (1974), e foram estudados
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mais detalhadamente por MIO et al., (2000) e MIO e STERN, (2002). Os autores
estudaram o efeito do intra-a-inibidores nas atividades das hialuronidases provenientes
do testiculo bovino, de venenos de cobra, de abelhas e de bactérias do género
Stretomyces. Estes trabalhos mostram que estes inibidores reduzem de forma
significativa a atividade enzimatica em todas as hialuronidases estudadas, com excec¢ao

da hialuronidase de Streptomyces.

O estudo do papel da hialuronidase em células cancerigenas levou a descoberta
de que niveis elevados de hialuronidase e de acido hialurénico também podem causar a
inibigdo desta enzima (ASTERIOU et al., 2006). Os estudos revelaram que pelo menos
no caso de células cancerigenas, ha uma implicacao bioldgica de forma nao linear e nao
monotdnica da dependéncia de regulacdo da razdo 4cido hialurénico / hialuronidase

com o tamanho de cadeia do 4cido hialuronico.

OHYA e KANEKO (1970), ja haviam observado que a acao efetiva do inibidor
depende do tipo de hialuronidase. A hialuronidase de Streptomyces nao ¢ inibida por
heparina, sulfato de condroitina, sulfato de alcool polivinilico, enquanto que a

hialuronidase testicular ndo apresenta atividade na presenca desses compostos.

CHEN et al. (1992) sugerem que os inibidores de hialuronidase que pertencem a
familia dos intra-a-inibidores podem formar uma ligagdo covalente com o 4acido
hialurénico presente na membrana do 6vulo, regulando a atividade da hialuronidase

(PH-20) durante o processo de penetragdo do espermatozéide no dvulo.

MACHIAH et al. (2006) observaram um inibidor da hialuronidase, purificado de
plantas medicinais (Withania somnifera), ressaltando também que este inibidor era
bastante eficiente quando aplicado contra veneno de cobras (Naja naja) e de vespas
(Daboia Russelli). CHOI et al. (2006) também estudaram a inibi¢do da hialuronidase
através da utilizagdo de plantas (Schisandra) e observaram que o extrato desta planta era

eficiente na inibi¢do da hialuronidase.
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CAPITULO 1lI

Revisédo Bibliografica — Separacédo de Proteinas

3.1 Introducéo

Este capitulo descreve as caracteristicas, propriedades e aplicacdes da
hidroxiapatita, que serd utilizada como adsorvente da hialuronidase, bem como o estudo
do fendmeno de adsor¢do e as vantagens da utilizagcdo deste processo na purificagcéo de

proteinas.

3.2 Extracao

A extracdo de proteinas € normalmente a etapainicial no processo de purificacdo
destas moléculas de uma fonte natural. A extragdo pode ser realizada utilizando-se

Varios agentes extratores, que podem ser organicos ou aguosos.

Na purificacdo de proteinas podem usar-se véarias técnicas como, por exemplo:
centrifugacdo fracional, precipitagdo ou dissolucdo por acdo de sais e variadas técnicas
cromatogréficas (filtragdo em gel, troca ibnica, cromatografia de afinidade, etc.). Essas

técnicas sd0, em geral, usadas sequenciamente.

3.3 Precipitacao

Uma das etapas iniciais da separacdo de proteinas € a precipitacdo destas
moléculas de uma solugdo aguosa concentrada (extrato). Varios agentes precipitantes

podem ser empregados, incluindo sais, calor, pH e solventes organicos.

Proteinas diferentes que compdem uma mistura, normalmente apresentam um
grau de solubilidade diferente. Esta diferenca na solubilidade de proteinas € devida, em
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grande parte, a residuos hidrofilicos e hidrofébicos na superficie das moléculas. Como a
solubilidade é diferente as proteinas respondem de modo distinto ao agente precipitante,

assim podendo ser separadas.

3.4 Adsorcgéo

Adsorcéo é a adesdo de moléculas de um fluido a uma superficie, o grau de
adsorcéo depende da temperatura, da pressdo e da area da superficie. As forgas que

atraem o adsorvato podem ser quimicas ou fisicas.

A adsorcdo quimica, também chamada de quimissorcdo, € especifica e €
empregada na separacdo de misturas. Nela as moléculas (ou &omos) unem-se a
superficie do adsorvente através da formacdo de ligagcBes quimicas (geralmente
covalentes) e tendem a se acomodar em sitios que propiciem 0 maior nimero de
coordenagcdo possivel com o substrato. A adsorcdo fisica é também chamada de
fisissorcéo, neste processo a molécula fisicamente adsorvida retém sua identidade,

embora possa ser deformada pela presenca dos campos de forca da superficie.

3.4.1. Adsorventes

Adsorventes sdo substancias que possuem como principais caracteristicas, a
afinidade com um ou mais compostos presentes na mistura, a estabilidade no meio, a

alta capacidade de retencéo e uma boa resolucéo na eluicéo.

Os primeiros adsorventes utilizados na separacéo de biomoléculas foram as
celuloses (CM - celulose e fosforo - celulose) em sua forma natural. Posteriormente,
foram empregados adsorventes sintéticos como polimeros ou adsorventes naturais
modificados. Com a evolugdo dos processos biotecnoldgicos e o desenvolvimento de
novos adsorventes, técnicas mais recentes empregam o uso de materiais com ligantes
especificos, denominados adsorventes de afinidade (VOET e VOET, 1995) e materiais
poliméricos com caracteristicas bioespecificas (ALVAREZ et al., 1996).
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Dentre os adsorventes inorganicos classicos a silica se apresenta como 0 mais
utilizado (FENG e ANDRADE, 1994), seguido da hematita (NORDE e ANUSIEM,
1992) e, mais recentemente, o 6xido de titanio e a hidroxiapatita (KANDORI et al.,
1995).

O estudo da interacdo da hidroxiapatita com macromoléculas recebe uma
atencdo especial devido as suas propriedades fisico—quimicas, que Ihe conferem
propriedades de biocompatibilidade e osteointegracdo. O fosfato de cécio e
especialmente as apatitas sdo largamente usados em um grande numero de aplicacoes
biomédicas, como por exemplo, confeccdo de proteses, de enxertos de dentes e

carreadores de drogas, com efeito prolongado.

A literatura apresenta vérios trabalhos analisando o comportamento da
hidroxiapatita na confeccéo de préteses, estudos de biocompatibilidade, osteointegracdo
e, frente ao fendbmeno de adsorcéo em diferentes fluidos corporais como saliva e sangue,
e adsorcao de biomol éculas e antibidticos. Desde o trabalho classico de TISELIUS et al.
(1956), diferentes trabalhos posteriores registram sua aplicacdo na separacdo de
proteinas, como adsorvente de alta seletividade (HONDA et al., 1998), uso em colunas
de cromatografia liqguida (AKAZAWA et al., 1999) e adsor¢do de virus e acidos
nuclécos (YIN et al., 2001).

3.4.2. Hidroxiapatita

A hidroxiapatita (HAp), Caio(PO4)s(OH)2, € 0 principal constituinte inorganico
dos tecidos calcificados e tem no seu equivalente sintético um material com alta
capacidade de substituicdo de 0ssos humanos nos implantes de préteses, devido as suas
propriedades de biocompatibilidade e de osteointegracéo.

As apatitas, com formula geral Mig(XOa4)s(Y)2, cristalizam geralmente segundo
0 sistema hexagonal. Na hidroxiapatita Caio(PO4)s(OH). (M=Ca, X=P e Y=0H), os
atomos de célcio e os de oxigénio dos grupos PO, formam um arranjo hexagona no

plano perpendicular ao eixo z de maior simetria (Figura 3.1).
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Na estrutura hexagonal da hidroxiapatita (HAp), os seis &omos de célcio que se
encontram mais ao centro da célula compreendem dois grupos de trés ionsem z=Ys e
¥%. O arranjo espacial destes atomos pode ser visualizado na Figura 3.1, que compreende

uma configuracdo espacial da hidroxiapatita no eixo z.

Figura 3.1 - Configuragao espacial da hidroxiapatita (eixo z).

Os seis ions fosfato compreendem dois conjuntos de trés em z=% e ¥%. Os
oxigénios dos grupos OH situam-se ao longo de z, fora dos planos dos triangulos de
célcio, cercade 0,4 A. Além dos grupos funcionais PO, e OH", a hidroxiapatita possui

doistipos de sitios célcio, com reatividades distintas.

Em um modelo simplificado pode-se representar a HAp como um conjunto de
grupos funcionais, onde os pares de ions calcio sdo carregados positivamente,
constituindo os sitios célcio (Ca™), que podem se comportar como sitios écidos de
Lewis e como aglomerados de d&omos de oxigénio carregados negativamente que, por
sua vez, constituem os sitios fosfato (PO4°) que podem se comportar como sitios

basicos de Lewis. As hidroxilas (OH") se apresentam distribuidas sobre a superficie do
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cristal, podendo se comportar como sitios basicos de Bronsted. Uma representacéo

esguematica dos grupos funcionais da HAp pode ser vista na Figura 3.2.

Cat
e POy
B r-0OH"
(=)
E A Cat
Er_ POy
5 POy

Ca’

Figura 3.2 — Representacdo esquematica dos grupos funcionais da HAp. Adaptado de
GORBUNOFF, 1984.

Os laboratérios Bio-Rad desenvolveram dois tipos diferentes de hidroxiapatita
ceramica para utilizacdo em escala industrial nos processo cromatograficos. Os
materiais possuem caracteristicas de eluicdo semelhantes a HAp cristalina, porém
permitem a operacdo a elevado fluxo. O tipo | tem ata capacidade de retencéo de
proteinas (25 mg de lisozima/g HAp). O tipo Il possui uma capacidade menor (12,5 mg
de lisozima/g HAp), permitindo uma melhor resolucéo na eluicdo das proteinas e de
acidos nucléicos. A Tabela 3.1 apresenta algumas caracteristicas da HAp ceréamica
comercializada pela Bio-Rad.

Tabela 3.1 - Propriedades da HA p cerdmica Macro-Prep (Bio-Rad).

Capacidade deretencéo > 25mglisozima/ g (tipo )
dinamica 12,5mglisozima/ g (tipoll)
Tamanho de particula nominal 20,40 e 80 um
Di&metro de poro nominal 500 — 1000 A
Fluxo linear méximo 5.000 cm/h
pH 55— 14
Autoclavavel (121 °C, 30 min) Sim
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Estudos de caracterizagéo e de preparacéo de hidroxiapatitas com uma melhor
estrutura para 0 emprego no campo de adsor¢éo, como carreadores e em transplante
estdo sendo realizados, bem como o estudo de adsor¢éo de proteinas constituintes da
saliva (GINEBRA et al., 2004; CARLEN et al., 2004; REES et al., 2004; SHELLIS et
al., 2005; YIN et al., 2006).

Modificacbes na forma de preparacdo de HAp tém sido muito estudadas nos
altimos anos, objetivando a obtencdo de materiais com maior resisténcia mecanica e
com maior biocompatibilidade para uso em transplantes (SUCHANEK et al., 1996;
TANCRED et al., 1998; YASUDA et al., 2000; GUILLE et al., 2005; RITZOULIS et
al., 2005; ZREIQAT et al.,, 2005). A cobertura de polimeros ou metais com
hidroxiapatita também tem sido estudada como uma forma de preparar um material
biocompativel e resistente (KOKUBO et al.,, 1999; WANG e BONFIELD, 2001,
NAYAR et al., 2006; FUJII et al., 2006; JALOTA et al., 2006; SAITO et al., 2005;
TAMAI et al., 2005; KAWAI et al., 2004; WEI e MA, 2004).

Mais recentemente, estuda-se a preparacdo da HAp em meios organicos
similares aos liquidos corpéreos onde ocorre a formagdo do 0sso. Estes estudos visam a
formagdo de hidroxiapatita para implantes com propriedades ainda mais idénticas ao
0sso, simulando condicdes in vivo (WANG et al., 2004; TSIRIDIS et al., 2006; ZHAI e
CUI, 2006; BOZEC et al., 2005; BENIASH et al., 2005; KAMAKURA et al., 2005;
KIM et al., 2005; KUMTA et al., 2005; SACHSE et al., 2005; TURHANI et al., 2005).
Em alguns casos estes estudos estdo bem avancados, sendo realizados in vivo, utilizando
ratos como cobaias (AROSARENA e COLLINS, 2005; GORDJESTANI et al., 2005;
KILIAN et al., 2005).

Outra linha também muito adotada € a da modificacdo das caracteristicas da
HAp através de tratamentos térmicos e da adicdo de aditivos apOs a preparacéo
(MURALITHRAN e RAMESH, 2000, SLAVICA et al., 2001; NISHIKAWA, 2001;
HELIOTISet al., 2008).



A hidroxiapatita € muito utilizada em bioprocessos, ndo s6 na purificagdo ou
separacdo de biomoléculas, mas também é empregada como carreador de farmacos
(MATSUMOTO et al., 2004; GINEBRA et al., 2006; TURHANI et al., 2005; KWON
et al., 2005; MIZUSHIMA et al., 2006; ONO et al., 2004; SALEEM et al., 2005), na
elaboracdo de novas técnicas e de novos equipamentos (sensores) (MONKAWA et al.,
2006).

No processo de purificag@o de proteinas a hidroxiapatita tanto pode ser utilizada
em etapas intermedi&rias (RIVIECCIO et al., 2006; JEONG et al., 2004; KOHL e
KERR 2004; LAIRD et al., 2004; SCHLATTERER et al., 2004; SOLOMON et al.,
2004; WU et al., 2004) como na etapa final do processo (ABDALLAH et al., 2006;
CHENG et al., 2004; JIN et al., 2004). O emprego deste material € muito adequado nos

processos de purificacdo e separacdo de biomol éculas.

A HAp utilizada neste trabalho foi sintetizada no Laboratério de Nucleo de
Catdlise (NUCAT) do Programa de Engenharia Quimica da COPPE/UFRJ pelo método
de precipitacdo, buscando-se obter uma HAp estequiométrica com a razéo molar
cacio/fésforo de 1,67. O estudo da influéncia de pardmetros de preparacdo nas
propriedades fisico-quimicas foi desenvolvido em trabalhos anteriores em um projeto
conjunto entre pesquisadores do CBPF e do NUCAT. Nesta etapa, avaliou-se a
reprodutibilidade da preparacdo e sistematizou-se a preparacdo de materiais com
diferentes propriedades fisico-quimicas, inclusive de materiais com propriedades padréo
para amostras dosimétricas (SALIM et al., 1995; OLIVEIRA et al., 1996).

O estudo da preparacdo de carboapatita do tipo A e do tipo B também foi
desenvolvido, enfatizando-se o desenvolvimento ou aplicacdo de técnicas de
caracterizacdo que permitissem a quantificagdo e localizagéo precisa de substituigdes na
estrutura (BHERING et al., 1998; RESENDE et al., 1996).
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3.5 Separacgéo de Proteina

O processo de purificagdo de proteinas € a etapa limitante no processo de
obtencdo de biomoléculas, umavez que estas moléculas so sensiveis, exigindo controle
das variaveis como: pH, temperatura dentre outros, para evitar 0 processo de
desnaturagdo. Dentre estes processos, a adsor¢do se mostra bastante eficiente, por se
tratar de um procedimento relativamente simples e com excelentes resultados.

3.5.1 Adsorcao

O fenbmeno de adsorcdo € definido como o enriquecimento de um ou mais
componentes em uma regido interfacial. A origem deste fendbmeno se deve ao
desequilibrio de forcas intermoleculares na interface quando comparadas as do interior

da fase condensada.

As forgas de coesdo de um solido, seja ele ibnico, covalente ou molecular,
produzem um campo de forga em torno de cada ion, &omo ou molécula que compde sua
estrutura. Este campo gerado na superficie da fase condensada é responsavel pelas
interacOes deste sOlido. A andlise precisa deste sistema de forcas deve levar em
consideracdo a interacdo entre o campo de forgas da superficie do solido, as moléculas
que irdo ser atraidas e 0 meio em que o solido se encontra. No caso da adsorcéo de
biomoléculas estdo presentes forcas e interacdes variadas. A anadlise do fenémeno tem
sua complexidade aumentada uma vez que a biomolécula pode sofrer mudancas

conformacionais e interagdes diversas com o meio e com a superficie.

De forma geral uma isoterma de adsor¢do apresenta uma relacdo entre a
quantidade (q) de material adsorvido e a concentracdo de equilibrio (Ce) em uma dada
temperatura. Os dados experimentais geralmente séo apresentados em forma de gréfico,

representando-se a quantidade adsorvida de um determinado composto, em funcéo da
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sua concentragdo no equilibrio. No caso de macromoléculas a literatura mostra que a

estrutura deste composto interfere no formato daisoterma.

3.5.1-1. Adsorcéo de Proteinas

NORDE (1986) apresentou um trabalho de revisdo da adsorcéo de proteinas em
interface sdlido-iquido considerado classico. Analisando a adsor¢éo de proteinas em
V&rios adsorventes, 0 mesmo mostra que ndo somente a carga liquida das proteinas (pl)
é responsavel pela adsorcdo, mas também apresenta uma énfase especial na andlise das
estruturas das proteinas e nas suas modificacdes na presenca do adsorvente. Avaliando a
capacidade de modificagbes conformacionais das proteinas, sugere que proteinas que
podem modificar sua conformagdo facilmente (proteinas flexiveis) adsorvem em uma
grande variedade de adsorventes, enquanto que proteinas que ndo possuem esta
caracteristica (proteinas rigidas) sd adsorvem em classes especificas de adsorventes. A
Figura 3.3 mostra uma representacéo de uma proteina flexivel em solucdo e adsorvida

em uma superficie.

Proteina em solugdo

Proteina adsorvida

Adsorvente

Figura 3.3 — Esguema representando as modificagdes sofridas na conformacéo de uma

proteina no processo de adsorcéao.
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Uma das principais conclusdes apresentadas nesta revisdo (NORDE 1986) € que
proteinas flexiveis podem mudar sua conformacdo adsorvendo em condicdes

eletrostati cas adversas.

Uma representacdo esquematica das cargas superficiais do sistema pode ser

ilustrada conforme a Figura 3.4.

(n

Figura 3.4 - Esguema da distribuicdo de cargas de uma superficie plana (1) e de uma
proteina (2), com seus gradientes correspondentes de potencial eletrostético v, onde H é

adistancia entre a proteina e a superficie através do meio. Adaptada de NORDE (1986).

A transferéncia de ions envolve simultaneamente, a transferéncia de massa e o
transporte de carga. Desta forma, o trabalho total de transferéncia de um ion da solugéo
para a superficie envolve contribuicdes quimicas e elétricas. Se ocorrer a transferéncia
de um ion de uma fase para a interface, a contribui¢do quimica é significativa. Somente
no caso do ion ser transportado com a estrutura inalterada é que a contribuicdo quimica
serd virtualmente zero, o que sd ocorre na parte difusa da camada elétrica dupla
Quando dois corpos carregados se aproximam (0 que ocorre durante 0 processo de
adsor¢cdo de uma proteina em uma superficie carregada) ha uma superposicéo das
camadas e€létricas duplas originando uma redistribuicdo de cargas. Interagtes
eletrostéticas exercem um importante papel nos processo de adsorcdo e essas
contribuic¢bes podem ser estimadas comparando as propriedades el étricas antes e depois
da adsorcdo. Convém mais uma vez registrar, que na andlise do fenébmeno de adsorcéo,

ndo apenas as interacbes eletrostaticas devem ser consideradas, como também as
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contribui¢des de outras interacdes, conforme salientado por NORDE (1986), NORDE e
GIACOMELLI (2000) e CLAESSON et al. (1995).

De um modo geral, 0s pontos experimentais em uma isoterma de adsor¢éo sdo
geralmente descritos pelo modelo de Langmuir, representado pela Equacéo 1, onde gmax
€ a quantidade méxima adsorvida e k é a constante de adsor¢éo. Este modelo é aplicado
para sistemas gas / solido, mas pode ser utilizado para sistemas liquido / sdlido quando

se trabalha em baixas concentragdes de uma solucdo ndo eletrolitica

i— kCe 1
Q.. 1+kC, &

Embora o modelo de Langmuir apresente limitacfes (interagdo bimolecular), €
ainda o mais empregado para o calculo da quantidade maxima adsorvida e da constante
de adsor¢do quando a adsor¢do apresenta um comportamento hiperbolico com a
concentracdo de equilibrio (WASSELL et al., 1995; OUIZAT et al., 1999; CONDER e
HAY EK, 2000).

A isoterma de Langmuir pode ser obtida a partir da isoterma de Gibbs, uma vez
gue esta Ultima apresenta uma relacdo entre a variacdo da tensdo superficial na

superficie (y) devido a adsorcéo e a concentragao do adsorvato em solucao:

—dyerT% )

ou entre a pressdo de filme e a concentracéo:

dr :FRT% 3)

onde 1 é a pressio de filme [energia/L?] e I’ é a excesso do soluto na superficie
[mol/L?]. O comportamento do filme formado pode ser descrito por uma equacéo de
estado, relacionando a pressdo de filme com a &rea ocupada pela molécula. A isoterma

de Langmuir pode ser obtida supondo que a equacdo de estado do filme é
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n(oc—0y,12)=kT (4)

onde ¢ e oy correspondem, a area ocupada pelas moléculas e a area minima ocupada

pela molécula, respectivamente. A combinacéo das equacgdes acima, considerando que
o0 << &, conduz aisotermade Langmuir:

B q._kc

— (5)
f 1+ ke

Embora o0 modelo de Langmuir tenha sido originalmente desenvolvido para a
adsorcao gas-sdlido, o proprio Langmuir descreveu a possibilidade de utilizacdo de sua

equacao para a adsorcdo a partir da fase liguida (SCHUKIN et al., 1988).

Isotermas classicas apresentadas por proteinas flexiveis e rigidas séo
apresentadas na Figura 3.5a e b.

< <

.
*
= = *

Figura 3.5 — I sotermas tipicas do processo de adsorcdo. (a) Isotermatipicade

mol éculas flexiveis, atamente solvatadas. (b) | soterma tipica de moléculas rigidas.

