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A leucemia linfoblastica aguda (LLA) é um cancer do sistema linfatico com uma
incidéncia importante, sobretudo, na populagéo infantil. A enzima L-asparaginase tem
uma reconhecida efetividade na terapia deste cancer. O Brasil ndo possui uma forma de
producdo desta enzima para uso clinico. Atualmente, pacientes com a doenca dependem
da importacdo do medicamento para prosseguir com o tratamento. Encontrar uma forma
de producdo nacional da L-asparaginase é de vital importancia para melhorar a
viabilidade e eficiéncia do tratamento da LLA. Nesse cenario, o presente trabalho estuda
as condicdes de extracdo e purificacdo da enzima codificada pelo gene da bactéria
Zymomonas mobilis expressado por via recombinante em Escherichia coli. Os processos
de ruptura celular por homogeneizador a alta pressao e purificagdo cromatografica em
duas etapas foram estudados. Determinou-se que as melhores condigdes de rompimento
sdo 300 bar e 4 passes. O primeiro passo cromatografico foi pela cromatografia de
afinidade por ions imobilizados e apresentou-se um fator de purificacdo de 12,1 com
recuperacdo de 88%. O segundo passo foi pela cromatografia de troca ibnica, a qual
obteve um fator de purificacdo de 3,5 e recuperacao de 69,5%. O grau de pureza obtido
faz possivel os estudos em animais desta enzima nacional e iniciar os trabalhos para um

escalonamento do processo.
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The acute lymphoblastic leukemia (ALL) is a cancer of the lymphatic system with
an important incidence, especially, in child population. The enzyme L-asparaginase has
a recognized effectiveness in the therapy of this cancer. The Brazil does not have a way
to produce the enzyme to clinical use. Currently, patients with the disease depend on the
importation of the medicine to continue the treatment. Finding a national way of
producing L-asparaginase is of vital importance in improving the viability and efficiency
of ALL treatment. In this scenario, the present work studies the extraction and purification
conditions of the enzyme encoded by the recombinantly expressed Zymomonas mobilis
bacterial gene in Escherichia coli. The cell rupture by high-pressure homogenization and
two steps chromatography purification were studied. It was determined that the best cell
rupture conditions are 300 bar and 4 passages. The first chromatography step was by
immobilized ion affinity chromatography and presented a 12,1 purification factor with
88% recovery. The second step was by ion exchange chromatography, which obtained
3,5 recuperation factor and 69,5% recovery. The purity degree obtained makes possible

the animal studies of this national enzyme and start the studies for a process escalation.
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1. INTRODUCAO

O céncer ndo é considerado apenas uma doenca isolada e sim um conjunto de
doencas que apresentam um perfil semelhante de atuacdo. Dentre todos os tipos de cancer
existentes, todos compartilham a mesma caracteristica basica: o crescimento desordenado
das células (MUKHERJEE, 2011). Em 1950, a Organizacdo Mundial da Saude comegou
a investigar as possiveis causas dos males de cancer que apareciam em diferentes partes
do mundo. Aprenderam que determinados tipos de cancer eram mais comuns em regides
especificas do planeta do que outros, associando a ocorréncia dos mesmos a fatores
ambientais. Porém, com a criacdo da International Agency for Research on Cancer
(IARC), os estudos conduziram a outros agentes causadores, coOmo 0 genético e 0S
produtos com os quais as pessoas interagem (BLACKADAR, 2016). Porém, ao contrario
do que muitos pensam, ndo existe apenas um fator genético o responsavel pelo
aparecimento de um cancer. O desencadeamento da doenca ocorre através da interagdo
entre a predisposicdo genética e 3 tipos diferentes de fatores carcinogénicos externos,
como: fisicos, raios UV e outros tipos de radiagdes; quimicos, como componentes do
cigarro, asbestos, poluentes, agrotoxicos e alguns outros produtos quimicos; biologicos,
como virus, bactérias e parasitas (WORLD HEALTH ORAGANIZATION, 2018).

A leucemia linfoide (ou linfoblastica) aguda (LLA) é uma forma de cancer que
afeta o sistema linfatico. Ela se caracteriza pelo crescimento desordenado das células
linfoblastos durante o processo de hematopoese do sangue. Ainda sdo desconhecidos os
fatores responsaveis por desencadear essa ma formaco. E uma doenca mais comum em
criancas do que em adultos. Cerca de 90% das criancas em tratamento conseguem ser
curadas dependendo do tipo de L-asparaginase utilizada. Ja nos adultos, em torno de 50%
dos pacientes que comecam o tratamento entram em remissdo completa da doenca (INCA,
2006; ABRALE, 2016). O seu tratamento envolve a enzima L-asparaginase como 0
principal agente antineoplastico a qual vem sendo estudado desde 1953 (NARTA et
al.,2007; KIDD, 1953; VERMA et al., 2007).