A isoterma do tipo a mostra que a curva de adsor¢éo ndo apresenta um patamar
que corresponde a formagdo da monocamada. A tendéncia um pouco ascendente pode
ser explicada por um rearranjo das moléculas devido a suaflexibilidade na superficie. Ja

as moléculas rigidas tendem a formar isotermas do tipo b. Devido a dificuldade de
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rearranjo, as moléculas formam uma monocamada bem definida, podendo ainda formar
uma segunda camada devido a adsor¢do subsequente de proteinas sobre a primeira

camada.

GIACOMELLLI et al. (1997), estudando a adsorcéo de BSA em &xido de titanio,
sugeriram gue os fatores que podem governar o processo de adsorcdo de proteinas sdo

oriundos da:

1 - InteracBes eletrostaticas proteina-proteina e superficie-proteina, que podem

ser atrativas ou repulsivas.

2 — Perda de moléculas de &gua da superficie e da proteina, durante o processo
de adsor¢ado, que promovem a adsor¢do na interface hidrofdbica (da proteina) e opdem-

se ainterface hidrofilica

3 - Mudangas estruturais na proteina, que sdo uma consequiéncia da mudanca na
adsorcdo no equilibrio entre a repulsdo entre as moléculas e a hidrofobicidade

intramolecular.

Os autores propdem que os fatores determinantes sdo o cardter hidrofilico da
superficie e a estabilidade da proteina. Proteinas com alta estabilidade conformacional
(proteinas flexivels) adsorvem numa grande variedade de superficies. Proteinas com
baixa estabilidade conformacional (proteinas rigidas) adsorvem preferencialmente em
superficies hidrofébicas, podendo adsorver em superficies hidrofilicas somente quando
sdo favorecidas pelas interagdes el etrostéticas.

3.5.1-2. Adsorcéo de Proteinas em Hidroxiapatita

GORBUNOFF et al., (1984) tentaram explicar as interages no processo de
adsorcdo de biomoléculas em HAp utilizando 20 proteinas com ponto isoelétrico,

variando de 3,8 a 11,0, estudando principa mente o processo de eluicdo destas proteinas
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com cétions divalentes (Mg®* e Ca®") e anions monovalentes (F, CI', CIOs e SCN).
Com base nos resultados os autores propdem 0s seguintes mecanismos de interacéo

proteina— hidroxiapatita:

a - Proteinas basicas formam ligacOes eletrostéticas entre seu grupo amino e as

cargas negativas de HAp (POy).

HApPO, - - - - +N3H-Pr0t (6)

b - Proteinas acidas formam preferencialmente complexacdo de seus grupos

carboxilicos (COOH) e os sitios célcios da HAp.

HapCa' - - - - OOC-Prot (7)

Sugerindo o0 seguinte esquema do mecanismo de interacdo proposto Figura 3.6.

Ca’ - -"PO,
.;E POy = =-=-=-- TH.N
ns _ + -
& pOH ----- H:N— &
g Ca" - ="POy o
5 PO - Ca™t -oocH &

G e S gelos

Figura 3.6 — Representacdo esquematica do mecanismo de interacdo proposto por
GORBUNOFF et al. (1984).

Com base no esguema acima, GORBUNOFF et al. (1984) sugeriram que
proteinas basicas podem adsorver tanto no sitio fosfato como nas hidroxilas da HAp.
Proteinas &cidas adsorvem nos sitios calcio da HAp, adsorvendo somente nos sitios
fosfato na presenca de cations em solugdo. Os autores interpretam os dados obtidos,
focalizando somente as propriedades eletrostéticas da proteina, 0 que é correto apenas

guando se trabalha em condi¢des em que 0 meio favorece estas condicoes.
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Segundo VOET e VOET (1995) as proteinas sdo adsorvidas em gel de
hidroxiapatita. A separacdo das proteinas acontece em eluicdo gradual com tampao
fosfato. A base fisico-quimica deste procedimento de fracionamento ndo €
completamente entendida, mas aparentemente envolve a adsor¢éo de anions aos sitios

Ca'™" e cétions aos sitios PO,> da hidroxiapatita.

Mais recentemente, FENG et al. (2001) procuraram esclarecer as interacdes
entre albumina e titénio recoberto por ions cacio e fosforo de apatitas. Os resultados
mostraram que as proteinas sdo ligadas quimicamente a0 material inorganico e que o
Ca™ tem um papel importante nesta interagdo. A combinacdo de hidroxiapatita com
titnio também vem sendo utilizada na formacgado de filmes hibridos (TiO,-HAp). Estes
filmes apresentam propriedades de decomposic¢éo fotocatalitica, sendo empregados na
degradacdo de bactérias, virus, pdlen e toxinas. Filmes de TiO,-HAp exploram a
capacidade de alta afinidade da HAp com as biomoléculas (NAKAJMA et al., 2006). A
combinacdo hidroxiapatita - titdnio € muito estudada, pois o material resultante
apresenta propriedades adequadas para utilizagdo em transplantes e outros empregos
(CHENG et al., 2004).

Devido a capacidade de afinidade da hidroxiapatita com uma gama enorme de
proteinas, 0 emprego de colunas cromatograficas de hidroxiapatita vem aumentando nos
altimos anos, mostrando excelentes resultados no campo da separacdo e da purificacdo
de biomoléculas (NIU et al.,, 2006; RENAULT et al., 2006; PARK et al., 2006;
OOTSUKA et al., 2006; BOIX et al., 2005; VITORINO et al., 2004; KANDORI et al.,
2004; TAKAGI et al., 2004; ROUAHI et al., 2004). Estudos da afinidade de adsorcéo
da HAp por proteinas estdo sendo realizados, visando obter uma melhor forma de
adsorcéo e de eleicdo do sistema (GITTENS et al., 2004)

Os trabalhos apresentados na literatura demonstram que a adsor¢do de
biomoléculas em HAp depende das caracteristicas da biomolécula, do adsorvente e do
meio. No entanto, a maioria dos trabalhos apresentados da maior importancia as
caracteristicas da biomolécula. Estudos de caracterizacdo das propriedades fisico-

guimicas do adsorvente sao registrados em menor nimero.



GONCALVES (2002) estudou a adsorcéo e dessorcdo de BSA e lisozima em
hidroxiapatita e demonstrou que a BSA adsorve nos sitios célcio da hidroxiapatita
através de interagoes fortes e em ampla faixa de pH (4,5 a 9,0). O comportamento da
adsorcéo da albumina do soro bovino é regular e na maioria dos casos as isotermas
podem ser gjustadas ao modelo de Langmuir, apresentando um maximo de adsor¢éo no
ponto isoelétrico da BSA (94 mg/g). A lisozima adsorve de forma irregular e apresenta
duas intensidades diferentes de interacGes, uma interacdo fraca relativa a adsorcéo fisica
e uma interagdo forte que corresponde a adsorcdo nos sitios fosfato do adsorvente.
Observou-se ainda que a lisozima praticamente sd adsorve em pHs basicos, quando as
condicoes eletrostaticas sdo favoraveis, tendo 0 maximo de adsorcdo de 29,5 mg/g, que
ocorre em pH 9,5 diferente do seu ponto isoelétrico. Embora a proteina acida (BSA) e a
proteina basica (lisozima) tenham adsorvido nos sitios cdlcio e fosfato, respectivamente,
ndo foi possivel concluir que todas as proteinas écidas e bésicas vao adsorver nos sitios
cicio e fosfato da hidroxiapatita, respectivamente. Outras caracteristicas, como
flexibilidade e grau de hidrofobicidade, devem ser avaliadas antes de qualquer

conclusao.



CAPITULO IV

Reviséo Bibliografica - Filmes Monomoleculares

4.1 Introducéao

Este capitulo apresenta um breve histdrico sobre o desenvolvimento de filmes
monomoleculares, descrevendo as principais técnicas de preparagdo, caracterizagdo e

aplicagdes de filmes.

4.2 Filmes Monocamadas

Filmes monomoleculares sdo sistemas organizados de dtomos ou moléculas em
uma interface. Estes sistemas apresentam espessura da ordem de nandmetros. Os filmes
monomoleculares podem ser formados por atomos, moléculas inorganicas ou organicas,
este trabalho se detém a filmes organicos. O emprego destes sistemas possibilita um
estudo mais detalhado das moléculas, uma vez que as mesmas apresentam-se quase de

forma isolada, ndo sofrendo grande interferéncia das demais moléculas.

Um filme organico pode ser depositado sobre um substrato sélido, com isto uma
melhor caracterizagdo deste sistema pode ser realizada. Esta deposi¢do pode ser feita
por varias técnicas como evaporagdo térmica, deposi¢do fisica por plasma frio
(sputtering), eletrodeposicdo, adsor¢ao de solugdes, técnica de Langmuir — Blodgett
(LB) (PETTY, 1992). A técnica de LB ¢ a mais promissora no preparo de filmes finos,
pois possibilita um controle preciso da espessura e deposi¢do homogénea da
monocamada em uma determinada fracdo de area. Além disso, esta técnica permite o

desenvolvimento de filmes com multicamadas e composi¢ao variada.
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A utilizagdo de filmes no desenvolvimento de sensores e componentes de
circuitos elétricos foi sugerida, ja& hd algum tempo, em importantes aplicagdes
comerciais destes sistemas (SWALEN, 1987). Observa-se que nas duas Ultimas décadas
ha um aumento significativo na producdo de trabalhos que avaliam o emprego da
técnica de LB. Além disso, também ¢ observado que esta técnica ¢ empregada na

preparagao de biossensores (GUO et al., 2007).

4.3 Historico sobre o Desenvolvimento de Filmes Finos

A literatura reporta que em 1774 Benjamin Franklin ja havia observado o
espalhamento de oOleo sobre a agua (ROBERTS, 1990) e realizado calculos
simplificados, nos quais supunha que uma colher de ché cheia de 6leo espalhada sobre
uma area de aproximadamente dois mil metros quadrados, formaria um filme sobre a

superficie da agua de mais ou menos 2nm de espessura.

Quase cem anos depois, Lord Rayleigh suspeitou que a extensdo maxima de um
filme de 6leo em 4gua representa uma fina camada molecular. O marco inicial no
desenvolvimento de estudos sistematicos de filmes ¢ o trabalho da alemd Agnes
Pockles. Agnes desenvolveu uma balan¢a rudimentar de superficie na sua pia de
cozinha, a qual ela usava para determinar contaminagdes da dgua, como funcao da area
por superficie, para diferentes 6leos. A publicacdo de Pockels em 1891 na revista
Nature foi fundamental para o trabalho quantitativo de Langmuir sobre monocamadas

de acidos graxos, ésteres e alcoois em 1917 (POCKELS, 1891).

Irwing Langmuir foi o primeiro a desenvolver estudos sistematicos de
monocamadas flutuantes sobre a agua. Nos anos 20 ele reportou a transferéncia de
moléculas de acidos graxos da superficie da 4gua para um suporte soélido. Porém a
primeira descrigdo detalhada da seqiiéncia da transferéncia de monocamadas para um
suporte solido foi dada anos mais tarde por Katherine Blodgett (BLODGETT, 1935). A
conformac¢ao na montagem de monocamadas em um substrato sélido ¢ portanto referida
como filmes de Langmuir — Blodgett. O termo “filmes de Langmuir” ¢ normalmente

empregado para monocamadas flutuantes.
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Apos os trabalhos pioneiros de Langmuir e Blodgett, quase cem anos depois,
cientistas de todo o mundo comecaram a perceber as vantagens desta técnica Unica. A
primeira conferéncia internacional sobre filmes LB foi realizada em 1979, desde entao,

o estudo desta técnica vem crescendo em varios campos de pesquisas.

4.4 Propriedades de Filmes

Para uma melhor compreensdo das medidas das variaveis de um filme, faz-se
necessaria uma breve introducdo das principais propriedades fisico-quimicas de

moléculas e das propriedades inerentes ao sistema.

4.4.1 - Tensao Superficial

As moléculas no estado liquido t€ém um certo grau de atragdo, que depende
fundamentalmente das caracteristicas da substincia. As interagdes das moléculas no
seio de um liquido sdo balanceadas por uma forga de igual atragdo em todas as diregdes.
Por outro lado, as forcas de interagdo entre as moléculas na superficie de um liquido
estdo desbalanceadas. Por exemplo, na interface ar / 4gua, as moléculas de agua que
estdo na interface apresentam uma atracdo maior na direcao da fase liquida que na
direcdo da fase gas. Portanto, existiria uma resultante de forcas espontanea na interface

ar / 4gua, que tende a minimizar a area da superficie e o contato.

O efeito desta resultante de forcas no sistema ¢ existéncia de uma energia livre
na superficie. Esta energia em excesso ¢ chamada de energia livre de superficie, e pode
ser quantificada em unidades de energia / area. Nestas condi¢des, também pode-se
descrever a tensdo de superficie, que ¢ quantificada em unidades de forga / area. A
tensao superficial também pode ser vista, como sendo a medida da energia de coesao

presente na interface.
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Liquidos polares, como a agua, apresentam interacdes intramoleculares fortes e
conseqlientemente uma alta tensdo superficial. Varidveis como a temperatura alteram
estas interagdes. O aumento da temperatura causa uma diminui¢do na tensao superficial.
A tensdo superficial pode ser medida pelo método da placa de Wilhelmy, determinando-
se a forca devida a tensdo de superficie sobre a placa suspensa, parcialmente imersa, na

subfase. Esta for¢a ¢ entdo convertida em tensdo de superficie (» em mN/m ou dina/

cm). A tensdo de superficie pode ser diretamente medida utilizando-se uma balanca de
Langmuir, que ¢ constituida de uma placa de Wilhelmy e de barreiras moveis que fazem

a compressao e descompressao da monocamada, conforme mostrado na Figura 4.1.

Placa de

Wilhehny _
Earreira Earreira
i -

r | - i |

—

Monocatrnada Cobrindo a Superficie

Figura 4.1 — Esquema ilustrativo da balang¢a de Langmuir como a placa de Wilhelmy e

as barreiras moveis.

A balanga Langmuir utiliza o método da placa de Wilhelmy para o calculo da
tensdo superficial, que ¢ baseado na forg¢a devido a tens@o superficial exercida sobre a
placa parcialmente imersa em na subfase (ver Figura 4.1). A tensao superficial pode ser

representada da seguinte forma:

W (8)
A=— "
2(1+t)Cosé

Onde:
A = Tensao de superficie calculada

W = Forg¢a exercida sobre a placa
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1 = Comprimento da placa
t = Espessura da placa

0 = Angulo de contato entre o liquido e a placa.

4.4.2 — Pressao de Superficie

A pressdo de superficie ¢ definida como sendo a diminuicdo da tensdo
superficial (energia livre de superficie) produzida pela monocamada. A pressdo de

superficie esta apresentada na Equacao 9.

T=YVo " Vm (9)

Onde:

v, Corresponde a tensdo superficial na auséncia da monocamada.

7. Significa a tensdo superficial na presenca do filme.

A capacidade de penetracdo de proteinas em monocamadas pode ser
quantificada através da correlagdo entre a concentracdo na subfase e a variagdo na
pressdo de superficie (Ax). Esta capacidade de penetragdo de proteinas em camadas
lipidicas ndo pode ser diretamente correlacionada com a carga elétrica global ou com o
grau de hidrofobicidade da proteina. Por outro lado, Ay é proporcional a penetracdo,
admitindo-se que as ligagdes sdo reversiveis e a adsorcdo comporta-se de forma ideal,
esta propriedade ¢ importante, pois permite a quantificacdo do excesso de moléculas na
superficie através da equacdo de Gibbs (Equagdo 10), que pode ser utilizada para

estimar a concentragdo na superficie e a area molecular aparente do adsorvente na

interface (VERGER e PATTUS, 1982).

1 1 dy (10)

RT CdlogC
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Onde:

I' = Excesso do soluto na superficie

R = Constante universal dos gases ideais
T = Temperatura da subfase

C = Concentracao

v = Tensao de superficie

4.5 Filmes de Langmuir

O filme de Langmuir sdo sistemas formados de moléculas organicas anfifilicas
(como os lipidios, os fosfolipidios e os glicolipidios), na interface gas / liquido
(GIRARD-EGROT 2005). O carater anfifilico destas moléculas permite a orientagdo
das mesmas na interface gas / liquido, entre as fases liquida e gasosa para minimizar a
energia livre de superficie, formando uma camada insolavel (filme). O material classico
para a formagdo de monocamadas insoliveis s3o as moléculas anfifilicas, ou seja,
moléculas que apresentam uma parte hidrofobica, constituida principalmente por
hidrocarbonetos, e uma parte hidrofilica que consiste de grupos polares (-OH, -COOH, -
NH;", -PO4 (CH,),NH3", etc.). Os surfactantes (agentes ativos na superficie) sao classes

de moléculas que apresentam esta caracteristica de forma mais acentuada.

Existe um grande niimero de surfactantes com natureza anfifilica, que diminui
drasticamente a tensao superficial da 4gua. Muitas destas substancias sdo insoliveis em
agua, e com a ajuda de solventes podem difundir-se na superficie da mesma, formando
uma monocamada na interface ar /agua. A Figura 4.2 mostra um esquema da formacao
de filmes de Langmuir dividida em trés partes: 1 — espalhamento das moléculas na
interface ar / 4gua, 2 — a etapa de compressdo, 3 — a monocamada no estado

condensado.
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1 — Espalhamento das moléculas na interface ar/ agua

% Formacio do filme monomolecular no estado gasoso

2 — Comypresséo da superficie do filme

% Organizac8o molecular na interface

3 —Monocamada no estado condensado

% Filtne monomolecular perfeitamente organizado na interface ar fagua

Figura 4.2 — Esquema do principio da formagao de filmes de Langmuir. Figura

adaptada de GIRARD-EGROT et al. (2005).

A formagdo do filme ocorre através da deposi¢do de gotas de uma solugdo
diluida de uma substancia anfifilica sobre a superficie da camada de agua. Esta solugdo
¢ normalmente preparada em um solvente, por exemplo, o cloroférmio. Apods a
evaporacao do solvente, ocorre a formacao de um filme de espessura nanométrica na
interface, com a parte hidrofilica imersa na 4gua e a parte hidrofobica sobre a agua.
Quando aplicada uma pequena quantidade de moléculas, de modo que a soma da area
ocupada por todas as moléculas seja inferior a area da superficie, observa-se neste caso,
a formacdo de um filme no qual as moléculas apresentam-se como em uma fase gasosa

(Figura4.2 - 1).

Utilizando-se a balan¢a de Langmuir, composta por barreiras moveis, pode-se
fazer a compressdo deste filme. Através da compressdo as moléculas vao se
organizando de forma diferente, simulando a mudanga de um estado gasoso para um
estado liquido expandido (Figura 4.2 - 2). A medida que esta compressao vai aumentado
o comportamento destas moléculas vai passando pelos seguintes estados, liquido,

liquido condensado (Figura 4.2 - 3) até um estagio semelhante ao estado sélido.
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Os filmes de Langmuir sdao caracterizados pelo seu diagrama de fases, que ¢
obtido pela determinacdo da pressdo de superficie como funcdo da 4rea superficial
avaliada para cada molécula. Estes experimentos, conhecidos como isotermas (Figura
4.3), devem ser realizados a temperatura constante. A Figura 4.3 mostra um esquema do
diagrama de fases, com uma representacao simplificada da forma como as moléculas se

rearranjam em cada estagio.
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Figura 4.3 — Graficos tipicos da area de superficie em fungao da pressdo de superficie

para materiais em diferentes fases. Adaptada de GIRARD-EGROT et al. (2005).

Diferentes fases de transi¢do podem ser observadas na Figura 4.3. As duas
curvas sdo isotermas tipicas para acidos graxos e fosfolipidios. Observa-se que a baixas
pressdes as moléculas se comportam como uma fase gés, praticamente nao sofrendo
influéncia das moléculas vizinhas. A medida que a pressdo aumenta ou a area por
molécula diminui, as moléculas comecam a sofrer interferéncia das suas vizinhas,
comportando-se como uma fase de liquido expandido. Com o aumento seqiiencial da
pressdo, as moléculas passam a se comportar como um liquido condensado, passando
por uma fase de transi¢do entre liquido condensado e liquido expandido. Em pressdes
mais elevadas as moléculas ficam bastante comprimidas, com comportamento similar a

de um solido. Finalmente quando submetida a uma pressdo extremamente elevada
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(dependendo de fatores como, o tipo de molécula, da concentragdo das moléculas no

meio, da temperatura, etc.), a monocamada tende a colapsar.

4.6 Filmes de Langmuir- Blodgett

Utilizando a técnica de Langmuir, aprimorada por Blodgett, é possivel transferir
filmes formados na interface gas / liquido para um suporte sélido. Desta forma, pode-se
utilizar a balanca de Langmuir para obter multicamadas altamente organizadas. Este
tipo de formacdo de estrutura de multicamadas ¢ comumente chamado de filmes de
Langmuir — Blodgett (LB). Esta estrutura ¢ obtida colocando-se um substrato solido,
parcialmente imerso, na subfase. Através de sucessivas imersdes parciais deste substrato
solido, as moléculas do filme vdo aderindo ao substrato, com isto se obtém um filme
multimolecular organizado sobre uma superficie solida. O processo de deposicdo e um
esquema simplificado de alguns tipos de filmes que podem ser obtidos através desta

técnica estdo esquematizados na Figura 4.4.
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Figura 4.4 — Esquema da deposi¢do de uma monocamada em um substrato solido.
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figuras foram adaptadas de GIRARD-EGROT et al. (2005).
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Diferentes tipos de filmes LB de multicamadas podem ser obtidos através de
sucessivas deposi¢des de monocamadas em alguns substratos (ver Figura 4.4). A
estrutura X ¢ obtida utilizando-se um substrato hidrofilico, ao qual a parte hidrofilica
das moléculas ¢ aderida, formando a primeira monocamada. A segunda camada de
moléculas se organiza de modo que a parte hidrofilica das moléculas adere a parte
hidrofobica das moléculas da primeira camada. As camadas seguintes seriam formadas
com as moléculas na mesma orientacdo da segunda camada, e ao final, uma estrutura
multicamadas ¢ formada, na qual a parte hidrofilica de uma camada de molécula ¢
aderida a parte hidrofébica das moléculas da ultima camada que compdem o filme. As
estruturas do tipo Z sdo formadas utilizando-se um substrato hidrofobico. Neste caso, as
moléculas aderem a este substrato através de suas partes hidrofobicas. A segunda
camada ¢ formada com a parte hidrofobica destas moléculas aderindo a parte hidrofilica
das moléculas da primeira camada. As camadas seguintes sdo formadas com as

moléculas segundo a mesma orientagao.

A estrutura do tipo Y ¢ a mais comum, ela ¢ obtida utilizando-se um substrato
hidrofobico, ao qual as moléculas sdo aderidas através de sua parte hidrofobica.
Diferente das demais estruturas, na segunda camada deste sistema as moléculas aderem
a primeira camada através de sua parte hidrofilica, resultando em um sistema onde a
parte hidrofilica da segunda camada ¢é aderida a parte hidrofilica da primeira camada. A
terceira camada ¢ obtida através da adesdo da parte hidrofobica das moléculas a parte
hidrofébica das moléculas da segunda camada, assim obtendo-se uma estrutura onde a
parte hidrofilica de uma camada esta aderida a parte hidrofilica da outra, e a parte
hidrofobica de uma camada a parte hidrofobica das moléculas da camada seguinte. Este
tipo ¢ uma amostra representativa de membranas bioldgicas naturais. Estruturas

intermediarias sdo algumas vezes observadas, sendo a mais freqiiente a do tipo XY.

A natureza do espalhamento do filme, composi¢do e temperatura da subfase, a
pressao de superficie durante a deposicao, a velocidade de deposi¢do, o tipo € a natureza
do substrato so6lido e o tempo em que o substrato sdlido permanece no ar ou na subfase

entre os ciclos de deposicao afetam as caracteristicas do filme produzido.
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A técnica de LB oferece a possibilidade de se ter um controle praticamente
perfeito de cada passo da preparacdo de filmes LB. A maior vantagem de membranas
obtidas por meio desta técnica € que a deposi¢do quase perfeita das moléculas alcangada
na superficie da dgua pode ser mantida durante a transferéncia sobre o suporte solido,

onde todos os parametros sdo otimizados.

A técnica de LB ¢ conhecida por ser um método eficiente para a preparagao de
filmes finos bem organizados. Porém, a utilizacdo de métodos altamente sensiveis para
analisar as superficies tem revelado alguns defeitos nos filmes lipidicos formados pela
técnica de Langmuir-Blodgett, incluindo a declinagdo, as areas cristalinas ndo
homogeéneas, os colapsos localizados, as vacancias, etc. (GIRARD-EGROT et al. 2005).
A Tabela 4.1 mostra alguns métodos analiticos utilizados para caracterizag@o dos filmes
de Langmuir-Blodgett. Os defeitos podem ser prejudiciais para algumas aplicagdes,
como o dos aparelhos eletronicos moleculares que tenham funcdes especificas em nivel
molecular. Além disso, a inser¢do de um elemento biosensivel (enzima) para o
desenvolvimento de membranas biomimética e biosensores nao ocorre corretamente se

o filme LB nao for perfeitamente estruturado e homogéneo.

Ainda se observem defeitos em filmes obtidos através da técnica de Langmuir-
Blodgett, ¢ importante lembrar que ha outro método que podem ser utilizados para a
obtengdo de filmes monomoleculares contendo proteinas, por exemplo, a simples
difusdo da proteina na interface. No entanto observa-se que os outros métodos formam
estruturas com mais defeitos que os obtidos pela técnica de Langmuir-Blodgett
(VERGER e PATTUS, 1982). Muitos dos defeitos encontrados no filmes de Langmuir-
Blodgett da-se pelo fato de que os experimentos sdo conduzidos na auséncia de lipidios
ou em baixa pressao superficial, ou no caso em que os experimentos contém lipidios sdo
conduzidos com proteinas soluveis, que ndo interagem com os lipidios in Vivo

(GIRARD-EGROT et al. 2005).
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Tabela 4-1 — Visdo global das técnicas mais relevantes para a caracterizagdo da

estrutura e organizacao dos filmes de Langmuir-Blodgett. Tabela adaptada de

GIRARD-EGROT et al. (2005)

Técnicas

| nfor magdes obtidas

Elipsometria

Difragao e reflexao de néutron
Difracao de raio-X

GIXD

Difracdo de elétrons

- Difragdo de elétrons de transmissao
(TED)

- Difragdao de elétrons de alta energia de
reflexdo (RHEED)

- Difracdo de elétrons de baixa energia
(LEED)

Espectroscopia de infravermelho

- Espectroscopia de luz polarizada,
espectroscopia da adsor¢do e reflexao de
infravermelho (IRRAS), reflexdo total
atenuada-Infravermelho com transformada
de Fourier (ATR-FTIR)

Espectroscopia de Raman aumentada na
superficie (SERS)

Espectroscopia fotoeletronica de Raio-X
(XPS) ou Espectroscopia eletronica para
analise quimica (ESCA)

Microscopia 6tica

- Microscopia de  contraste de
interferéncia diferencial de Nomarski

- Microscopia otica de varredura (FL-
NSOM)

Microscopia eletronica

- Microscopia eletronica de varredura
(SEM)

- Microscopia eletronica de transmissdao
(TEM)

Microscopia de tunelamento de varredura
(STM)

Microscopia de forca atomica (AFM)

Espessura (com precisdo de 2 A) e indice
de refracdo

Informagdes estruturais e espessura
Espessura, periodicidade interplanar,
densidade do perfil eletronico normal a
superficie (determinagao do tipo de
deposi¢ao), estrutura cristalina do filme
Estrutura da rede planar e configuracdo da
cadeia carbonica (estendida, curva)

-Espacamento intermolecular, estrutura
cristalina e visualizagao de defeitos
-Informagodes estruturais, angulo e direcao
da curvatura da cadeia carbdnica

- Determinagao de distancias
intermoleculares

- Conformagao da cadeia carbdnica, grau
de ionizagdo dos grupos hidrofilicos,
ligacdo de hidrogénio, mudancgas
estruturais e quimicas

- Empacotamento e angulo de curvatura da
cadeia carbonica, orientagao molecular
Conformacao da cadeia carbdnica e dos
grupos hidrofilicos, interagdes moleculares
Composi¢ao quimica superficial
quantitativa

- Visualizagdo de defeitos, uniformidade no
numero de camadas do filme (resolugao
lateral de 1 um)

- Orienta¢dao molecular, morfologia do
dominio lipidico, regides microcolapsadas
(resolucao lateral de 0,1 pum)

Morfologia superficial, morfologia
dominio lipidico, visualizacao de padroes e
defeitos (resolugdo de 50 nm)

Topografia, morfologia do dominio
lipidico, visualizagdo de defeitos,
empacotamento submolecular (resolugao
lateral de 0,2 nm)
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Estudos de filmes de Langmuir de biomoléculas tém interesse especial, pois
podem ser estendidos para compreender a organizagdo destas moléculas em sistemas
bioldgicos in natura (CONSTANTINO et al., 1998). Utilizando a metodologia de
Langmuir - Blodgett, os filmes podem ser caracterizados por técnicas como
fluorescéncia e espectroscopia de dicroismo circular (CD), técnicas que necessitam a
transferéncia do filme formado. A espectroscopia por fluorescéncia pode fornecer
informagdes sobre a orientagdo estrutural da proteina na interface (VERGER e

PATTUS, 1982).

4.7 Filmes de Biomoléculas e Algumas Aplicacdes

Muitos fendmenos bioldgicos como transporte através de membranas,
transducdo de sinais, ocorrem em interfaces bioldgicas. Filme in vitro pode ser uma
ferramenta importante no estudo destes fendmenos, permitindo o desenvolvimento de

produtos que atuem através destes sistemas.

Trés tipos principais de estruturas de filmes podem ser utilizados para avaliagao
das interfaces: lipossomos, membranas planas bi-moleculares € membranas
monomoleculares com interface gas-liquido ou interface liquido-liquido. Experiéncias
com monocamadas tém vantagens em relagdo aos outros dois sistemas (lipossomos e
membranas planas bimoleculares), uma vez que o arranjo das moléculas pode ser mais
facilmente controlado. Utilizando-se este sistema pode-se obter mais informagdes sobre
as propriedades da proteina de forma mais rapida (VERGER et al., 1984). Uma grande
dificuldade encontrada na obtencdo de filmes protéicos estaveis na interface gas /
liquido decorre da alta solubilidade das moléculas na subfase, possibilitando rapida

desnaturagdo da enzima (ZAITSEV, 1993).

A cristalografia de proteinas tem revolucionado o entendimento dos processos
biologicos, o que tem promovido uma compreensdo das fungdes em estruturas basicas
com resolu¢do atdmica para um numero regularmente crescente de biomoléculas.

Numerosos € importantes processos bioldgicos sao mediados por proteinas ligadas a
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membranas. Infelizmente proteinas membranares sdo menos receptivas a cristalizagao
em trés dimensdes (3D), e somente poucas estruturas de proteinas membranares tém
sido resolvidas por cristalografia de raio X. Cristalografia eletronica em duas dimensdes
(2D) ¢é normalmente aplicada para resolucdo deste problema. VERCLAS et al. (1999)
estudaram a cristalografia de proteinas, utilizando a estrutura de filmes de Langmuir —
Blodgett, e observaram que os dados obtidos com esta técnica foram qualitativamente

equivalentes aos encontrado anteriormente utilizando-se a cristalizacdo em 3D.

Um dos principais problemas encontrados no estudo de filmes monomoleculares
de proteinas ¢ a desnaturagao destas moléculas, que ocorre freqiientemente quando essas
moléculas sdo colocadas em contato com o ar (GIRARD-EGROT et al., 2005). Varios
estudos vém sendo realizados com a finalidade de evitar a desnaturagdo das proteinas

durante e apos a formagdo das monocamadas.

BERZINA et al. (1996) estudaram a composi¢do de monocamadas de moléculas
anfifilicas e proteinas soluveis utilizando a técnica de Langmuir-Blodgett. Nesse
trabalho, os autores desenvolveram uma nova metodologia para a deposi¢cdo das
moléculas de proteina. A adsor¢do da camada de proteina era conduzida em temperatura
e concentragdo Otima e depositada sobre uma superficie hidrofilica. Em uma
configuracdo especial do filme protéico, no qual a monocamada de proteina fica
encapsulada entre duas camadas de surfactantes (ver Figura 4.5), evitando o contato das
mesmas com a interface ar / dgua. A utiliza¢ao desta configuracdo evita a desnaturacao

das proteinas causada pelo contato da mesma com o ar.

Monocarmada de
surfactante 2

Carnada de
Proteitia

Monocatada de
surfactante 1

Substrato 3alido

Figura4.5 - Esquema da estrutura do filme utilizado por BERZINA et al. (1996).
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PASTORINO et al. (2002) estudaram a biocatalise da penicilina G acilase
utilizando um sistema de deposicdo das proteinas sobre o substrato semelhante ao
apresentado por BERZINA et al. (1996). Os autores afirmam que a utiliza¢ao da técnica
de Langmuir — Blodgett permite a manipulacio da monocamada de diferentes
componentes com alta atividade ¢ estabilidade. De acordo com BERZINA et al. (1996),
este novo método de deposicdo pode abrir caminho para aplicacdes praticas no

desenvolvimento de meios biocataliticos.

TROITSKY et al. (1996) estudaram um método de deposi¢ao alternado para
filmes de Langmuir — Blodgett. A idéia principal do método consiste em encapsular o
substrato com a monocamada depositada, mergulhando uma placa hidrofilica dentro da
amostra, situando-a muito perto da superficie do substrato. A Figura 4.6 mostra um
esquema simplificado da forma como o experimento deve ser conduzido. Na Figura 4.6-
a mostra a monocamada ja aderida ao substrato ¢ a placa suspensa, na parte b da Figura
4.6 observa-se a placa imersa muito préxima ao sistema substrato - monocamada, a
Figura 4.6-c mostra a o sistema completo (substrato — monocamada — placa -
monocamada) removido da subfase. Se o substrato ficar muito proximo da placa e, se o
ar do meio for removido, a 4gua ¢ contida na lacuna entre a placa e o substrato pela agao

de uma forga capilar, o que evitaria o contato das moléculas com o ar.

Utilizando-se esta técnica de deposi¢do, a monocamada protéica € protegida por
uma camada de dgua e a superficie hidrofilica (limite externo do filme). A grande
vantagem desta configuracdo na deposicdo da monocamada é que o sistema substrato /
placa pode ser transferido para outro compartimento de um instrumento sem necessitar

da subfase (TROITSKY et al., 1996)
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Figura 4.6 - Principio do método proposto por TROITSKY et al. (1996). (a) -
deposicdo da monocamada, (b) - Substrato sendo fechado pela placa e (c) — Sistema

substrato-placa removido da subfase aquosa, P — placa e S substrato.

Esforcos tém sido direcionados para imobilizacdo de proteinas em superficies
solidas. E provavel que, em alguns casos, sistemas contendo proteinas in vitro simulem
condi¢des semelhantes ao sistema de imobilizagdo in vivo. O rapido desenvolvimento da
tecnologia de Langmuir-Blodgett oferece meios quase ideais para imobilizacdo de
proteinas de maneira controlada (WILKINSON et al., 1986). Variaveis importantes
podem ser precisamente monitoradas durante as reagdes, como por exemplo, a area por

molécula. Variagdes nos parametros fundamentais e na energia livre de superficie
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podem ser acompanhadas por uma simples medida da tensdo de superficie

(MacRITCHIE, 1991).

Observa-se na literatura uma atengdo especial em preservar a biomolécula ativa
e estavel na forma de monocamada. Neste sentido, varios trabalhos vém sendo
publicados, como a finalidade de modificar a configuracdo da monocamada, manter as
proteinas mais estaveis e ativas por mais tempo. Outros trabalhos, t€ém como focos
principais a descoberta de novos materiais e / ou a modificacdo das ligacdes proteina —
substrato, através da inclusdo de novos elementos, com por exemplo, metais (PACK et

al., 1997).

Os filmes podem ser utilizados para auxiliar na compreensado e reconstitui¢ao de
sistemas biologicos complexos como as membranas bioldgicas. A interacdo entre
componentes diferentes de membranas bioldgicas € complexa porque as biomembranas
sdo constituidas por diferentes moléculas. O problema inicial no estudo de
biomembranas se d4 desde a caracterizagdo das interagdes binarias entre as moléculas
de forma isolada. Utilizando-se a técnica de Langmuir-Blodgett, estas interagcdes podem
ser estudadas isoladamente. Uma vez que as interagdes bindrias estejam bem

estabelecidas, a etapa final seria a reconstituicio completa destas estruturas

(LAMARCHE et al., 1988).

Os principais e os mais criticos processos celulares resultam de atividades que
ocorrem na membrana, como por exemplo, a sintese de trifosfato de adenosina (ATP).
Outro processo membranar importante ¢ o transporte de moléculas polares de baixa
massa molar, entre elas alguns ions, agua, glicose entre outros, realizado pela proteina F
(OmpF), que também atua na regulacao da pressdo osmotica entre as células e o meio

(HO et al., 2006).

A influéncia de varidveis como temperatura, for¢a ionica, ions divalentes e a
concentracdo de proteina no filme, associada a variagdes na pressao superficial, podem

fornecer importantes informagdes sobre a natureza da interagdo proteina — lipidio

(VERGER e PATTUS, 1982).
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A imobiliza¢do de proteinas na interface ar / fluido ¢ um processo necessario
para a estabilizagdo de espumas, que apresentam uma variedade de aplicagdes em
diversos campos como: na medicina, na bioquimica e no processamento de alimentos.
Hé uma quantidade limitada de sistemas estabilizantes contendo espumas que podem
ser utilizados in Vivo no tratamento da satide humana e animal. Quando bolhas de gas
sdo injetadas junto com liquidos, diretamente no sistema sanguineo, ocorre uma
melhora significativa na resposta de ultra-som do coragdo. Estes produtos consistem de
bolhas de 1 a 10pum dispersas em uma solucgdo de sal isotdnica, estabilizada por um ou
mais surfactantes poliméricos. A albumina do soro humano (HSA) ¢ aplicada como tal
estabilizante devido a propriedades como, elevado grau de adsor¢do, capacidade

estabilizante e excelente biocompatibilidade (HANSEN e MYRVOLD 1995).

No caso de proteinas membranares, o sistema de monocamadas na interface gas /
liquido ¢ um modelo que imita membranas biologicas. Estes sistemas permitem estudos
da influéncia da temperatura, da for¢a i6nica e do pH da subfase, permitindo também a
avaliacdo de propriedades termodindmicas do sistema. As monocamadas podem ser
igualmente transferidas para um suporte sélido, permitindo a preparacdo de amostras
para a microscopia eletronica, microscopia de tunelamento por varredura e a

microscopia de for¢a atomica (HEYN et al., 1991).

A hemoglobina é uma importante proteina para o sistema respiratorio dos
animais vertebrados, devido a sua capacidade de estocar e carrear oxigénio do sangue.
YIN et al. (2006) estudaram a formacdo de filmes de Langmuir — Blodgett da
hemoglobina, observando que esta proteina apresenta dois tipos de fase de transicao,

uma fase instavel e outra bem estavel proporcionado uma estrutura bem ordenada.

SLOTTE (1992) estudou a acdo catalitica da enzima colesterol oxidase de
Streptomyces cinnamomeus-A, utilizando a estrutura de filmes monomoleculares na
interface ar/ agua, sendo que o sistema continha na subfase o substrato da enzima. A
expansao da area da monocamada em funcao do tempo, obtendo-se perfis idénticos ao
mostrado na Figura 4.7. Foi observado assim uma expansao na area do filme formado,
pois a molécula do produto formado através da acdo enzimatica tem um tamanho maior

que o substrato.
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Figura 4.7 — Oxidagdo da monocamada de colesterol. Curva representativa da agao da

oxidase em muitas monocamadas de esterol (SLOTTE, 1992).

Moléculas como glicosilfosfatidilinositol (GPI) apresentam alta afinidade pelas
membranas lipidicas e, conseqiientemente, alta afinidade pela interface lipidio / dgua
(PATTUS et al., 1981; EL KIRAT et al., 2002, 2003 ¢ 2004). Ha forte evidéncia que a
hialuronidase do testiculo bovino possua um grupamento GPI ancorado, pois a mesma
apresenta sua atividade catalitica in vivo na membrana que envolve o oOvulo
(LALANCETE et al., 2004). Assim, parece razoavel imaginar que a hialuronidase
possua uma certa afinidade por membranas. Soma-se a isto, o fato de que na literatura
existem varios trabalhos nos quais ja foi identificada a presenga desta molécula
ancorada em outros tipos de hialuronidases (SEATON et al., 2004; MEYERS ¢
ROSENBERGER, 2004).

Muitas proteinas vém sendo estudadas na forma de filmes monomoleculares.
CASELI et al. (2002) utilizaram a estrutura de filmes de Langmuir — Blodgett para
estudar a atividade enzimatica da fosfatase alcalina adsorvida sobre o 4cido dimeristoil
fosfatidico (DMPA). Os autores observaram que a enzima adsorvida apresenta uma
atividade de 12 a 17 % em relacdo a encontrada em meio homogéneo. Estes resultados

mostram que a técnica de Langmuir — Blodgett ainda reduz significativamente a
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atividade enzimatica, exigindo que novos métodos de deposi¢do, novas configuragdes

sejam desenvolvidas e/ou aprimoradas.

Proteinas como, Citocromo f, imonoglobulina, - caseina, fosfatase alcalina,
albumina do soro bovino (BSA), IgG, rodopsina bovina, luciferase, vém sendo estudada
e caracterizadas utilizando-se a técnica de Langmuir — Blodgett. (TAZI et al., 1999 ;
EROKHIN et al., 1998 ; NINO et al., 1999; AKEN e MERKS 1996; PETRIGLIANO et
al., 1996, DUBROVSKY et al., 1995; TRONIN et al., 1996; PEPE et al., 1996;
MARRON-BRIGNONE et al., 1996; LOBANOV et al., 1995). Uma proteina bastante
estudada na forma de filmes de Langmuir — Blodgett ¢ a glicose oxidase, devido ao seu
potencial na construgdo de biossensores de transferéncia (LI et al., 1999;

ALEXANDRE et al., 1997; DUBREUIL et al., 1998; ZAITSEV 1995).

Para constru¢do de imuno-sensores seletivos e sensitivos ¢ necessario que um
filme de anticorpos seja altamente organizado sobre um suporte so6lido. Normalmente o
método de Langmuir-Blodgett ¢ utilizado para preparar estes filmes. Aplicagcdes de
filmes de Langmuir-Blodgett de proteinas tém sido extensivamente estudadas,
principalmente para a aplicacdo em biossensores e estudo de sistemas de interagdes de
proteina-proteina. Os filmes de Langmuir-Blodgett ainda ndo s3o muito estaveis,
provavelmente devido a pouca adesdo da camada de proteina ao substrato e / ou a

instabilidade nativa do filme polimérico (PREININGER et al., 2000).

No sentido de prevenir que os anticorpos do filme desprendam do suporte
facilmente e também para manter a atividade das moléculas ¢ necessario um esquema
de imobilizagdo irreversivel provido de uma elevada carga superficial. A imobiliza¢ao
covalente apresenta uma superficie carregada, o que resulta em um baixo
desprendimento das moléculas, muito desejavel para uma tecnologia de biossensores.
Por outro lado, neste tipo de imobilizagdo, normalmente ocorre uma baixa atividade,
que depende tanto da proteina como da quimica de imobilizagdo e do substrato

(PREININGER et al., 2000).

E bem conhecido que os surfactantes sdo moléculas ideais para a formacdo dos
filmes na interface ar / 4gua. Nos ultimos anos, uma atengao especial tem sido dada aos

surfactantes pulmonares (PANDA et al., 2004). Os surfactantes pulmonares estabilizam
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os pulmdes para uma correta respiragao, atuando na prevencdao € no tratamento da
sindrome de angustia respiratoria (RDS), que ocorre freqiientemente em criangas
prematuras (PARK et al., 1999). Dentre eles, o dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC)
merece uma atencao especial por representar cerca de 45 a 50 % dos surfactantes
pulmonares (RACHANA e BANERIJEE, 2006). O DPPC ¢ o principal responsavel pela
reducdo da tensdo superficial que ocorre no interior dos alvéolos, que durante a
expiragdo ¢ proximo de 0 mN/m (RACHANA e BANERIJEE, 2006). Outros
fosfolipidios e lipidios neutros que estdo presentes em menores quantidades, também
sd0 necessarios para a acao efetiva dos surfactantes pulmonares, ajudando a DPPC a ter

acesso a superficie durante o ciclo respiratorio.
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CAPITULO V

Materiais e Métodos

5.1 Introducéo

Neste capitulo ser8o descritos os métodos de extracdo e isolamento da
hialuronidase e as configuragdes do sistema de adsor¢éo empregadas na purificagdo da
enzima. Também serdo apresentadas as metodologias de sintese e caracterizagcdo da
hidroxiapatita. Posteriormente sdo apresentados os procedimentos experimentais de
avaliacdo da influéncia dos pardmetros do sistema sobre os fenébmenos de adsorcéo e
dessorcdo das proteinas. Além disto, descreve-se a metodologia € 0s materiais
empregados para o estudo de filmes monomoleculares da hialuronidase bovina. Os
trabal hos experimentais foram realizados no Laboratorio de Bioprocessos, no Nucleo de
Catalise (NUCAT), ambos do PEQ/COPPE/UFRJ e, no Laboratério de Organizacéo e
Dindmica de Membranas Bioldgicas, da Universidade Claude Bernard de Lyon na
Franca.

5.2 Extracao da Hialuronidase

A extragdo foi conduzida empregando-se diferentes solucBes extratoras. Agua
em pH 5,5 € 9,0 (0 guste do pH erarealizado com solugdo de hidroxido de sddio 1M) a
4°C. Solucao de sacarose 0,25M em pH 6,0 a 4°C. Tampéao tris-HCl 0,02M e pH 9,0 a
4°C. Estas solugdes foram utilizadas de acordo com trabalhos anteriores disponiveis na
literatura (MARGOLIS et al., 1972; JOY et al., 1985, ARONSON e DAVIDSON,
1967; GOLD 1982; YAMADA et al., 1977). Os testiculos bovinos foram adquiridos
diretamente do matadouro, situado na cidade de Campos dos Goytacazes — RJ.
Primeiramente o epididimo (a membrana que envolve o testiculo) foi retirado, os
testiculos foram homogeneizados por 5 minutos utilizando-se um liquidificador (Walita
HL 3252 poténcia maxima). O materia foi centrifugado por 20 minutos a 5000 rpm
(Sigma 204), a parte solida foi descartada, o sobrenadante foi filtrado em membrana de
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acetato de celulose (Millipore GSWP047S0, lote B5KM14285) 0,22 um de poro
utilizando-se uma bomba de vacuo (PRIMAR, modelo 141 tipo 2VC). O materia
filtrado foi analisado quanto ao teor de proteina total e de atividade enzimética da
hialuronidase (segundo métodos descritos nas paginas nos itens 5.6 e 5.9 deste capitulo,

respectivamente).

Apobs a extracao das proteinas removidas com tampéo tris-HCI 0,02M em pH 9,0
a 4°C, redizou-se extragdes no material descartado com o detergente Triton X 10%.
Extracdes adicionais foram realizadas com tampéo tris pH 7,4, contendo 50 mM NaCl e
0,2% de sacarose pepstatina e leupeptina (0.25 mM cada). Ao final das etapas de extracéo,
0 homogenato foi centrifugado a 150.000 g por 30 min a4°C.

5.3 Sintese da Hidroxiapatita

A hidroxiapatita foi sintetizada no Laboratério do Nucleo de Catdlise (NUCAT)
utilizando o método de precipitacdo (SHIMODA et al., 1990) em proporcdes
estequiométricas, para obtencdo de material com razdo molar célcio:fosforo igual a

1,67, segundo procedimento descrito abaixo.

Prepara-se uma solugdo 0,50M de nitrato de célcio (solucdéo A) e uma segunda
solucdo 0,3M de fosfato dibasico de ambnio (solugdo B). Ajusta-se o pH das duas
solugdes entre 10-11 com adicdo de NH4OH. Coloca-se a solucdo A (750ml) em um
baldo de trés vias, equipado com termdmetro, condensador e com entrada para
alimentagdo da solugéo B. Adiciona-se lentamente a solucdo B (750ml), com auxilio de
uma bomba peristaltica (Master Flex modelo-7519-65), utilizando uma vazdo de
100 mL/h sob agitacdo magnética constante. Nestas condicdes ocorre a precipitacéo da
HAp Mantém-se o sistema em um banho de silicone a 80°C (+5 °C) durante a adigo,
permanecendo sob agitacdo nesta temperatura por mais duas horas. Apds o
envelhecimento, a mistura é filtrada a quente em papel de filtro em um funil de
Buckner. O sdlido é lavado a quente até que o pH do filtrado esteja em torno de sete €,
posteriormente, seco em uma estufa por 24 horas, a temperatura de 100 °C, e
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classificado em uma peneira de malhaigual a 65 mesh. O material final foi denominado
de HAp.

5.4 Caracterizacao do Adsorvente

5.4.1 Composicao Quimica M éassica

A razdo calcio:fosforo das amostras foi determinada por meio do ensaio de
fluorescéncia realizado em equipamento Rigaku, modelo RIX 3100, usando uma fonte

de Ruténio (Rh) nas linhas de Caa., Pa,, Oa e Ca.

5.4.2 Composi¢ao Quimica de Superficie

A identificacdo da composicdo quimica de superficie foi determinada por
espectroscopia fotoel etronica de raios—X (XPS), utilizando o equipamento Perkin-Elmer
1257 com anddo de Mg a 200W (hv=1253,6 V).

Os espectros foram analisados em termos das intensidades relativas e do
deslocamento quimico do Ca e do P. O efeito de carga foi corrigido usando o pico do
Cis, com energia de ligacdo (E,) fixada em 284,6 eV. Para a medida de intensidade,
usou-se 0 pico Cayy € Py, ViSto que estes apresentam valores de energia cinetica (Ec)
semelhante. O célculo darazdo CalP foi realizado através da determinacéo das areas dos
picos Ca e P apds a subtracdo do fundo inelastico (background) e da correcdo das
intensidades pelos respectivos fatores de sensibilidade, como descrito por SHIRLEY
(1972).

5.4.3 Propriedades Texturais

As propriedades texturais foram avaliadas a partir das isotermas de adsorcéo fisica
de N, a -196 C, pelo método BET, utilizando o equipamento Micromeritics ASAP-
2000 A. As amostras foram pré-tratadas a 150 °C, sob vécuo (5 x 10° Torr) durante
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aproximadamente 8 horas para retirada de umidade. O célculo da distribuicdo do
tamanho de poros foi obtido baseado no método BJH (BARRETT, 1951).

5.4.4 Andlise de Estrutura e Pureza de Fases

A morfologia e a pureza das fases foram caracterizadas através da andise de
difracBo de raios-X, usando o equipamento Rigaku modelo Miniflex TG em fonte
CuKa. (V=30kv e I=15mA), no intervalo de 2°<26<100° e com passo de 0,05° e tempo
de contagem de 2 segundos. A identificacdo das fases foi realizada, utilizando o padr&o
do banco de dados |CDD-PDF-09-0432 através do método de Hanawalt.

5.4.5 Deter minacéo de Propriedades Elétricas - Potencial Zeta

As propriedades elétricas do material foram determinadas utilizando o aparelho
Zeta Probe - Colloidal Dynamics. Os potenciais zeta da HAp em fung¢&o do pH foram
determinados a partir de uma suspensdo do material contendo 3,2 % (massa/volume). A
variacdo do pH foi controlada via titulacdo automética, realizada pelo proprio
equipamento, usando solugdes de é&cido cloridrico e hidroxido de sodio (1IM). A
aquisicdo dos dados foi obtida através do software ZetaProbe.

5.4.6 Determinagdo do Tamanho de Particulas

Os ensaios foram realizados utilizando o Malvern - Master sizer Plus baseado na
técnica de difracdo de raio laser, a partir de uma suspensdo da amostra contendo
aproximadamente 0,2% (massa/volume). Realizaram-se testes na presenca e na auséncia
de ultra-som, buscando-se desta forma avaliar a resisténcia mecénica das particulas.
5.5 Adsorcéo em Batelada

As isotermas de adsor¢éo foram obtidas através de medidas da concentracéo de

equilibrio da proteina em solucdo aguosa. Utilizaram-se para os testes as proteinas

hialuronidase do testiculo bovino tipo I-S e IV-S e aalbumina do soro bovino.
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Hialuronidases do testiculo bovino dos tipos I-S e IV-S foram da Sigma Chemical
Co, cristdlizadas e liofilizadas. A albumina de soro bovino (BSA) foi fornecida pela
Sigma Chemica Co, (lote 56H0659), cristalizada e liofilizada, com massa molar de
6,9x10" Da, tamanho de 11,6 nm x 2,7 nm x 2,7 nm e ponto isoel étrico na faixa de 4,7-
4,9 (PUTMAN et al., 1997).

Os experimentos foram conduzidos em frascos de 30 ml, colocando-se em
contato a solucdo de proteina com o adsorvente. Utilizou-se em cada frasco 30 ml de
solucdo de proteina, com concentracdo inicia variando de 0,1 g/L a 1,5 g/L, e 0,350g,
0,175 e 0,0875 g de HAp. Nestas condi¢des, o pH do sistema encontra-se em torno de
6,5 paa a BSA e 7,10 para Hya. O aguste do pH para vaores diferentes, em
experimentos de avaliagdo da influéncia do pH na adsorcéo, foi realizado através da
adicdo de é&cido cloridrico 1,0M e de hidréxido de sodio 1,0 M, até o pH desgjado. O
sistema foi mantido a temperatura constante de 25 °C, sob agitacdo constante de 150
rom, em um agitador rotatério (New Brunswick Scientific co. Inc - modelo G24
environmental incubator Shaker) até atingir o equilibrio, determinado anteriormente
através de ensaios de cinética de adsor¢do para ambas as proteinas (2h para BSA e 1h
para Hya). Em seguida o material foi centrifugado (centrifuga modelo Jouan — CR3i)
por 10 min a 10.000 rpm. A concentracdo de proteinas em solucdo foi determinada pelo
método de Bradford (BRADFORD, 1976). A avaiac&o dainfluéncia do pH na adsorcéo
das proteinas foi verificada a partir de uma solucéo com concentracéo inicial de 1,0 g/L
paraBSA e 0,1 g/L paraHyaa?25 °C.

A adsorgdo da mistura binaria foi realizada com 30 ml da mistura das proteinas
comerciais BSA (0,5 g/L) e hiauronidase (0,5 g/L) nas mesmas condi¢cbes das
adsorcdes em batelada em separado para cada proteina.

5.6 Dosagem de Proteina
A dosagem do teor de proteina em solucéo foi realizada com base no método de

Bradford (BRADFORD, 1976) em um espectrofotdbmetro modelo Spectronic 20D+,
com o comprimento de onda de 600 nm. A metodol ogia usada é descrita a seguir:

70



Preparo da Solucdo Corante - Para a preparacéo de 575 mL do reagente deve-
se dissolver 50 mg (0,05g) de Azul Brilhante de Coomassie G (Sigma) em 25 mL de
etanol (95%), sob agitacdo constante. Em seguida, mistura-se 50 mL de é&cido fosférico
a 85% e dilui-se a solugcdo com 500 mL de H,O destilada. A solucéo é filtrada para

remocao do corante ndo dissolvido e estocadaa 4 °C.

Determinacgdo da Curva de Calibragdo - A curva é construida com solucdes
de BSA nafaixade 0,02 g/L a0,1 g/L. Os pontos séo obtidos com aliquotas de 0,6 mL
(600 uL) da solugcdo de BSA em uma cubeta com 6mL da solugdo corante, mediante
agitacdo. O zero do espectrofotdmetro deve ser gjustado com uma amostra contendo
600uL de agua em 6 mL da solucéo corante. As amostras devem ser lidas no intervalo

de tempo de 10 min a 30 min no comprimento de onda de 600 nm.

5.7 Determinacédo dos Parametros das Isotermas de Adsorcéao

No célculo dos pardmetros das isotermas, é necess&ria a utilizagdo de um
modelo. Os pontos experimentais foram gjustados ao modelo de Langmuir, utilizando-
se, primeiramente, a regressdo linear (equacdo de Langmuir linearizada).
Posteriormente, usou-se 0 método de minimos quadrados, com o auxilio do
STATISTICA®, para estimar os parametros da equacéo de Langmuir em sua forma
original (hiperbdlica).

5.8 Ensaios Preliminares de Dessorcédo da Hialuronidase

Apbs a adsorcdo em batelada foram realizados ensaios de dessorcdo tanto da
mistura bindria como dos extratos. Os testes foram realizados variando-se a
concentracdo molar dos agentes eluentes, tampéo fosfato de sddio e solucéo de cloreto
de cdcio, de 0,1M a 0,0001M. Também foram realizados testes de dessor¢éo variando-

seo pH daaguade 5,3 a 8,3, e 0 gjuste foi feito utilizando-se hidréxido de sodio.
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5.9 Atividade Enzimatica da Hialuronidase

O método desenvolvido por TOLKSDOREF et al. (1949) e KASS e SEASTONE
(1944) para a determinacdo da atividade enzimética baseia-se fundamentalmente na
medida de turbidez. De forma bastante simplificada, a metodologia empregada para
determinacdo da atividade da hialuronidase € baseada no fato de o &cido hialurénico
reagir com o hidrolisado de BSA formando um precipitado, que em concentragctes
adeguadas torna a amostra turbida. A concentracéo do acido hialurdnico é diretamente
proporciona a turbidez da amostra. A acdo catalitica da hialuronidase sobre o &cido
hialurénico, impede a interagdo deste com o hidrolisado de BSA, reduzindo a turbidez
da amostra. Desta forma, correlaciona-se a atividade de hialuronidase com aturbidez da
amostra. Quanto maior a atividade de hialuronidase, menor sera a turbidez da amostra.

Os reagentes e a metodol ogia usada sdo descritos a seguir:

e Tampéo fosfato de sodio 0,1 molar, pH 5,3 com 0,15 molar de cloreto de sbdio.

e Tampéo acetato de sddio 0,5 molar, pH 4,2.

e Solucdo da Albumina — dissolve-se 2,5 gramas de albumina de soro bovino, em
250 mililitros de tampéo acetato de sodio 0,5 M, pH 4,2. Ajusta-se o pH para 3,0
com &cido cloridrico 2M e manté-se a 93 °C por 30 minutos. Apés o
resfriamento até 25 °C, gjusta-se 0 volume final para 1000 mililitros com tampao
acetato de sodio, pH 4,2.

e Solucdio de Acido Hialurénico (HA) — 10 miligramas do &cido hiauronico
dissolvido em 25 ml de tampé&o fosfato de sodio, pH 5,3 com 0,15 M de cloreto
de sodio. Caso o0 materia ndo solubilize imediatamente, a solucdo deve ser
aguecida em um banho de dgua a 100 °C por aproximadamente 10 a 15 minutos.

e Teste Enzimético — Pipetase 0,5 mL da solugcdo do acido hialurénico 0,4
mg/mL em uma série de tubos. Incuba-se a 37 °C por 4 a 5 minutos para atingir
a temperatura de equilibrio. Incuba-se um branco com 1 mL de tamp&o fosfato
de sodio, pH 53 com 0,15 M de cloreto de sodio. Incuba-se cada tubo
exatamente por 10 minutos em um banho frio (4 °C). Depois, adiciona-se 9,0 mL
da solugéo de abumina em cada tubo e incuba-se por mais 10 minutos. A
absorbancia de cada tubo deve ser lida no comprimento de onda de 540 nm e
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posteriormente comparada com a agquela obtida para o branco. Com estes testes
obtém-se a curva de calibracdo, na qual correlaciona-se a quantidade de acido

hialurénico consumido com aturbidez.

Para a quantificacdo da atividade, subtraiu-se a quantidade de acido hialurénico
(que reagiu com o hidrolisado de BSA, quantificado através da curva de calibracéo) da
quantidade inicial de &cido hialurénico (utilizou-se 0,2 mg nos testes). Este valor
corresponde a quantidade de &cido hialurénico consumido. Uma unidade de atividade
enziméatica corresponde a quantidade de enzima que consome 0,75 ug de &acido

hialurénico em pH 5,3 a 37 °C no tempo de 10 minutos.

5.10 Formacéo de Filmes Monomoleculares

Os experimentos foram realizados a temperatura constante de 21.0 £ 0.1 °C. A
balanca de Langmuir (Riegler & Kirstein, Wiesbaden, Alemanha) foi equipada com um
sistema de medicdo de pressdo de superficie do tipo Wilhelmy (EL KIRAT, 2000).
Dependendo do tipo de experimento, foi utilizado na subfase um tampéo fosfato 100
mM contendo ou ndo 150 mM NaCl para diferentes valores de pH. Em todos os
experimentos de injecdo de proteina (ensaios em que a proteina era depositada no seio
da subfase), a subfase era agitada continuamente por um agitador magnético com
velocidade de agitacdo de 100 rpm. Para os testes de adsorcéo da hialuronidase com a
area constante, os experimentos foram conduzidos em um pequeno disco de Teflon (3
cm de didmetro) com um volume da subfase de 7 mL. A preparacdo enzimatica foi
injetada na subfase em uma concentracdo final de 1,4 pg/mL. A adsor¢céo da
hialuronidase na interface ar/dgua foi medida por tensiometria, acompanhada pelo
aumento da pressdo na superficie. As isotermas n-A da proteina foram medidas apés a
deposicéo ou apos a injecdo de uma quantidade conhecida de hialuronidase (indicada
em cada experimento) na balanca de Langmuir (dimensdo: 165 cm? e 120 mL de
solucdo tampdo na subfase). Apds 15 min, a superficie era comprimida com uma
velocidade de 6 cm?min. Em tempos de adsor¢do pré-determinados para compressao—

descompressao—compressao, as isotermas da n-A correspondem a adsor¢do acumulativa
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no tempo em relacdo a pressdo de superficie zero. Considerou-se que a proteina é

fracamente adsorvida na interface durante a descompressao.

O mdbdulo de elasticidade foi calculado com base nos dados de pressdo versus

area, obtidos da compresséo das monocamadas, utilizando-se a seguinte equagao:

drz
k =—A — 1
onde A« é a &rea molecular para cada presséo .

Também foram realizados experimentos, nos quais a proteina era depositada
diretamente na interface. Para estes experimento utilizava-se uma solugdo de proteina
com concentracdo inicial de 1 mg /mL. O ciclo de compressdo-descompressao era
realizado apds 20 minutos da deposicdo das moléculas. Os experimentos eram

realizados a temperatura constate de 21 °C.

5.11 Medidas de Espectroscopia do Infravermelho por Transformada
de Fourier (FTIR)

Os espectros na regido do infravermelho foram coletados como descrito por
BONNIN et al. (1999). Utilizou-se um espectrofotdbmetro de infravermelho por
transformada de Fourier, modelo Nicolet 510M FTIR. Os espectros foram obtidos a 25
°C com uma resolucdo de 4 cm™. Para as andises, aliquotas de 20 pl de solugdo de
hialuronidase 10 mg/mL, preparadas em tampéo fosfato 100 mM em &gua deionizada,
contendo 150 mM NaCl para diferentes valores de pH, foram depositadas sobre a célula
de CaF,. A concentracéo de hialuronidase foi determinada a partir de deconvolucéo dos
espectros. Tipicamente, 0 espectro ou uma regido espectral de interesse € representada
como uma soma de distribuices lorentzianas. Para caracterizacdo da hialuronidase, a
regido espectral correspondente a amida foi escolhida devido a presenca deste grupo na
sua estrutura quimica. Desta forma, a concentracdo de hialuronidase é determinada pela
raz&0 entre a drea tomada na regido espectral de interesse (1515 cm™) e a &rea referente

ao grupamento amida.
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5.12 Modelagem Tridimensional da Estrutura da Hialuronidase de
Testiculo Bovino

A hialuronidase do testiculo bovino, com codigo de sequéncia Q7Y $45
(CHOWPONGPANG et al., 2004), foi modelada com a versdo 4.0 do programa
MODELLER (SALI et al, 1993) utilizando-se a estrutura tridimensional da
hialuronidase do veneno de abelha (1FCU Protein Data Bank) (MARKOVIC-
HOUSLEY et al., 2000).

5.13 Microscopia pelo Angulo de Brewster (BAM)

A morfologia da monocamada de hialuronidase e da monocamada mista de
hialuronidase / lipidios na interface ar / &gua foi observada através do emprego do
microscopio a angulo de Brewster (NFT iElli-2000, Gottingen, Germany), montado
sobre a balangca de Langmuir (Riegler & Kirstein GmbH, Wiesbaden, Germany). O
microscopio era equipado com um laser Nd:Y AG de dupla freqiéncia, um polarizador e
uma camera CDD. A resolucéo espacial do BAM eraem torno de 2 um e o tamanho das

imagens de 430 x 320 um.
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CAPITULO VI

Resultados e Discussoes

6.1 Introducéo

Este capitulo apresenta os resultados da preparacdo e da caracterizagdo da
hidroxiapatita, adsorvente utilizado neste trabalho. Simultaneamente, sera apresentada
uma discussdo abordando as principais propriedades fisico-quimicas que afetam o

desempenho no processo de adsorcao.

O objetivo central € a avaliagdo da adsor¢do e dessor¢do da hialuronidase de
testiculo bovino em hidroxiapatita. Estuda-se, portanto a influéncia do pH, da
quantidade do adsorvente, da concentracdo de proteina e do tempo de adsorc¢éo, bem
como do material que constituia o frasco utilizado para a adsorcdo em batelada. Nos
testes de dessor¢do foram utilizados diferentes agentes eluentes em diferentes
concentragbes. Serdo apresentados os resultados da extragdo da hialuronidase
diretamente do testiculo bovino, com diferentes agentes extratores e os resultados de
adsorcao e dessorcao de proteinas em HAp dos extratos obtidos, visando a separacéo da

proteina hialuronidase.

Neste capitulo serdo também discutidos os resultados de modelagem molecular
da hialuronidase de testiculo bovino, que tiveram papel fundamental para o
esclarecimento das propriedades anfifilicas desta proteina. Seréo apresentados os
resultados e as discussdes sobre o estudo de filmes monomoleculares da hialuronidase,
realizados com a finalidade de avaliar a influéncia na adsor¢éo da proteina na interface
de fatores como, as propriedades interfaciais da enzima, o efeito da variacéo de pH da
subfase, a influéncia da presenca de uma camada lipidica na interface. Ainda seréo
mostradas as imagens obtidas através da microscopia pelo angulo de Brewster,
objetivando uma melhor compreenséo do comportamento da proteina nainterface.
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6.2 Sintese e Caracterizacdo da Hidroxiapatita

6.2.1 Sintese da Hidr oxiapatita

A hidroxiapatita foi preparada pelo método de precipitacdo, conforme descrito
no Capitulo V (materiais e métodos). A escolha deste adsorvente foi devida a sua alta
seletividade e capacidade de resolucdo na adsorcdo de proteinas. Soma-se a estas
propriedades o fato de que toda a metodologia para 0 preparo e caracterizacdo deste
adsorvente, bem como 0 seu emprego na separacdo de proteinas, foi bem estabelecida
em trabalhos anteriores (GONCALVES, 2002).

6.2.2 Composicao Quimica M assica e de Superficie

A razdo cécio / fosforo (Ca/P) do adsorvente foi determinada por de ensaios de
fluorescéncia. Ja a relacdo Ca/P na superficie, foi determinada utilizando-se a
espectroscopia fotoel etronica de raio—X. Ambos os valores obtidos para a relagdo calcio

| fésforo, méssica e de superficie dos adsorventes estao apresentados na Tabela 6.1.

Tabela 6.1 — Relagéo célcio / fosforo, méssica e de superficie da hidroxiapatita.
Ca/P (massica) Ca/P (superficie)
HAp 1,59 1,49

Estes valores mostram que a hidroxiapatita preparada é deficiente em calcio,
apresentando  uma relacdo menor que a estequiométrica (Cao(PO4)(HO), e
Ca/lP=1,67). Estes resultados podem ser atribuidos a diversos fatores, como por
exemplo, 0 uso de reagentes com o teor nominal superior ao teor real, a diluicdo do
célcio na etapa de lavagem e/ou a possivel formacao de carbohidroxiapatita superficiais
mais sollveis que HAp em &gua a 80 °C.

6.2.3 Propriedades Texturais
As propriedades texturais foram determinadas pela avaliagdo dos resultados

obtidos a partir das isotermas de fisissor¢do de N, a—196 °C, usando o método BET e o
BJH, como mostraa Tabela 6.2.
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Tabela 6.2 — Propriedades texturais e composi ¢oes quimicas
S(mig) V(emlg)  D,(A)

HAp 435 0,134 174

Os resultados mostram que o adsorvente € tipicamente mMesOpPOroso
(20> D >250). Este resultado € promissor, no que concerne a viabilizagdo do emprego
deste material na adsor¢éo de proteinas, uma vez que o didmetro de poros é maior que o
didmetro médio da maioria das proteinas. Desta forma, toda a &rea superficia do

adsorvente vai estar disponivel no processo de adsorcao.

6.2.4 Andlise da Estrutura e Pureza das Fases dos Adsor ventes

A Figura 6.1 mostra o difratograma obtido para a HAp, comparado ao banco de
dados ICDD-PDF-09-0432. A andlise dos dados permite observar que a HAp preparada
no laboratério, apresenta estrutura hexagonal, caracteristica da hidroxiapatita,
comprovado pela presenca dos planos caracteristicos deste material: 20 = 31,773
(211), 26=32,196 (112), 26 =32,902 (300), 26 =25,879 (002), 20 =49,468
(213), 20=46,711 (222), 20=34,048 (202), 20=39,818 (310), 20 = 50,493
(321),20=53143 (00 4).

Intensidade

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
2 - Teta(graus)

Figura 6.1 — Difratograma da HAp.
Com base no difratograma apresentado na Figura 6.1, pode-se concluir que a

hidroxiapatita € um material cristalino e apresenta-se como uma fase pura.
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6.2.5 Potencial Zeta

O perfil do potencia zeta da hidroxiapatita em fungdo do pH, mostrado na Figura
6.2, permite concluir que o ponto isoelétrico da HAp ocorre aproximadamente em pH
6,6.
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Figura 6.2 - Potencial Zeta da hidroxiapatitaem funcéo do pH.

A variacdo do potencial zeta de 10mV a —10mV na faixa de pH estudada (5,0
<pH<9,5) indica gue o0 adsorvente possui cargas positivas e negativas na superficie.

6.2.6 Tamanho de Particula

O tamanho da particula é uma caracteristica muito importante no processo de
adsorcao, principalmente quando se desga trabalhar com colunas de cromatografia. Nos
processos em batelada esta caracteristica também é importante, pois quanto menor a
particula maior a érea superficial acessivel para a adsorcdo. Na determinacdo do
tamanho da particula foram utilizados dois procedimentos, como ja descrito no Capitulo
V (Materiais e Métodos). Na presenca de ultra-som, para quebra de aglomerados, e sem
ultra-som. A Figura 6.3 foi construida com os dados referentes aos ensaios com ultra-
som da HAp.
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Figura 6.3 - Didmetro de particula da HAp com o uso de ondas de ultra-som.

Pode-se observar que ha uma fragdo dos materiais com tamanho maior que 80
um. O material foi reclassificado em peneiras nafaixa de 15 a 212 mesh, separando-se 0

material retido na peneirade 212 mesh e sendo novamente analisado.

A Figura 6.4 mostra a curva de distribuicdo do didmetro de particula para HAp
ndo submetida a ondas de ultra-som, indicando que ha uma maior quantidade de

material naregido de maior didmetro de particula, 0 que ja era esperado, pois a auséncia
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Figura 6.4 - Diametro de particula da HAp ndo submetido a ondas de ultra-som.
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Os valores do diametro médio de particula nos ensaios realizados sem ultra-som
paraaHAp € de 53 um. Comparando ao valor de diametro médio de particulas obtidos
nas Figuras 6.3, nota-se que ha um grande aumento do diametro quando ndo se utiliza
0s ensaios com ultra-som. Nos processos em batelada, o didmetro que deve ser levado
em consideragdo € o correspondente ao encontrado Nos ensaios sem ultra-som, uma vez

gue este processo Ndo ocorre em altas pressoes.

Estes tamanhos de particula ndo sdo apropriados para a utilizacdo em colunas de
cromatografia, modificagdes por envelhecimento do cristal e / ou tratamentos térmicos
podem ser utilizados para obtencdo de particulas de tamanho apropriado (LAZIE et al,
1996; GONCALVES, 2002).

Os resultados apresentados mostram que foram obtidos adsorventes com
propriedades fisico-quimicas bem definidas o que € um fator determinante para as

possiveis correl agdes entre desempenho e natureza do adsorvente.

6.3 Adsorcéo da Hialuronidase em Hidroxiapatita

6.3.1 Influéncia do Tempo de Adsor ¢do da Hialuronidase em Hidroxiapatita

em Funcao do pH

Com o objetivo de avaiar simultaneamente o tempo de adsor¢éo e a influéncia
do pH foram realizados testes em batelada utilizando 0,350 g de hidroxiapatita e
concentracdo inicial de preparo enzimatico de 0,1 g/L. Utilizou-se tempos de uma hora
e vinte quatro horas, variando-se o pH de cinco a onze. Os resultados estdo apresentados

na Figura6.5.
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Figura 6.5 — Influéncia do tempo de contato na adsorcéo da hialuronidase em HAp
(0,350 g), Co=0,1 g/L, V=15ml a 25 °C.

A andlise da Figura 6.5 mostra que para os valores de pH de cinco até oito e para
0 pH onze ndo ha variagcdo significativa na adsor¢cdo com relacdo ao tempo de uma e
vinte quatro horas, porém para os valores de pH nove e dez observa-se um aumento de
aproximadamente 85% e 400% respectivamente, para a adsor¢cao em vinte quatro horas
em relacdo a adsor¢do em uma hora. Com base nestes resultados os experimentos
posteriores foram executados com o tempo de contato de uma hora, intervalo de tempo

necessario para atingir o equilibrio em valores de pH nafaixade 5,0 a 8,0.

Com base nos resultados apresentados na Figura 6.5, podemos concluir que o
tempo € uma variavel que influencia fortemente a adsor¢do da hialuronidase em
hidroxiapatita, em valores de pH nafaixa de nove a dez. Observa-se que o tempo altera
a adsorcdo da hialuronidase em hidroxiapatita, principalmente em valores de pH onde as
interacOes el etrostéticas ndo sdo favorecidas (valores de pH acima de 7), uma vez que
nesta faixa de pH, tanto o adsorvente como a proteina apresentam carga liquida de

superficie negativa.

Observa-se também que para o pH 11 ndo ha diferenca na adsor¢cdo da
hialuronidase em hidroxiapatita em funcéo do tempo. Contudo, é importante ressaltar
que para este valor de pH, a adsorcéo € basicamente nula, tanto para o tempo de uma

hora como para o tempo de vinte quatro horas.
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Contudo observou-se que 0 méximo de adsor¢ao ocorre entre os pHs de cinco a
oito. Porém, a relacdo da concentracdo de proteina inicial em solucdo por massa de
adsorvente utilizada nestes testes apresentase muito baixa, ndo sendo possivel
identificar o pH 6timo de adsorc&o da hialuronidase em hidroxiapatita nestas condigoes.
Em funcdo disso, se fez necessario a realizagcao de novos testes para avaliacdo do pH
6timo de adsorcdo da hialuronidase em hidroxiapatita, 0s quais estdo apresentados na

secdo seguinte.

6.3.2 Avaliac&o do pH Otimo

Os testes para a avaliagéo do pH na adsor¢do da hialuronidase em hidroxiapatita
foram realizados variando-se a relacdo concentragcdo de proteina inicial em solucéo por
massa de adsorvente. Os testes foram realizados com solugdes iniciais de hialuronidase
de 0,2 g/L e volume de 15 mL, variando-se a massa de hidroxiapatita de 0,350, 0,175 e
0,085 g. Os resultados est&o apresentados na Figura 6.6.
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Figura 6.6 — Influéncia do pH nos testes de adsorc¢éo da hialuronidase em
hidroxiapatita, concentragdo inicial = 0,2 g/L, V=15mL e T = 25°C,Tempo = 1h

A Figura 6.6 mostra que em excesso de adsorvente para pH abaixo de oito
ocorre uma adsor¢do total da proteina em solugdo (massas de 0,350 e 0,175). Em funcéo
disso, ndo foi possivel identificar o melhor pH de adsorcdo da hialuronidase em

hidroxiapatita para os testes realizados com essas massas de adsorvente. Pode-se
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observar ainda na Figura 6.6 que para os ensaios realizados com a massa de 0,085 g de

adsorvente o pH 6timo de adsorcéo é de 7,2.

Em valores de pH abaixo de 7,0 sabe-se que a hidroxiapatita apresenta-se
carregada positivamente, conforme apresentado na Figura 6.2 (potencial zeta da
hidroxiapatita), ou seja, com seus sitios calcio favoraveis a adsorcdo, através de forcas
eletrostaticas. Por outro lado, observa-se que a hialuronidase adsorve em maiores
guantidades nesta mesma faixa de pH (Figura 6.6), o que indica que a hialuronidase n&o
adsorve preferencialmente nos sitios fosfato da hidroxiapatita.

A literatura reporta que a hialuronidase sofre interacdo com o vidro. Por isso,
recomenda-se que os estudos realizados com esta proteina devam ser conduzidos em
recipientes a base de polimeros como, por exemplo, o poliestireno ou em recipientes de
silica temperada para evitar esta interagdo. Uma vez que nos laboratorios a maior parte
dos materiais utilizados € de vidro, decidiu-se avaliar esta interacdo. Neste sentido
foram redlizados testes de adsor¢do simulténea da hialuronidase em hidroxiapatita
utilizando recipientes de vidro e de poliestireno. Os resultados estédo apresentados na
Figura6.7.
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Figura 6.7 — Avaliacdo dainteracdo do material que compde o frasco de adsorcdo da
hialuronidase, concentragdo inicial = 0,2 g/L, V=15mL e T = 25°C,Tempo = 1h.



Os resultados da adsorcdo da hialuronidase em hidroxiapatita tanto em
recipientes de vidro como em recipientes de poliestireno mostram-se idénticos para uma
ampla faixa de pH. Nestas condi¢gdes ndo podemos afirmar, com estes resultados, que a
hialuronidase ndo interage com o vidro. Porém podemos concluir que se a hialuronidase

interage com o vidro, estainteragdo também ocorre com o poliestireno.

6.3.3 I sotermas de Adsor ¢éo

Para a construcéo das isotermas foram utilizadas as proteinas BSA, lisozima e
hialuronidase separadamente. Os testes foram realizados nos valores de pH 4,9 para a
BSA e 7,2 para a hialuronidase, que correspondem aos valores de pH o6timos de
adsorcdo de cada proteina. Os pontos experimentais foram gjustados ao modelo de
Langmuir (Equagdo 5), e os pardmetros foram obtidos utilizando-se o programa
STATISTICA, empregando o método de minimos quadrados, com 95% de confianca.
Os resultados estdo apresentados na Figura 6.8.
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Figura 6.8 — I soterma de adsorcéo da hialuronidase, BSA e lisozimaem HAp, dados

experimentais (pontos) e ajuste a0 modelo de Langmuir (linha), T = 25 °C.
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Observa-se que os pontos experimentais gjustam-se muito bem ao modelo de
Langmuir. Com isso pode-se calcular a quantidade méxima de proteina adsorvida por
grama de hidroxiapatita, que para as trés proteinas foi max = 50 mg Hyal g HAp, 94 mg
BSA/ g HAp e 29,5 mg Liz/ g HAp, e a constante de afinidade foi, respectivamente, k =
9,5 L/g, 382,7 L/g e 136,7 L/g para hialuronidase, BSA e lisozima, respectivamente.
Com base na Figura 6.8 e nos valores de quantidade méxima adsorvida e da constante
de afinidade pode-se afirmar que a hiauronidase apresenta baixa afinidade pela

hidroxiapeatita, apesar de adsorver uma quantidade maior do que alisozima.

6.3.4 Adsorcao da Mistura Binaria

Sabe-se que a BSA esta presente no extrato do testiculo, e que durante o
processo de extracdo sdo retirados varios tipos de proteinas. Com base nestes resultados
ndo se pode afirmar que a BSA serd adsorvida preferencialmente em relagdo a
hialuronidase. Contudo, pode-se imaginar que durante o processo de adsor¢ao iSso
venha a ocorrer. Neste sentido foram realizados testes de adsor¢do de uma mistura

binéria formada pelas proteinas BSA e hialuronidase.

Os testes de adsor¢do da mistura binaria foram realizados utilizando 50% de
hialuronidase e 50% de BSA em base méassica com concentragcdo inicial de proteina
total de 0,1 g/L e massa de adsorvente de 0,075 g, variando-se o pH de cinco a onze

conforme mostra a Figura 6.9.

A adsorcdo da mistura binaria das proteinas BSA e hialuronidase apresenta uma
maior quantidade adsorvida entre os valores de pH 6,0 e 7,0. Este valor € coerente com
0s resultados de adsorcéo das proteinas em separado, umavez que a BSA tem um 6timo
de adsorcdo em pH = 4,9, sabe-se também que a BSA adsorve em grandes quantidades
em valores de pH abaixo de 7,0 (GONCALVES, 2002). Como mostra a Figura 6.5 a
hialuronidase apresenta comportamento semelhante ao encontrado para a BSA, sendo

que o 6timo de adsor¢éo é em pH = 7,2.
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Figura 6.9 — Avaliacdo da adsor¢éo da mistura binariade Hyae BSA em HAp, Co =
0,1g/L, Vo=15mL, massade HAp =0,075g e T = 25 °C, Tempo = 1h.

Este resultado demonstra que nestas condicdes ndo ha adsorcdo preferencial de
nenhuma das proteinas. Isto é comprovado pela concentragdo de proteinas no equilibrio,
aqua nos valores de pH seis e sete € praticamente zero, indicando que toda a proteina
inicial foi adsorvida. Com isto, pode-se afirmar que nestas condi¢des ambas as proteinas
foram adsorvidas. E importante salientar que para os testes de adsor¢do da mistura
binaria, os experimentos foram conduzidos de forma a favorecer a adsor¢do de toda
proteina do meio, tendo uma raz&o massa do adsorvente por massa de proteina de 20,

assim observa-se somente ainfluéncia do pH.

Os resultados da Figura 6.9 sdo coerentes com os resultados da influéncia do pH
na adsorcao para as duas proteinas em separado, uma vez que para ambas as proteinas o
méximo de adsor¢&o ocorre em pH 4,9 para BSA e em pH 7,2 para a hialuronidase. E
importante observar que a capacidade de adsorcdo da HAp para as duas proteinas é
superior a 18 mg / g HAp, como observado nas isotermas de adsor¢cdo das duas
proteinas (Figura 6.8), porém € importante lembrar que nos testes de adsor¢do da
mistura binaria, foi priorizada a adsor¢éo de toda proteina do meio, havendo um excesso

de adsorvente.
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6.3.5 Dessor ¢do da Mistura Binaria

6.3.5.1 — Teor Total de Proteina

Nos resultados de adsor¢do da mistura binaria ndo foi possivel concluir se ha
uma competicdo entre as duas proteinas pelos sitios calcio da hidroxiapatita. Assim, 0s
testes de dessorcéo foram realizados utilizando dois agentes eluentes n&o indiferentes,
que foram o tampédo fosfato de potassio em diferentes concentragdes e solucbes de
cloreto de célcio também em diferentes concentracbes. Os resultados podem ser
visualizados na Figura 6.10 e 6.11, nos quais a quantidade de proteina adsorvida esta
representada pela primeira barra, o que corresponde a etapa de adsorcdo, que ocorreu
em pH 7,0. Apés esta etapa foi realizada uma etapa de lavagem com é&gua em pH 7,0
para remover as proteinas que ndo foram adsorvidas ou que adsorveram fracamente.
Apos a etapa de lavagem, as amostras foram colocadas em contato com o agente eluente
em ordem crescente de concentragdo molar. A Figura 6.10 mostra a remogéo com
tampdo fosfato em concentracOes crescentes de 0,0001 a 0,01 molar. A Figura 6.11
mostra a remocgdo com solucdes de cloreto de calcio em concentragdes crescentes de
0,0001 a 0,01 molar.
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Figura 6.10 — Adsorcdo da BSA e da hialuronidase em HApem pH 7,0a25°C e
dessor¢do dessas proteinas em tampao fosfato de potéssio.
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Figura 6.11 — Adsorcdo da BSA e dahialuronidaseem HApem pH 7,0a25°C e
dessor¢do dessas proteinas com solucdes de cloreto de calcio.

Os resultados apresentados nas Figuras 6.10 e 6.11 indicam que as proteinas em
solucdo foram adsorvidas e que na etapa de lavagem uma pequena quantidade foi
removida (3,9%). O emprego do tampéo fosfato foi eficiente na dessor¢éo das proteinas
e a soma das quantidades de proteinas removida com o emprego das diferentes solucdes
de tampéo fosfato foi cerca de 95% das proteinas adsorvidas. Observa-se ainda que
guanto maior a concentracdo do tampdo fosfato maior a quantidade de proteina

removida

Por outro lado, observa-se que as solucdes de cloreto de calcio (Figura 6.11) néo
conseguiram remover praticamente nenhuma das proteinas (cerca de 3,7%). Pode-se
concluir que ambas as proteinas estédo adsorvidas nos sitios calcio da hidroxiapatita. A
competicéo entre a BSA e a hialuronidase pelos sitios calcio ndo foi observada nos

ensaios de adsor¢do por que foi utilizado adsorvente em excesso.
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6.3.5.2 — Curva Padréo de Calibracéo da Atividade da Hialuronidase pelo
Método de Turbidez

Em todos os testes de adsorcéo e dessorcao anteriores, a quantidade de proteina
foi analisada pelo método de Bradford. Este método analisa proteina total em solucéo,
desta maneira, para a andlise em separado da hialuronidase € necessario 0 emprego de
um método especifico para esta proteina. Neste sentido foram realizados ensaios de
atividade enzimatica da hialuronidase, utilizando o écido hialurénico como substrato.
Para isto curvas de calibragdo conforme apresentadas na Figura 6.12 foram construidas
para avaliar a relacdo entre a concentracdo de hialuronidase e a quantidade de écido
hialurébnico consumido. Foram realizados testes seguindo o método tipico descrito por
TOLKSDORF et al. (1949) e KASS e SEASTONE (1944). Este método utiliza 0,2 mg
de acido hialurénico para cada amostra, no intuito de minimizar o consumo dos
reagentes também foram realizados ensaios utilizando metade das quantidades dos

reagentes conforme mostrado na Figura 6.12 (0,1 mg de acido hialurdnico).

A Figura 6.12 apresenta curvas de calibragdo tipicas, cujos pontos experimentais
foram gjustados a uma equacgdo linear. Observa-se que 0s pontos se gustaram a uma
reta, apresentado um coeficiente de correlacéo de 0,99. Tanto para os testes utilizando
as quantidades padrbes de reagentes, como para os testes em que se utilizou apenas a
metade das quantidades de todos os reagentes (mantém-se a relagdo das concentragdes),
ndo houve perda de sensibilidade.
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Figura 6.12 — Curvade calibracdo da atividade da hialuronidase, utilizando o método

deturbidez.
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Observou-se ainda que mantendo-se a relacdo entre os reagentes, do método de
atividade enzimatica, foi possivel a correlacdo da concentracdo da hialuronidase em
soluc&o com a quantidade de &cido hialurénico consumido. Assim os testes de atividade
enzimatica da hialuronidase foram realizados com apenas metade das quantidades dos

reagentes.

6.3.5.3 — Atividade da Hialuronidase pelo Método de Turbidez nas Etapas de
Dessorc¢ao da Mistura Binaria

De acordo com a Figura 6.10 pode-se concluir que a hialuronidase adsorvida em
hidroxiapatitafoi removida com emprego do tampéo fosfato, porém ndo se pode afirmar
gue a proteina removida permanece ativa apds 0s processos de adsor¢éo e dessorcao.
Para avaliar a quantidade e a atividade da hialuronidase ap0s a dessor¢do foram
realizados testes de atividade enzimatica da hialuronidase e os resultados estéo

apresentados na Figura 6.13.
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Figura 6.13 — Dessor¢éo com tampéo fosfato da hialuronidase em HAp adsorvida na

mistura binaria e atividade enzimatica da proteina medida pelo método de turbidez

Os resultados da Figura 6.13 mostram que a hialuronidase permanece ativa
mesmo apos as etapas de adsorcdo, lavagem e dessor¢do com tampéo fosfato. Também
pode-se observar que nem toda a hialuronidase foi adsorvida (apenas 88%). Da parcela
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de hialuronidase adsorvida, 78% foi recuperada, com isso, pode-se concluir que a
competicdo entre a hialuronidase e a BSA pelos sitios de adsorcdo da hidroxiapatita ndo

favorece a adsor¢ao da hialuronidase.

A dfinidade da hiaduronidase pela hidroxiapatita embora baixa quando
comparada com a da BSA e da lisozima apresenta-se em uma ampla faixa de pH (5,0 a
8,0). E importante salientar que a diferenca de afinidade entre as proteinas de um extrato
e 0 adsorvente € benéfica no processo de separacdo. Os resultados apresentados neste
capitulo mostram que a hidroxiapatita € um adsorvente apropriado para a separagéo da
hialuronidase.

6.4 Extracdo da Hialuronidase do Testiculo Bovino

Os testiculos (Figura 6.14 a) foram primeiramente limpos. Nesta etapa foi
retirado o epididimo. Apos a limpeza, o material foi cortado e pesado (Figura6.14 b e
c), obtendo-se 1620g de massa de testiculo. Para o preparo dos extratos foram triturados
dez gramas de massa de testiculo em 100 mL de solucdo extratora. Foram empregadas
trés diferentes solugdes, tampédo tris— HCI 0,2 M e pH 8,5 a 4°C, solucdo de sacarose
0,25 molar e pH 6,2 a4°C e dguaem valores de pH 5,5 e 9,0 aa 4°C, obtendo-se 32 g/L,
25,7 g/L e 21,8 g/L de proteinas para cada extrato, respectivamente.

Figura 6.14 — Fotos dos testicul os bovinos com o epididimo (a) e do testiculo sem o

epididimo (b ec).

Utilizando o método de turbidez foi analisada a atividade da hialuronidase em
cada extrato. Os resultados estéo apresentados em forma de tabela. Apesar de terem sido
realizados ensaios com a agua em pH 5,5, estes resultados ndo seréo apresentados por

serem semel hantes ao obtidos para 0 extrato com agua em pH 9,0 (Tabela 6.3).
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Tabela 6.3 - Atividade da hialuronidase nos extratos obtidos.

Extrato Atividade especifica Atividade especifica
(U/g detesticulo) (U/g de proteina)
Tris—HCI pH 8,5 37,5 151,5
Solucéo de sacar ose pH 6,2 26,2 147,0
AguapH 9,0 23,0 105,4

Os resultados obtidos mostram que todos os extratos brutos contém a
hialuronidase e os valores de atividade foram comparados com o valor da atividade da
hialuronidase comercial (608 U / mg de sdlido). Porém testes realizados pelo método de
turbidez no laboratdrio de bioprocessos demonstraram que a proteina comercial
apresentava 265 U / mg de sblido. Contudo pode-se observar que este valor € muito
superior ao encontrado no extrato bruto (cerca de 1800 vezes).

6.5 Adsorcéo e Dessorcao dos Extratos Contendo a Hialuronidase

A adsor¢do foi realizada com os extratos obtidos com o tamp&o Tris —-HCl e a
agua em pH 9,0. Para os ensaios foram utilizados 0,075 g de hidroxiapatita e 30 mL dos

extratos diluidos 100 vezes. Os resultados estdo apresentados em forma de grafico na
Figura 6.15.
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Dessorg&o 0.1M

Figura 6.15 — Adsorcéo de proteinas do testicul o bovino obtidos com tampé&o Tris—
HCI e &gua em hidroxiapatita e dessor¢do dessas proteinas com tampéo fosfato em

concentracdo molar crescente.
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A Figura 6.15 mostra que cerca de 50 mg de proteinas / g de hidroxiapatita
foram adsorvidas e que a dessorcdo com o tampdo fosfato apresenta o mesmo
comportamento obtido para a dessor¢cdo da mistura binéria (Figura 6.10), ou sgja, a
remocdo aumenta a medida que a concentracdo molar do tampéo fosfato aumenta. Por
outro lado, na etapa de lavagem a remocao de proteinas € praticamente nula, diferente
da encontrada nos experimentos com a mistura binaria. Este resultado pode ser
explicado pelo fato de que no extrato existe uma variedade de proteinas. Desta forma,
pode-se imaginar que as proteinas que estdo adsorvidas na hidroxiapatita possuem

grande afinidade pelo adsorvente, ndo se desprendendo facilmente.

Pela andlise de proteina total realizada, utilizando-se 0 método de Bradford,
foram recuperadas cerca de 53% e 82 % das proteinas adsorvidas para os extratos feitos
com tampéo tris —HCI e agua, respectivamente. Este resultado mostra que a extragdo

com agua facilita a remocao das proteinas adsorvidas em hidroxiapatita.

Para andlisar a quantidade de hialuronidase foram realizados ensaios de
atividade enzimética nas fragOes provenientes da etapa de lavagem e da eluicdo com

tampdo fosfato. Os resultados podem ser visualizados na Figura 6.16.
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Figura 6.16 — Atividade da hialuronidase pelo método de turbidez. Amostras na etapa
de lavagem com agua em pH 7,2 (igual ao pH de adsorc¢éo). Eluicéo com tampéo

fosfato para as proteinas extraidas com tampéo Tris—HCI e &guaem pH 9,0.
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De acordo com a Figura 6.16 observa-se gue na etapa lavagem, como era de se
esperar, a amostra ndo apresentou atividade enzimatica, uma vez que pelo método de
Bradford ndo foi possivel identificar a presenca de proteinas. Ainda analisando a Figura
6.16, observa-se que em baixas concentracdes molares (0,0001 M e 0,001 M) do tamp&o
fosfato foi possivel uma recuperacéo razoavel da hialuronidase, porém este resultado €
diferente do obtido para a dessor¢do da mistura binéria, para a qual a remocdo da
hialuronidase aumentava com o aumento da concentragdo molar do agente eluente
(Figura6.13).

Contudo os resultados de dessorcdo com o tampdo fosfato foram bastante
promissores, uma Vvez que ocorreu uma maior concentracdo da hialuronidase por
proteina total em solucdes, em relagdo ao extrato bruto, obtendo-se desta forma que o
tampéo fosfato 0,0001M e 0,001M 9458 U / g proteina e 4652 U / g, respectivamente.
Estes resultados de atividade obtidos para a remocdo com o tampdo fosfato nas
concentrages de 0,0001 M e 0,001 M s50 cerca de 62 e 30 vezes maiores que 0S
encontrados no extrato bruto, respectivamente. Estes resultados mostram que apesar da
quantidade de hialuronidase adsorvida em hidroxiapatita ser pouca quando comparada
com a quantidade presente no extrato, observa-se que a pouca quantidade adsorvida
pode ser recuperada com uma concentragdo muito elevada, mostrando assim que a
hidroxiapatita pode ser utilizada na separacdo da hialuronidase por adsor¢céo em uma

etapa posterior do processo de separacao.

As diferencas encontradas nos ensaios de adsor¢éo e dessor¢do entre a mistura
binaria e o extrato bruto podem ser explicadas devido as condic¢des que foram realizados
ambos os ensaios. Estas condi¢des foram diferentes, uma vez que na mistura havia
somente duas proteinas, enquanto que no extrato existia uma grande variedade de
proteinas. Outra diferenca esté na relagdo da concentracdo de proteinas em solucéo por
massa de adsorvente, pois na mistura binaria era bem menor que a trabalhada para o

extrato bruto.

Foram realizados ensaios de adsorcdo com o extrato bruto sem ser diluido,
visando observar o0 maximo de proteina adsorvida pela hidroxiapatita. Os resultados

estdo aprestados em forma de gréfico naFigura 6.17.
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Estes resultados indicam que a capacidade de adsor¢do de proteinas em
hidroxiapatita € muito grande. Apesar da existéncia de diferentes proteinas com
concentracdo elevada no meio, a hidroxiapatita apresentou a capacidade de adsorver

cerca de 300 mg de proteina por grama de hidroxiapatita.
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Figura 6.17 — Adsorcéo do extrato do testiculo bovino em hidroxiapatita, variando-se o
pHde5a8,3, Co=25¢g/L a25°C.

Também foram realizados testes de dessor¢éo do extrato do testiculo bovino,
adsorvido em hidroxiapatita no qual a adsor¢do foi realizada com o extrato sem
diluicBo. Utilizou-se a &gua como agente extrator, em diferentes valores de pH.
Contudo, esta metodologia ndo mostrou-se apropriada para a remocéo de proteina. Este
resultado comprova que realmente as proteinas presentes no extrato adsorvem

fortemente na hidroxiapatita.

6.6 Novos Testes de Adsorcédo do Extrato do Testiculo Bovino em

Hidroxiapatita

A extracéo foi realizada novamente conforme o procedimento experimental

mostrado na secdo 6.3 deste capitulo. Novos testes de proteina total e de atividade
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enzimética da hialuronidase foram realizados. Os resultados foram semelhantes aos
obtidos anteriormente (secéo 6.3). A Figura 6.18 mostra um fluxograma simplificado

das etapas empregadas para 0 processo de extracdo e separacao da hialuronidase.

Testiculo
Bovino
Homogeneizacdo
Tampéo Tris-HCI pH 8,5
Centrifugacao
Sobrenadante 1 Homogenato
PH 56 Descarte
Precipitacéo
Centrifugacdo
Sobrenadante 2 Precipitado
PH 85 Descarte

Adsorcao

Figura 6.18. Fluxograma dos processos de extracao e separacdo da hialuronidase.

O pH do sobrenadante 1 (pH inicial igual a8,5) foi gjustado com uma solucéo de
HCl 1M paraosvaloresde 7,5, 6,5 € 5,6. Nesta etapa, € importante registrar que durante
0 gjuste do sobrenadante 1 para o pH 5,6 foi observado a formacdo de um precipitado.

Esta solugcdo foi entdo centrifugada por 5 minutos com rotagdo de 5.000 rpm. As
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solucdo sobrenadante 1 em valores de pH 8,5, 7,5, 6,5 e a solucdo sobrenadante 2 em
pH 5,6 foram entdo colocadas em contato com a hidroxiapatita por 2 horas sobre
agitacdo constante de 150rpm. Os resultados desta etapa de adsorc¢éo estdo mostrados na
Figura6.19.
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Figura 6.19 Grafico do consumo de acido hialurénico por proteinatotal, para o
sobrenadante do extrato do testiculo bovino em diferentes valores de pH. Onde Inicial

corresponde ao sobrenadante antes da adsorc¢ao e final apds a adsor¢ao.

De acordo com a Figura 6.19 pode-se afirmar que a precipitagdo ocorrida no
sobrenadante 1 em pH 5,6 propicia um pequeno aumento da quantidade de
hialuronidase em relacéo a proteina total, demonstrado pelo aumento do consumo de
&cido hialurénico antes mesmo de ocorrer a adsor¢éo. Para a quantificagdo do consumo
de &cido hiaurdnico apés a adsorcdo, foi realizada centrifugacdo para separacdo da
hidroxiapatita com as proteinas adsorvidas. A quantificacdo do consumo de é&cido
hialurénico foi realizada com o sobrenadante 2 desta centrifugacdo. E importante
lembrar que, quanto maior o consumo do &cido hialurénico, maior a quantidade de
hialuronidase no meio. A Figura 6.19 também mostra que a adsor¢éo da hialuronidase
em hidroxiapatita € maior para os valores de pH 5,6 e 6,5, valores de pH onde ha um

menor consumo de acido hialurénico. Este resultado ja era esperado, uma vez que a

98



Figura 6.5 deste capitulo mostra a adsorcéo da hialuronidase comercia em diferentes
valores de pH. Uma andlise na Figura 6.5 revela que para esta faixa de pH a adsorcéo €

praticamente igual, com excegdo do pH 8,5 que ja era menor.

Os resultados de adsorcéo da proteina comercial mostram que a hialuronidase
ndo apresenta uma forte interacdo com a hidroxiapatita, observado pelo valor da
constante de afinidade que foi de 9,5 (ver Figura 6.8). Além disso, com base nos
resultados obtidos do estudo de filmes monomoleculares da hialuronidase, que serdo
apresentados posteriormente neste capitulo (seccéo 6.6), a hialuronidase € uma molécula
que possui atracdo pela interface ar / agua. Também foi observado pelos resultados de
adsorcao preliminares que a maior fragdo da hialuronidase (93%) presente no extrato

n&o adsorvia na hidroxiapatita.

Em funcéo disso, uma nova estratégia de purificagdo foi adotada, consistindo em
purificar a hialuronidase bovina utilizando a hidroxiapatita, priorizando a ndo-adsorcao
desta proteina neste adsorvente. Com isto, novos testes de adsor¢céo foram realizados,
sendo que desta vez partiu-se do sobrenadante 2, que foi gjustado a um pH igual a 5,6,

pois neste pH a hialuronidase apresentava uma atividade especifica maior.

Porém, para a realizagdo da adsorc¢éo, o pH do sobrenadante 2 que era de 5,6 foi
regjustado para o valor 8,5 (pH onde h4d uma baixa adsor¢cdo da proteina), e por fim
realizou-se a adsor¢éo sem agitacdo, de forma a induzir a migracéo da hialuronidase
para interface, a0 invés de priorizar a adsor¢cdo da enzima na hidroxiapatita. Os
resultados foram acompanhados pela dosagem de proteina e pelo consumo de écido
hialurbnico nas amostras antes e depois da adsor¢cdo, e confirmados pela eletroforese
das amostras em gel de poliacrilamida. As Figuras 6.20 e a Tabela 6.4 mostram um gel
obtido com as amostras deste processo e uma tabela comparando os resultados do

consumo de &cido hialurénico.
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Figura 6.20. Eletroforese: hialuronidase comercial (1), sobrenadante 1 em pH 8,5 (2),
sobrenadante 1 em pH 5,6 (3), sobrenadante 2 em pH 5,6 (4), sobrenadante 2 em pH 5,6

diluido 5 vezes (5) e sobrenadante 4 (6).

Tabela 6.4 - Atividade da hialuronidase ap0s as etapas de purificacdo.

Etapa Atividade especifica (U/mg) Fator de Purificacao
Tecido homogeneizado 132 1
Precipitacéo 222 1,6
Adsorcdo contaminantes 20,580 156

Com base nos resultados do gel, observa-se que a hialuronidase comercial
apresenta duas bandas, uma mais abaixo (em torno de 29 kDa) que corresponde a
hialuronidase, pois durante a desnaturacdo a hialuronidase se divide em duas
subunidades idénticas, e a outra que corresponde provavelmente a um contaminante. A
nova estratégia adotada resulta numa separagdo mais eficiente da hialuronidase bovina.
Os resultados de atividade da hialuronidase em cada etapa de purificagdo mostrados na
Tabela 6.4 confirmam que hd um aumento significativo na concentracdo da
hialuronidase apds cada passo de purificacdo. Comparando-se o valor da atividade da
hialuronidase ap0s a adsor¢cdo dos contaminates ao valor da hialuronidase comercia
(Sigma), observa-se que as etapas de purificacdo empregadas produzem um purificado

somente dez vezes menor que o preparo comercial.
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6.7 Caracterizacao da Hialuronidase

6.7.1 - Localizacdo da Hialuronidase no Testiculo Bovino

A hiauronidase presente no esperma bovino pode ser classificada como proteina
membranar, apresentando um grupamento GPI ligado a sua estrutura ou sollvel
(MARTIN-DELEON, 2006). Os estudos foram redizados para avaiar se a
hialuronidase presente no testiculo bovino apresentava-se como uma proteina
membranar. Os ensaios foram realizados em duas etapas. Na primeira etapa, um
homogenato foi utilizado para facilitar a solubilizacdo das proteinas solUveis. Em
seguida, realizou-se uma separacao classica por centrifugacéo a 150.000 g, obtendo-se
as proteinas soltveis no sobrenadante e as proteinas membranares no precipitado. Os
testes de eficiéncia da preparacdo membranar foram realizados utilizando-se como
marcador a fosfatase alcalina (enzima membranar, ja conhecida por sua ligagdo ao

grupamento GPI), que eram dosadas em paralelo com a hialuronidase.

Cerca de 50% da atividade da hialuronidase e 80% da atividade da fosfatase
alcalina estava associada a membrana. A atividade especifica das duas enzimas aumenta
significativamente em relacdo a proteina membranar total, comparada com o
homogenato, como mostra a Tabela 6.5. Para eliminagdo completa das proteinas
soltveis, foram realizadas trés lavagens sucessivas do precipitado (I6cus das proteinas
membranares) com tampao fosfato. Os resultados mostraram que apos estas lavagens, a
hialuronidase apresentava uma atividade especifica menor. Isto demonstra que a
hialuronidase do testiculo bovino ndo apresenta modificagdes lipidicas (MEYER et al.,
1997), o que significa que a hialuronidase ndo est4 ancorada a membrana. Entretanto, a
associacdo da hialuronidase com a membrana pode ser atribuida as suas propriedades

anfifilicas.
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Tabela 6.5 — Quantificacao da Atividade da Hialuronidase e da Fosfatase

Alcalinaem Diferentes Fracoes.

Fosfatase Alcalina Hialuronidase
Atividade (U/mg Fator de Atividade (U/mg Fator de
proteina) Purificacdo proteina) Purificacéo

Homogenato 0,0108 1 91 1
Sobrenadante 0,0047 04 94 1,02
Precipitado 0,0218 2 125 1,37

Precipitado 0,0547 25 122 1,85
apos L avagens

A hiauronidase do testiculo bovino e do esperma tem sequéncias de
aminoécidos iguais, mas diferem em suas modificagdes pos traducdo (MEYER et al.,
1997). De fato, a hialuronidase do esperma esta ligada a um grupamento GPI, enquanto
gque a hialuronidase testicular ndo apresenta este grupamento. Os resultados
apresentados na Tabela 6.5 mostram que o precipitado obtido pelo método classico de
centrifugacdo a 150.000g do homogenato do testiculo bovino, contém hialuronidase e,
que apos trés lavagens sucessivas com tampdo, a hiauronidase € liberada. Esta
associacao inesperada pode ser explicada se a hialuronidase do testiculo bovino possuir
propriedades anfifilicas. No sentido de testar esta hipotese (presenca de areas
hidrofobicas na superficie da molécula de hialuronidase do testiculo bovino), foi
realizada a modelagem da estrutura da hialuronidase por homologia, utilizando como
modelo a estrutura cristalina da hialuronidase do veneno de abelha, por apresentar 36%
de homologia com a hialuronidase testicular (PH-20) (CHERR et al., 1996).

6.7.2 - Modelagem da Estrutura da Hialuronidase do Testiculo Bovino

Utilizou-se a modelagem estrutural de proteinas, para avaiar a presenca de
regides superficiais hidrofébicas na molécula da hialuronidase de testiculo bovino. O
modelo tridimensional da hialuronidase de testiculo bovino foi construido com base no
estrutura cristalina, ja conhecida, da hialuronidase de veneno de abelha (MARKOQOVIC-
HOUSLEY et al., 2000). O alinhamento da sequiéncia de aminoacidos utilizado esta
apresentado na Figura 6.21, mostrando a regido N-terminal (correspondente a 12

102



aminoécidos) e a regido C-terminal (correspondente a 100 aminoécidos). E preciso
enfatizar que pelo fato da proteina utilizada como modelo apresentar um nimero de
aminoacidos menor (apenas 350 aminoacidos) do que a proteina de interesse
(hialuronidase de testiculo bovino), a modelagem nas regides N- e C-termina ndo foi

realizada com éxito.

HYL BOVINE LDFRAPPLISNTSFLUAVNAPVERCVNREFOLPPDLRLFSVKGSPQRSAT 50
HYL BEE ——~TPDNNETVEE FNVYUNVE TFMCHKYGLRFEEVSERYGILQNWMDEFR 47

HYL BOVINE GOQF ITLF Y ADRLGYYPHIDEKTGETVFG-—-GIPCLGNLESHLEKAKNDI 97

HYL BEE GEEIAILYDP--GMF P ALLKDPNGHNVV ARNGGVPCLGHL TEHLOVFRDHL 95

HYL BOVINE AYYIPNDSVG-LAVIJWBNVRP THARNWEPKDVYRDESVELVLOFNPOLS 146
HYL BEE INQIPDKSFPGVGY IS WRF IF RONWASLOP YKELSVEVVRREHPFUD 145
HYL BOVINE FPEASKIAKVDFETAGKSFMQETLELGELLRPNHLUGYYLFPDCYNHNHN 196
HYL BEE DQRVEQE AKRRFEKYGQLFMEETLEALKRMRP AANUGYYAYPYCYNLTPN 195
HYL BOVINE QP TYNGICPDVEKRRNDDLEWLWKES TALFPSVYLNIRLESTONAALYVE 246
HYL BEE QP--SAQCEATTMQENDEMSWLFESEDVLLPSVYLRUNL TSGERVGLVG- 242
HYL BOVINE NRVQEAIRLSKIASVESPLPVFVYARPVFTDGSSTYLSQGDLVNSVGEIV 296
HYL BEE GRVEEALRIARCMTTSREK-VLPYYWYEYODRRDTDLSRADLEATLREIT 291
HYL BOVINE SLGASGI IMWGSLNLSLEVOSCMNLGTYLNTTLNPY I INVTLARKNCSQV 346
HYL BEE DLGADGF I IWGSSDD INTKAKCLQF REYLNNEL GPAVER IALNNNANDRL 341
HYA BOVINE LCHDGGVCTREHWNS SDYLHLNPMNF ATQTGEGGKYTVPGTLTLEDLQKF 336
HYL BEE TV DV EVD OV — —— ——— ===~~~ —— —— 350
HYL BOVINE SDTF YCSCYSNLSCKKRVD IKNVHSVDVCHMAEDVCIDAFLEFE 439

HYL BEE —mmmmmmmme -

Figura 6.21 — Alinhamento da seqiiéncia de aminoécidos da hialuronidase de testiculo

bovino com a hialuronidase de veneno abelha

Utilizando como base o0 alinhamento apresentado na Figura 6.21 e a estrutura da
hialuronidase do veneno abelha, foram construidas estruturas em 3D da hialuronidase de
testiculo bovino, como mostra a Figura 6.22. Uma visao superior das duas moléculas de
hialuronidase (Figura 6.22 A e B) mostra que na regido de N- e C-terminal, a enzima
testicular (Figura 6.22B) contém uma grande parte hidrofébica quando comparada com
a proteina do veneno de abelha (Figura 6.22A). Uma visdo lateral das duas moléculas
mostra que a regido hidrofébica em torno do N- e C-peptideos termina est4 quase
oposta ao sitio catalitico das duas enzimas (Figura 6.22 C e D). Esta regido hidrofébica
pode ser a responsavel pela propriedade anfifilica da proteina, no entanto, € bom

relembrar que este model o ndo envolve todos os aminoacidos da proteina.
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Figura 6.22 — Comparagéo da estrutura tridimensional da hialuronidase de testiculo

bovino com a hialuronidase do veneno de abelha. As cores verde e cinza correspondem
as regides hidrofébicas e hidrofilicas, respectivamente e aregido em vermelho o sitio
ativo. Imagens A e C correspondem as visdes superior e lateral da hialuronidase do
veneno de abelha e asimagens B e D correspondem as visoes superior e lateral da
hialuronidase bovina.

Um dos fatores que contribui para a afinidade da proteina com a interface ar /

agua € a presenca de éreas hidrofébicas na superficie da proteina (Wierenga et al.,
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2003). A técnica de monocamada foi entdo aplicada para a hialuronidase do testiculo
bovino, por ser um método importante para determinacéo da atividade de proteinas na
superficie (GRAHAM e PHILLIPS, 1979). Uma vantagem importante na utilizagdo
deste método € que ele requer pequenas quantidades de proteina, da ordem de

microgramas.

6.7.3 — Espectroscopia do Infravermelho por Transformada de Fourier

(FTIR) para Avaliacdo da Estrutura Secundaria da Hialuronidase

A Figura 6.23 mostra o espectro da hialuronidase obtido em andlises realizadas
em pH 5,3 (p2H 5.5), e deconvoluido em distribui¢des lorentzianas. A regido espectral
de 1700-1610 cm™ correspondente & amida | é formada por combinagdes de bandas de
freqUéncias fundamentais dos grupos funcionais C=0, N-H e C-H. Ja aregido espectral
na faixa de comprimento de onda de 1575-1480 cm™ corresponde & amida I1. Esta faixa
de comprimento de onda encerra principalmente as combinagbes de bandas de
freqiéncias fundamentais dos grupos funcionais N-H e CN. A banda de comprimento
de onda de 1545 cm™ referente & amida |l corresponde a troca incompleta de NH/N2H.
Esta reacdo de deuteracéo incompleta ocorre devido aos residuos de N-H localizados na
regido hidrofébica da proteina, ja que o aumento no tempo de incubacdo em solucéo
preparada em tampado ndo modifica a intensidade da banda espectral referente a amida
1. A deconvolucdo da regido espectral correspondente a amida | indica quatro

componentes de bandas espectraisimportantes: 1634, 1650, 1657 e 1675 cm™.

A associacdo das bandas espectrais 1634 e 1675 cm™ corresponde a estrutura
intramolecular do tipo folhas-, apesar de que sobreposi¢des da estrutura intramol ecular
do tipo B-turn podem contribuir para formagdo desta banda espectral. A banda de
comprimento de onda 1657 cm*, em 4gua deionizada, usuamente ocorre devido a
estrutura do tipo a-helice, entretanto, ndo pode ser excluida a possibilidade da
contribuicdo de estruturas do tipo 3y0-hélices. O comprimento de 1650 cm™ em &gua
2H,0 é associado a estruturas desordenadas. Além disso, alguns grupos de aminoacidos

também absorvem luz nas regifes espectrais correspondentes as amidas | e Il (BARTH
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(2000). A banda de comprimento de onda 1515 correspondente a residuos de tirosina yr,
foi facilmente identificada, enquanto que as bandas de comprimento de onda 1585 e
1565 cm™ correspondem a residuos de asparagina e glutamina COO'". As quatro bandas
de comprimento de onda de 1675, 1657, 1650 e 1634 cm™ corresponde ao amida I,
representado 6, 20, 33 e 41% do banda original, respectivamente.

Absorbancia

1700 1650 1600 1550 1500

Comprimento de Onda (Cm'l)

Figura 6.23. Espectro de FTIR da hialuronidase em pH 5,3. Concentragéo da
hialuronidase 10 mg/mL.

Com afinalidade de explicar a sensibilidade da hialuronidase a variacéo de pH,
procurou-se avaliar as mudancgas conformacionais desta proteina, induzida pela variagéo
de pH, através de andlises de FTIR. Espectros da hialuronidase com o aumento do pH
mostram uma leve diminuic&o da absorbancia no comprimento de onda 1643 cm™ para
pH 5.3, para 1642 cm™* para pH 6.2, 1641 cm™ para pH 7.2 e 1640 cm™ para pH 8,
referente a banda daamida | (1643 cm™ em pH 5.3, 1642 cm™ em pH 6.2, 1641 cm™* em
pH 7.2 e 1640 cm™ em pH 8), e uma diminuicdo da intensidade da banda
correspondente a amida I, indicando um aumento no mecanismo de troca NH/N2H,
como mostra a Figura 6.24A. Mudancas conformacionais induzidas pelas variagdes de
pH podem ser observadas com mais clareza por diferencas no espectro do
infravermelho, determinada pela subtracéo dos espectros da hialuronidase obtidos em

valores de pH diferentes, como ilustrado na Figura 6.24B.
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Abgorbancia
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Comptimento de Onda (Cm™)

Y

1700 1650 1600 1550 1500
Comprimento de Onda (Cm™)

Abgorbancia

Figura 6.24. Influéncia do pH nos espectros de FTIR da Hialuronidase. A- Espectros de
FTRI dahialuronidase em pH 5,3 (a), 6,2 (b), 7,2 (c) € 8,0 (d). B- Diferenca dos
espectros de infravermelho da hialuronidase, obtidos por subtragdo do espectro do pH
5,3 para os espectros dos valores de pH 6,2 (a), 7,2 (b) €8.0 (c).

Diferencas espectrais tomando-se como referéncia a banda de comprimento de
onda 1657 cm™, em andlises realizadas nos valores de pH 6,2 e 8,0 conduzem a valores
negativos, podendo ser associadas a estruturas do tipo a-hélice. Ja diferencas espectrais
positivas, tomadas no comprimento de onda 1625 cm', correspondem &s estruturas
intermoleculares do tipo folha-f. Isto € uma indicacdo de que 0 aumento de estruturas

do tipo folha- ocorre em detrimento da diminuigdo de estruturas do tipo a-hélice. Em
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pH 8,0, as diferencas positivas no espectro do infravermelho no comprimento de onda
1625 cm™ envolvem 2-3 % dos amino&cidos presentes na proteina, o que significa que

em torno de 11 aminoé&cidos estdo presentes na formacdo de estruturas do tipo folha

6.8 Formacéao de Filmes Monomoleculares da Hialuronidase

6.8.1 - Propriedades I nterfaciais da Hialuronidase do Testiculo Bovino

As propriedades anfifilicas da hia uronidase sugeridas tanto pela associagéo com
a membrana quanto pela modelagem da proteina, foram diretamente observadas através
das propriedades interfaciais da proteina. Os primeiros estudos para determinar a
adsorcdo da proteina na interface ar / agua foram realizados com a hiauronidase
comercial (Hyaluronidase 1V-S). Estes testes consistiram na injecdo de 12 ug da
proteina na subfase, composta de tampéao fosfato em pH 5,3. A adsor¢do foi monitorada

por medidas de pressdo em funcdo do tempo, mantendo-se a area constante.

Pressdo (mN/m)
B
|
T

0 50 100

Tempo (min)

Figura 6.25 — Cinética da pressdo de superficie devido a adsor¢éo da hialuronidase na
interface ar / &gua a 21 °C. Foi injetada 12 g da proteina sol ubilizada em tamp&o

fosfato 100 mM contendo 150 mM NaCl em pH 5, 3 e &rea~ 7 cm?.
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A Figura 6.25 mostra os perfis de pressdo em fungdo do tempo obtidos nos
experimentos. O efeito da presenca da proteina na interface s foi observado apds 20
min da injecdo da mesma na subfase. Apls este tempo a pressdo aumentou
gradativamente, obtendo-se pressfes constantes no tempo em torno de 70 min,
indicando que a monocamada formada era estavel. LAHDO et al. (2002) estudaram as
propriedades interfaciais da proteina precursora amildide (APP) na interface ar / &gua e
obtiveram resultados semelhantes aos encontrados para a hialuronidase. Os autores
descreveram que a APP apresenta propriedades interfaciais, indicando que a

hial uronidase exibe efetivamente propriedades interfaciais.

Os resultados apresentados na Figura 6.25, evidenciam que a hialuronidase é
uma molécula com propriedades anfifilicas, o que possibilita a formacdo de
monocamada da proteina, permitindo a determinagéo da sua &rea molecular, e ainda,
estudos da afinidade desta molécula por outras moléculas anfifilicas ou ndo, nainterface

ar / &gua.

6.8.2 - | sotermas da Hialuronidase na I nterface Ar / Agua

A adsorc¢do de proteinas na interface ar / agua foi acompanhada pela formagéo
de isotermas sucessivas, através de medidas da pressdo em funcéo da érea (n-A), apds a
injecdo de 12 pg de hialuronidase na subfase, composta de tampé&o fosfato 100 mM,
contendo 150 mM de NaCl e pH 5,3. A concentracdo final da proteina na subfase foi de
0,1 ug/ mL. A superficie foi comprimida ap6s diferentes interval os de tempo, obtendo-
se as isotermas -A apresentadas na Figura 6.26. A area molecular para cada presséo de
superficie foi aumentada no decorrer do tempo, indicando que a proteina foi adsorvida
na interface ar / agua. A Figura 6.26 mostra ciclos de compressdo e descompressdo da

hialuronidase nos tempos de 35, 75 e 135 minutos.
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Figura 6.26 - Sucessivas isotermas de adsorcdo da hialuronidase nainterface ar / guaa
21 °C. Ap6s ainjegdo de 121g de hialuronidase na subfase composta de tampé&o fosfato
pH 5,3, velocidade de agitacdo de 100 rpm.

As isotermas da hialuronidase na interface ar / agua mostram um perfil tipico de
isotermas de moléculas anfifilicas. Observa-se que no inicio da compressdo, quando ha
uma érea disponivel extensa, as moléculas se comportam como uma fase gés, ndo se
observando aumento de pressdo. Para &reas menores que 80 cm? observa-se aumento da
pressdo. A partir deste ponto as moléculas comecam a sofrer interferéncia uma das
outras. Para a isoterma obtida no tempo de 135 min, observa-se que na éarea entre 80
cm® e 45 cm?, as moléculas de hialuronidase se comportam como uma fase liquida
expandido. Para areas menores as mol éculas se comportam como se estivessem em uma
fase liquida condensada. As isotermas da hialuronidase ndo apresentam colapsos,
indicando que a atas pressdes as moléculas se organizem como em uma fase sdlida

formando multicamadas.

Medidas sucessivas de isotermas, ap0Os a injecdo da proteina, sdo apropriadas
para determinacdo da dependéncia com o tempo, da adsorcéo da enzima nainterface ar /
adgua. Nos experimentos, as medidas sucessivas de isotermas mostraram que a
hialuronidase continua migrando para a interface mesmo ap6s 135 minutos, e que a

mesma permanece na interface, o que € observado pela pressdo de superficie
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desenvolvida pela proteina apos a injecdo, como consequéncia de sua adsor¢do na
interface. Valores de pressdo similares sdo obtidos por difusdo direta da proteina na
superficie. Resultados semelhantes foram obtidos para outras proteinas, em estudos
desenvolvidos por GRAHAM et al. (1979), VERNOUX et al. (2006), ANGELETTI et
al. (2004) e CARRIZO et al. (2001).

6.8.3 - Quantificacio da Area Molecular da Hialuronidase

A area ocupada por uma molécula anfifilica pode ser calculada tragando-se uma
tangente a0 ponto de curvatura da isoterma, que corresponde a0 ponto onde as
moléculas passam da fase liquida expandido para a fase liquido condensado, obtida
desta molécula em funcéo da area por molécula, 0 ponto onde a tangente toca o0 eixo dos
X corresponde a area ocupada por molécula. Para o cdlculo da area ocupada por uma
molécula de hialuronidase, foi utilizada a Figura 6.27, onde observa-se que a proteina

ocupa uma &rea média de 37 nm?.
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Figura 6. 27 - Isoterma da hialuronidase, 20 g da proteina, velocidade de agitacéo de
100 rpm, atemperaturade 21°C.

A hialuronidase do veneno de abelha apresentando 36% de homologia com a
hiauronidase do testiculo bovino possui uma &ea molecular de 21,5 nm?
(MARKOVIC-HOUSLEY). O resultado da Figura 6.27 € coerente com resultados
encontrados na literatura, considerando-se que a hialuronidase do veneno de abelha
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possui 350 aminoéacidos, enquanto que a hialuronidase do testiculo bovino possui 439
residuos de aminoacido. Além disso, utilizou-se hialuronidase do veneno de abelha
100% cristalina para a determinagd da area molecular, enquanto que para a
determinacdo da area molecular da hialuronidase do testiculo bovino, utilizou-se a
técnica de monocamadas, na qual a molécula fica em contato com o meio liquido,
conduzindo a um acréscimo do seu grau de hidratacdo, contribuindo para o acréscimo

de sua area molecular.

6.8.4 - Avaliacdo da Influéncia do pH e da Presenca de NaCl na Subfase na
| soterma de Adsor ¢éo de Hialuronidase na interface ar / agua

Para a avaliagdo do efeito de diferentes valores de pH na subfase, foram
realizados testes utilizado-se o tampé&o fosfato 0,1M contendo 0,15 M de NaCl em
valores de pH na faixa de 5,3 a 8,0. Os ensaios foram conduzidos utilizando-se
quantidades variadas da proteina, na faixa de 3ug a 20ug. Observou-se para a
hialuronidase que, a melhor quantidade de proteina para a deposi¢éo é de 12ug, o que
corresponde a uma melhor visualizagdo da variagdo da pressdo. Os resultados estdo

apresentados na Figura 6.28.
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Figura 6. 28 - | sotermas da deposicdo de 12 g da hialuronidase, subfase composta de
tampéo fosfato 0,1M mais 0,15 M NaCl em valores de pH variando de 5,3 a 8,0, a
temperatura de 21°C, sem agitacéo.
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Observa-se que nos valores de pH 5,3 e 6,2 a molécula se comporta de forma
semelhante, ocupando a mesma area. Para os valores de pH 7,2 e 8,0 observa-se um
aumento da area, quando comparada com a do pH 5,3. Este aumento pode ser atribuido
a um principio de desnaturacdo da molécula, pois nestes valores de pH a atividade
enzimética ndo € muito elevada, quando comparada com a obtida no pH 6timo de
atividade.

Foram realizados testes para avaliar a cinética de adsor¢éo da hialuronidase na
interface ar / dgua com a variacdo do pH. Os ensaios foram realizados utilizando-se
tampdo fosfato 0,1 M, contendo 0,15 M de NaCl em diferentes pH. Nestas subfases
foram injetados 12 g de hialuronidase, submetidos a compressao em diferentes tempos,
com medidas da pressdo final (Figura 6.29).
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Figura 6. 29 — Avaliagdo da cinética de adsor¢do da hialuronidase na interface ar / &gua
em funcéo do pH da subfase, a temperatura de 21°C, na presencade 0,15 M de NaCl.

A Figura 6.29 mostra a cinética de adsor¢do da hialuronidase na interface ar /
&dgua em diferentes valores de pH. Com base na Figura 6.29 pode-se concluir que as

curvas tendem assintoticamente ao maximo de presséo, quando a subfase e composta
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por tampdo fosfato 0,1 M e 0,15 M de NaCl em pH 5,3, pH 6timo de atividade. Porém,
observa-se que para os demais valores de pH o tempo de 180 min ndo foi suficiente para
que a proteina atingisse seu estado estacionario de migracdo. Este resultado permite
afirmar que pH 6timo de atividade da hialuronidase é também o pH onde a proteina se
apresenta mais “desconfortavel”. Talvez por isso a atividade seja maior neste pH, pois
neste pH a proteina procura ligar-se a outras moléculas, tentando minimizar a sua

energialivre de superficie.

Para a avaliagdo do efeito do sal (NaCl) na subfase foram realizados
experimentos semelhantes aos apresentados na Figura 6.28, sendo gque a subfase era
composta de tampdo fosfato 0,1M sem adicdo do NaCl. Os resultados estdo
apresentados nas Figuras 6.30 e 6.31.
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Figura 6. 30 - I sotermas da deposicdo de 12 g da hialuronidase, subfase composta de
tampéo fosfato 0,1M em valores de pH variando de 5,3 a 8,0, a temperatura de 21°C.
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Figura 6. 31 - Comparagéo das isotermas da deposi¢cao de 12 ug da hialuronidase,
subfase composta de tampéo fosfato 0,1M em valores de pH variando de 5,3a8,0 eo
mesmo tampao sem adicdo de sal, atemperaturade 21°C. (a) —pH = 5,3, (b) —pH = 6,2,
(c)—pH=7,2e(d)—pH =8,0.

As isotermas apresentadas na Figura 6.30 mostram a variacdo de presséo
observada em relagdo aos valores de pH quando a subfase era composta de tampé&o
fosfato 0,1 molar nos valores de pH 5,3, 6,2, 7,2 e 8, estes experimentos foram
conduzidos na auséncia de NaCl. Os resultados da Figura 6.30 mostram que a variagdo
de pH ndo ocasiona uma variacdo de pressdo. Porém, os resultados apresentados na

Figura 6.28 mostram que para valores de pH diferentes ocorre uma variagdo na pressao.
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Os resultados da Figura 6.31 nos permitem concluir que esta diferenca de presséo

(Figura 6.28) € ocasionada pela presenca do sal (NaCl) na subfase.

6.8.5 - Influéncia na Forma de Deposicao da Proteina

Os ensaios foram conduzidos em funcdo da quantidade de proteina depositada.
Apbs a primeira deposicdo de 3jg da proteina, esperou-se 15 minutos para realizacéo da
primeira compressdo. Em seguida, acrescentou-se mais 3ug e esperou-se 15 minutos
para realizacdo da segunda compressdo. Este procedimento foi repetido até a obtencdo
de 12ug da proteina. Avaliou-se também o efeito da adicéo de 12ug da proteina de uma
Unica vez. A Figura 6.32 mostra a comparacao entre os resultados de isotermas obtidas

através de deposi ¢des sucessivas e da deposi¢éo em uma Unica etapa.
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Figura 6.32 - Avaliacdo da forma de deposicdo. | sotermas da deposicéo sucessivas a
cada 3ug da hialuronidase até a quantidade de 12 g e aisoterma da deposicdo de 12 g
de uma so vez [12ug (Unica)], subfase composta de tampéo fosfato 0,1M em valores de
pH variando de 5,3 a 8,0, atemperaturade 21°C. (a) pH = 5,3, (b) pH = 6,2, (¢c) pH =
7,2 e(d) pH =8,0.

Observa-se que ha uma diferenca nas isotermas apresentada na Figura 6.32, em
relacdo a forma que a proteina é colocada na subfase (deposicdo ou injecdo), de forma
que esta variagcdo € dependente do pH. De acordo com os resultados, nos pH 6,2, 7,2 e
8,0 parte da proteina depositada na interface ndo apresenta-se muito estavel o que é
observado pelo fato de que uma pequena quantidade da proteina ndo permanece na
interface apds sucessivas compressdes e descompressdes. Apesar disso, 0s resultados
obtidos em pH 5,3 (pH 6timo de atividade) mostram que a proteina, mesmo na interface
ar / agua, é muito estével, favorecendo a sua aplicacdo para o estudo de filmes de
Langmuir, pois a mesma ndo necessita de configuracdes especiais (TROITSKY et al.,
1996; BERZINA et al., 1996; PASTORINO et al., 2002) na formac&o de monocamadas
para manter-se estavel.
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6.8.6 - Estudo da Afinidade da Hialur onidase pelo N-Acetil Glucosamina

N-acetil glucosamina (NAC) é um composto que faz parte da molécula do acido
hialurénico, que é o principa substrato da hialuronidase. Testes realizados na balanca
de Langmuir mostraram gue esta molécula ndo apresenta caracteristicas anfifilicas.
Portanto, para a avaliagéo da afinidade da hialuronidase por NAC, primeiramente foram
realizadas isotermas de injecéo da hialuronidase, seguidas por uma injecéo do NAC, e
observado o efeito da presenca do NAC na subfase. Os resultados estdo mostrados na
Figura 6.33.

14~
12
E
Z 104
£
(]
O 81
o
o
7 67
(O]
o
o 47 _
b Hya(12pg) 105 min
S ] — Hya(12pg)+Nac(90pg) 105 mi
a 27
0 — 71T - T - T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Area (cn)

Figura 6. 33 - I sotermas da hialuronidase e da hialuronidase mais 0 NAC em funcédo do
tempo. Foram injetados 12 g da proteina e 90ug de NAC , velocidade de agitacéo de
100 rpm, atemperatura de 21°C.

De acordo com a Figura 6.33, observa-se que a hialuronidase ndo apresenta
afinidade significativa (forte) pelo NAC, pois a presenca do NAC na subfase foi incapaz
de arrastar a molécula da proteina da interface ar / &gua. Novos ensaios foram
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conduzidos, em condicdes diferentes, injetando-se uma mistura da proteina com o NAC,
mostrando que a proteina forma um filme idéntico ao obtido na ausénciado NAC. Com
isto, pode-se afirmar que a hialuronidase nd&o apresenta afinidade suficiente com o NAC
capaz de neutralizar a energia livre de superficie das moléculas de proteina quando a
mesma se encontra na subfase. Por outro lado, podem ocorrer interagdes fracas na
interface (menor que a for¢a ocasionada pelas areas hidrofobicas da molécula de
hialuronidase, area esta que é a responsavel pela afinidade da hialuronidase pela
interface ar / &gua), ocasionando o arraste das moléculas de NAC para a interface sem
gerar o aumento de pressao.

6.8.7 - Adsor ¢&o do Acido Hialurénico em M onocamada da Hialuronidase

Primeiramente foram realizados ensaios com &cido hialurénico para observar se
0 mesmo apresentava propriedades interfaciais. Nestes experimentos utilizou-se 3,3
Hg/L de &cido hialurénico, injetado na subfase composta por tampé&o fosfato 0,1 M e
0,15 M NaCl. Os resultados mostraram que o &acido hialurénico ndo migra para a
superficie. Contudo, foram realizados experimentos adicionais, fazendo-se a deposicéo
do acido hialurénico nainterface ar / agua. Os resultados mostraram mais uma vez que
0 &cido ndo permanece na interface. Com base nesta informagéo, pode-se afirmar que o

acido hialurénico ndo apresenta propriedades interfaciais.

Os experimentos para avaliacdo da afinidade da hialuronidase pelo seu substrato,
em um sistema monomolecular, utilizando-se &gua na subfase, foram conduzidos da
seguinte forma: deposicéo de 12 g da proteina, com repouso de 20 minutos, seguido de
compressao e descompressao; injecdo de 1mg de acido hialurénico sob agitacdo de 100
rpm. Apos intervalo de 10 minutos, a segunda isoterma foi levantada. Os resultados
estao apresentados na Figura 6.34.
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Figura 6.34 - Isotermas da hialuronidase e da hialuronidase mais o acido hialuronico.
Foram injetados 12 g da proteina e 1mg de acido hialurénico, velocidade de agitacdo
de 100 rpm, atemperatura de 21°C.

De acordo com a Figura 6.34, ha um aumento da presséo apos ainjecao do acido
hialurdnico, devido ao efeito da atragdo entre a enzima e 0 seu substrato. O aumento da
pressdo observado pode ser devido a pedacos da cadeia do écido hialurdnico, que
durante 0 processo sdo atraidos pela proteina para a interface penetrando no filme de
hialuronidase, ou devido a uma mudanca na estrutura da proteina durante a migracdo do
&cido parainterface ar / &gua, interagdo enzima-substrato, sofrendo um aumento da &rea

ocupada por molécula.

6.8.8 - Estudo do Comportamento da Hialuronidase na Presenca de uma
Monocamada L ipidica

Foi estudada a interagdo da hialuronidase na presenca de monocamadas do
glicolipidio colesterol- E3 — N-acetil-glucosamina (GL) (Figura 6.35) e DPPC (Figura
6.36). Os estudos da interacdo da hialuronidase com o GL foram conduzidos utilizando-
se 0 tampéo fosfato na subfase e variando-se o pH. Nos ensaios foram utilizados 40 pL
de uma solucéo 0,545 mM do GL solubilizado em uma mistura de solvente (hexano /
etanol 9:1). O GL foi primeiramente depositado na superficie. A primeira compressao,

seguida pela descompressdo foi realizada 15 minutos apos a deposicdo. Ao fim da etapa
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de descompressao, injetou-se na subfase 12 uL da solucdo de hialuronidase 1 mg/mL na
subfase. Novos ciclos de compressdo e descompressao foram realizados em tempos pré-

determinados, em experimentos realizados em pH = 5,3, como indicado na Figura 6.37.

HO
HO 2 o e}
HO 00
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Figura 6.35 — Estrutura do glicolipidio colesterol- E3 — N-acetil-glucosamina (GL ).
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Figura 6.36 — Estrutura da dipal mitoilfosfatidilcolina (DPPC).
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Figura 6.37 - Isotermado glicolipidio e do glicolipidio mais hialuronidase em funcéo
do tempo. Foram depositadas 40uL da solucdo do GL 0,545 ug/L einjetadas 12 ug da

proteina, velocidade de agitacdo de 100 rpm, a temperatura de 21°C.
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Observa-se que ha um aumento da presséo de superficie devido a presenca da
hialuronidase, o que mostra que a proteina possui uma afinidade relativamente grande
pela interface ar / &gua, uma vez que a molécula de proteina consegue manter-se na
superficie mesmo na presenca de uma molécula fortemente anfifilica (devido a cadeia

do colesterol presente no GL).

6.8.9 — Microscopia pelo Angulo de Brewster (BAM)

A microscopia foi utilizada em vérias etapas do trabalho, por se tratar de ensaio
visual que possibilita um melhor entendimento dos fendmenos que ocorrem durante a
formag&o da monocamada. Os primeiros ensaios foram realizados com a monocamada

da hialuronidase pura, e seus resultados est&o mostrados na (Figura 6.38).

0,0 mN/ P=2,0 mN/m

P=4.0 mN/m P=6.1 mN/m
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P=8,2 mN/m i

10 0 mN/m

P=12 mN/m
Figura 6.38 - Fotos obtidas através da microscopia pelo angulo de Brewster da

monocamada de hialuronidase nas pressdes de 0 a 12 mN/m.

As imagens obtidas através da BAM mostram que a formagdo da monocamada
da proteina pura apresenta diferentes etapas. Conforme mostrado na Figura 6.38, na
pressdo de 0 até 2 mN/m, as imagens mostram que ndo ha nenhuma configuracéo
especial, pois nesses valores de pressdo a molécula se comporta como se estivesse no
estado gasoso. Na imagem que corresponde a pressdo de 4 mN/m visuaiza-se uma
conformagéo especial. Observando-se a isoterma da hialuronidase Figura 6.39, a
pressdo de 4 mN/m corresponde ao inicio da fase onde as moléculas se comportam
como se estivessem no estado de liquido condensado, cuja conformacdo pode ser
observada até a presséo 10 mN/m, porém, passando por conformacdes diferentes. Ao
fim da compressdo, pressdo de 12 mN/m, ndo possivel visualizar a conformagdo do
estado sdlido, devido a elevada intensidade da reflex&o daluz.
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Figura 6.39 - Isoterma da hialuronidase. Foram depositados 40 ug da proteina, sem

agitacdo, atemperaturade 21°C.

Observou-se também que a hialuronidase modificava as isotermas do
glicolipidio e da dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC). Apesar disso, apenas os resultados
das isotermas ndo sdo conclusivos no que diz respeito a estas interagdes. Em fungdo
disso, foram realizados novos testes, utilizando a microscopia pelo angulo de Brewster
com diferentes isotermas: do GL, da hialuronidase na presenca do GL, da DPPC e da
hialuronidase na presenga do DPPC. A Figura 6.40 mostra as imagens obtidas durante a
formacdo das isotermas (Figura 6.41) contendo glicolipidio e da hialuronidase na
presenca do glicolipidio. A Figura 6.42 mostra as imagens obtidas para a DPPC e para
hialuronidase na presenca da DPPC.

GL

P=0,0 mN/m P=0,0 mN/m
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P=3,1 mN/m P=3,1 mN/m

P=6,3 mN/m P=5,8 mN/m

P=11,6 mN/m P=12,0 mN/m
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P=148mN/m P=14,9 mN/m

P=18,2 mN/m

P=20,0 mN/m P=19,7 mN/m
Figura 6.40 - Imagens obtidas através da microscopia pel o angulo de Brewster da

monocamada de GL e GL mais hialuronidase nas pressdes de 0 a 20 mN/m.

As isotermas do gilicolipidio e da hialuronidase na presenca de gilicolipidio
mostraram-se diferentes. As imagens obtidas para a monocamada de GL sdo tipicas de
monocamadas de colesterol ndo apresentando variacbes nas imagens obtidas para
diferentes valores de pressdo. As imagens foram realizadas durante a construgdo das
isotermas, quando eram depositados 50pL de uma solugdo 0,545 mM de GL. 20
minutos apds a etapa de deposicdo, fazia-se a compressdo, seguida da descompresséo e
injecdo de 30 pL de uma solucdo 1 mg /mL de hialuronidase. A segunda compressao

era realizada 150 minutos apds a etapa de injecdo da hialuronidase. Com base nas
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imagens da Figura 6.40 e nas isotermas da Figura 6.41, observa-se que a proteina
interage com o GL a ponto de modificar a sua isoterma, porém, esta interacdo também
foi observada nas imagens obtidas através da microscopia pelo angulo de Brewster.
Estes resultados sugerem que a hialuronidase migra para interface ar / &gua mesmo na

presenca da monocamada do GL.
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Figura 6.41 - Isotermado GL (50uL de uma solucéo 0,545 mM) e do GL mais
hialuronidase (30 pL de uma solucdo 1mg /mL) atemperatura de 21°C.

As imagens apresentadas na Figura 6.42 foram obtidas, primeiramente fazendo-
se uma deposi¢cdo de DPPC (40 pL de uma solugdo a 0,545mM), obtendo-se imagens
tipicas de monocamadas de DPPC, seguida de etapas de compressao e descompressao.
As imagens referentes as isotermas de hialuronidase na presenca de DPPC foram
obtidas ap6s 150 minutos da injecdo de 30 pL de uma solugdo 1 mg / mL de
hialuronidase. As isotermas mostram que a hialuronidase interfere naisoterma da DPPC
(Figura 6.43). As imagens obtidas através de microscopia confirmam de maneira
(Figura 6.42).

correspondentes a presséo de 6,0 mN/m para a DPPC e de 8,8 mN/m para a

independente  esta modificacdo Observando-se as imagens

hialuronidase na presenca da DPPC, imagens semelhantes para pressbes diferentes,

pode-se dizer que a hialuronidase retarda a interacdo entre moléculas de DPPC. Estas
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imagens indicam que as moléculas de hialuronidase migram para a superficie se

acomodando entre as molécul as de DPPC.

DPPC DPPC + Hialuronidase

'P=0,0 mN/m P=0,0 mN/m

P=9,0 mN/m ‘ P=8,8 mN/m
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P=12,0 mN/m P=12,0 mN/m
Figura 6.42 - Imagens obtidas através da microscopia pelo angulo de Brewster da

monocamada de DPPC e DPPC mais hialuronidase nas pressoes de 0 a 12 mN/m.
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Figura 6.43 - Isoterma do DPPC (40 pL de uma solugdo 0,545 mM) e do DPPC mais

hialuronidase (30 pL de uma solugdo 1mg /mL) atemperatura de 21°C.
A Figura 6.43 (curva preta) mostra uma isoterma tipica da molécula de DPPC,

na qual se observa a formacdo de um patamar em torno da pressdo de 6 mN/m,

corresponde ao estado de transi¢do da fase liquido expandido paraliquido condensado.
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CAPITULO VII

Conclusdes e Sugestdes

7.1 Conclusoes

Os resultados apresentados neste trabalho sdo pioneiros nos campos de
separagdo e caracterizacdo da hialuronidase bovina. Mostraram que a hialuronidase do
testiculo bovino pode ser separada utilizando-se a hidroxiapatita como adsorvente de
proteinas contaminates presentes no extrato. E que a enzima é uma molécula anfifilica,
através do emprego da técnica de Langmuir para formac&o de filmes monomoleculares
nainterface ar / agua.

Os resultados de caracterizacdo do adsorvente mostram que a hidroxiapatita
produzida apresenta uma deficiéncia em célcio, uma vez que os resultados obtidos de
andlises de florescéncia de raio—X e XPS mostraram uma relagdo Ca/P (Ca/P = 1,59)
menor que a razdo da hidroxiapatita estequiométrica (Ca/P = 1,67). Os resultados da
andlise de BET mostram que o adsorvente é tipicamente mesoporoso (20> D >250) com
uma &rea de superficie de 43,5 m?/g. Pela andlise de DRX pode-se concluir que a

hidroxiapatita produzida é cristalina e apresenta-se como uma fase pura.

A carga superficial da hidroxiapatita, determinada através de andlises de
potencial zeta, mostrou o pl em torno de 7,0. Desta forma, abaixo deste pH a
hidroxiapatita apresenta-se carregada positivamente, ou sgja, podendo formar ligacdes
eletrostaticas com outras moléculas através de seus sitios calcio. Para valores de pHs
acima deste, os sitios fosfato estdo mais propicios aformar este tipo de ligacéo.

Os ensaios de adsorcdo para avaliar a influéncia do tempo na adsorcéo da
hialuronidase em hidroxiapatita mostraram que para os valores de pH na faixa de cinco
até oito e para o valor de pH onze ndo havariacdo significativa na adsor¢cdo com relacéo

ao tempo, em testes realizados para os tempos de uma e de vinte quatro horas. Porém
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para os valores de pH de nove e dez observase um aumento de 42% e 75%
respectivamente, para o tempo de contato de 24 horas, quando comparado com o tempo
de 1 hora. O pH ¢6timo de adsor¢cdo da hialuronidase em hidroxiapatita é de 7,2,
podendo ser observado em condi¢cbes em que a relacdo da concentragcdo inicial de
proteina por grama de hidroxiapatita €igual a0,4 (mg/L)/g.

As isotermas de adsorcdo da hialuronidase e da BSA em hidroxiapatita
mostraram que a quantidade méxima de proteina adsorvida por grama de hidroxiapatita,
foi gmax = 50 mg Hya/ g HAp e 94 mg BSA/ g HAp e a constante de afinidade k foi de
9,5L/ge382,7 L/g para hialuronidase e BSA, respectivamente. Assim, pode-se concluir
gue a BSA adsorve em maior quantidade e mais fortemente na hidroxiapatita que a

hialuronidase.

Os testes de adsorcdo de uma mistura binaria contendo hialuronidase e
hidroxiapatita apresentaram um pH étimo de adsorcéo entre 6,0 e 7,0. Nestes valores de
pH, praticamente todas as proteinas em solucdo foram adsorvidas. Nos ensaios de
dessor¢do, uma pequena quantidade foi removida (3,9%), na etapa de lavagem. O
emprego do tampdo fosfato de potassio favoreceu a remocdo de cerca de 95% das
proteinas adsorvidas. Uma vez que as solugbes de cloreto de calcio ndo conseguiram
remover de forma significativa as proteinas, percentual de remocéo de 3,7%, pode-se
concluir que ambas as proteinas estéo adsorvidas nos sitios calcio da hidroxiapatita.

Os resultados de atividade enzimética da hialuronidase apds os processo de
adsorcao e dessorgdo, mostraram gque a mesma permanece ativa, recuperando-se cerca
de 78% da proteina ativa ao fim do ciclo de adsor¢éo-dessorcao.

A extracdo da hialuronidase do testiculo bovino foi realizada com trés diferentes
agentes extratores, 0s quais apresentaram concentracbes de proteina digtintas. Os
resultados obtidos mostraram que todos os extratos contém a hialuronidase em
concentragfes equivalentes. Contudo estes valores sGo bem menores que o da atividade

especifica da enzima comercia (cerca de 1.800 vezes menor)

Os testes de adsorcdo e dessor¢do dos extratos diluidos mostram que as

proteinas foram adsorvidas e que a dessor¢éo com o tampéao fosfato apresenta 0 mesmo
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comportamento obtido para a dessor¢éo da mistura binaria. No entanto, na etapa de
lavagem, a remocdo de proteinas é praticamente nula, diferentemente dos resultados
obtidos para a mistura binaria. Com isto, pode-se concluir que nestas condicles as
proteinas adsorvem fortemente na hidroxiapatita. Quando a concentragdo molar do
tampdo fosfato é baixa, a recuperacdo da hialuronidase é razoavel (0,0001 M e 0,001
M), aumentando a concentracéo da hialuronidase por proteinas totais nestas etapas de
dessorcéo, de 151,5 U / g proteina para o extrato bruto, aumentando para 9458 U / g
proteina para a remogdo com 0,0001 M e 4652 U / g proteina para a remogao com 0,001
M do tampéo fosfato.

Com base nos resultados de dessorcdo pode-se concluir que a hialuronidase
adsorve nos sitios calcio da hidroxiapatita, uma vez que ndo foi possivel a sua remogao
com solucdo de cloreto de célcio. Porém, a hialuronidase apresentou o pH 6timo de
adsorcdo em torno de 7,2, pH no qual a hidroxiapatita apresenta carga liquida de
superficie praticamente nula, demonstrando que a hialuronidase ndo adsorve através de
interacOes el etrostéticas. Este resultado corrobora que aligagdo entre a hialuronidase e a
hidroxiapatita é governada por interagdes secundérias.

A adsorcdo da proteina a partir do extrato bruto sem diluicdo mostrou que a
hidroxiapatita apresenta uma grande capacidade na adsor¢éo de cerca de 300 mg de
proteina por grama de hidroxiapatita. Nestas condi¢Bes, a dessor¢do realizada pela

modificacdo de pH néo é eficiente naremocao de todas as proteinas.

Os resultados mostram que apesar da hialuronidase do testiculo bovino estar
associada a membrana, esta associagdo ndo ocorre através de um grupamento lipidico. A
modelagem tridimensional da proteina mostrou que a mesma apresenta éareas
hidrof ébicas superficiais que sd mais ou menos opostas ao sitio catalitico da enzima.
Os resultados da formagdo de filmes de Langmuir evidenciam que a hialuronidase é
uma molécula com propriedades anfifilicas, o que possibilita a formacdo de
monocamada da proteina sozinha, ou ainda podendo-se avaliar a afinidade desta

molécula por outras moléculas, anfifilicas ou ndo.

As isotermas de adsorcéo da hialuronidase nainterface ar / agua mostram, que a

proteina apresenta-se estavel na interface. Também foi possivel quantificar que a area
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média ocupada para cada molécula de hialuronidase apresenta 36 Nm?. Observou-se que
somente a variacdo o pH da subfase ndo contribui para variagdo na forma de migracéo
da enzima. Por outro lado quando a variagéo de pH ocorre na presenca do sal, observa-
Se uma variagao nas isotermas obtidas para os pHs de 7,2 e 8,0, devido a um principio
de desnaturacdo da molécula, pois nestes pHs a atividade enzimética ndo € muito

elevada quando comparado com o pH 6timo de atividade.

Observou-se que as isotermas da hialuronidase na interface ar / &gua sofrem
influéncia quanto a forma de deposi¢do. Quando a proteina € depositada de uma Unica
vez, hd um aumento da area em relacdo a mesma quantidade depositada por partes. Este
resultado mostra que nos pH 6,2, 7,2 e 8,0 parte da proteina depositada na interface ndo
apresenta-se muito estéavel e apds sucessivas compressdes e descompressdes, uma
pequena quantidade da proteina ndo permanece nainterface. Este resultado ainda mostra
que para o pH 5,3 (pH 6timo de atividade) a proteina apresenta-se muito estéavel na

interface.

Estudos da afinidade da hialuronidase pelo N-Acetil glucosamina (NAC),
mostram gue a hialuronidase ndo apresenta afinidade significativamente forte, capaz de
remover a molécula da proteina da superficie. Por outro lado, esta interacéo pode estar
ocorrendo, de forma que a enzima arraste a molécula de NAC para a interface, sem que
amolécula do NAC ocasione mudancas na pressdo de superficie. Os estudos realizados
diretamente com o acido hialurdnico mostraram que a iteracdo entre a hialuronidase e
seu substrato é forte o suficiente para alterar a monocamada formada. O aumento da
pressdo observado pode ser devido a pedagos da cadeia do &cido hialurbnico, que
durante o processo sdo atraidos pela proteina para ainterface, ou devido a uma mudanca
na estrutura da proteina durante a migracéo do &cido para interface ar / agua, sofrendo

um aumento da &rea ocupada por molécula.

As isotermas da hialuronidase na presenca de uma camada lipidica, mostraram
que a proteina apresenta uma for¢a motriz forte, que faz com que a proteina permanecer
na interface, mesmo na presenca de moléculas fortemente anfifilicas. Resultados que
sdo confirmados com as imagens da microscopia pelo angulo de Brewster. A
microscopia mostra que a proteina se acomoda entre as moléculas de DPPC. A

microscopia ainda mostra que a monocamada da proteina apresenta certa organizacéo
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na presséo de 4,0 mN/m, ponto onde a molécula passa do estado liquido condensado

para o estado solido.

Os ensaios de FTIR mostraram que ha um aumento de estruturas do tipo folhas-
B, com o aumento do pH, e que provavelmente este aumento ocorre em detrimento da
diminuicdo de estruturas do tipo a-hélice. Em pH 8,0, as diferencas envolvem 2-3 %
dos aminoécidos presentes na proteina, o que significa que em torno de 11 aminoacidos

estéo presentes na formagdo de estruturas do tipo folhas-p.

Ensaios complementares de adsorcdo mostraram que € possivel purificar a
hialuronidase do testiculo bovino utilizando a hidroxiapatita, empregando como
estratégia a ndo adsor¢do da proteina no adsorvente. Utilizando-se esta estratégia
obteve-se um purificado onde a atividade é 10 vezes menor que a encontrada para a

proteina comercial.

7.2 Sugestoes

Redlizagdo de estudos mais detahados sobre a atividade enzimética da

hialuronidase nainterface ar / agua, procurando quantificar esta atividade.

Readlizagdo de testes utilizando outros lipidios e fosfolipideos, constituintes da
membrana plasmaticas, para a formagdo de monocamadas de hialuronidase, visando

uma reconstitui¢do passo a passo da membrana.

Aprofundar os estudos de separacdo da hialuronidase, otimizando a etapa de
precipitacdo dos contaminates do extrato bruto. Estudar a influéncia de variaveis como
concentracdo, massa de adsorvente, na etapa de adsor¢do dos contaminantes em
hidroxiapatita. Estudar o emprego da hidroxiapatita como adsorvente da hialuronidase

em uma etapa final no processo de purificacéo.
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