As principais formas de producao da enzima para fins terapéuticos sdo através de

microrganismos recombinantes, mais especificamente as bactérias Escherichia coli e



Erwinia chrysanthemi. No Brasil, ndo h4 nenhuma producéo da L-asparaginase para uso
terapéutico em humanos, necessitando importar todo produto demandado para
tratamento. Caso algum paciente apresente alguma sensibilidade quanto ao medicamento,
necessita passar por todo um processo de importacdo de uma enzima produzida por outro
microrganismo (no caso a Erwinia chrysanthemi), tempo esse que nenhum paciente com
cancer dispde (MINISTERIO DA SAUDE, 2013; KOZAK et al., 2002; BATISTA,
2013).

Assim, uma das solugdes para melhorar o tratamento dos pacientes leucémicos no
Brasil € a producdo de um medicamento & base de uma L-asparaginase nacional. Nesse
contexto, o Laboratério de Bioprocessos do Programa de Engenharia Quimica da
COPPE/UFRJ vem desenvolvendo uma nova forma de producdo da L-asparaginase
através da bactéria Zymomonas mobilis. A producdo da L-asparaginase foi bem
caracterizada até o estagio da sua fermentacéo pelos trabalhos de Abud (2005) e Einsfeldt
(2014), por meio de um microrganismo recombinante (Escherichia coli) para expressar o
gene da enzima procedente da Zymomonas mobilis e obter, assim, um novo tipo dessa
enzima, uma vez que ndo existe a sua producédo de forma recombinante. Porém, em todo
processo produtivo de uma proteina terapéutica, € necessaria uma etapa de purificacao

bem definida e caracterizada.

Nesse ponto é que foi baseado o presente trabalho, determinar um processo de
purificacdo eficiente e escalonavel de forma a permitir obter uma enzima purificada o
suficiente para ser utilizada como matéria prima para producéo de farmacos. O processo
proposto pretende utilizar a cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados,
uma vez que a producdo da enzima nos estudos de Einsfeldt (2014) ja incluiu, na enzima,
uma sequéncia proteica chamada cauda de histidina visando uma purificacdo desse
género. E um tipo de purificagdo de proteinas muito conhecido pela sua especificidade e
eficidcia de separacdo, visto que apenas moléculas com determinadas caracteristicas

especificas conseguem ser separadas através de interacdes com a matriz cromatografica.

Assim, 0 objetivo geral se resume ao estudo das melhores condicBes de
purificacdo para enzima L-asparaginase utilizando matrizes cromatograficas comercias.
Para tal, os objetivos especificos sdo: produzir a enzima expressada de forma

recombinante através do cultivo de Escherichia coli; estabelecer as condi¢des para a
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quantificacdo da concentracdo de proteina e determinacdo da atividade enzimética da L-
asparaginase deste trabalho; obter um método eficiente para a ruptura celular e extracéo
da L-asparaginase intracelular; obter as condigdes de purificacdo da enzima L-
asparaginase, por cromatografia de afinidade por ions de niquel imobilizados; purificar a
L-asparaginase por cromatografia de troca i6nica.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Leucemia Linfoblastica aguda (LLA)

A medula consiste na estrutura presente nas cavidades dos 0ssos e é responsavel
pela producdo de células sanguineas como os glébulos brancos, vermelhos e plaquetas, e
é comumente conhecida como tutano. A leucemia linfoide (ou linfoblastica) aguda (LLA)
ocorre precisamente nessa regido. Ela se caracteriza pela reproducdo das células ainda
imaturas, denominadas de linfoblastos, que normalmente originariam células sanguineas
linfoides, mas acabam por se multiplicar desordenadamente. A propagacéo e acumulo
dos blastos, prejudica a producéo das células sanguineas normais causando anemia (pela
falta de globulos vermelhos), infecgdes (pela auséncia de globulos brancos) e hemorragias
(pela privacédo de plaquetas). O tratamento consiste na receita de medicamentos (agentes
quimioterapicos) em conjunto, também, com a prevencéo das infeccGes e hemorragias,
porém, em alguns casos, é preciso realizar o transplante da medula 6ssea. Além disso, nas
etapas iniciais do tratamento, o paciente recebe transfusdes regulares de hemacias e
plaquetas enquanto a medula ndo recupera sua capacidade de producdo normal de células
sanguineas (hematopoese) (INCA, 2006; EINSFELDT, 2014)

O agente mais empregado no tratamento da LLA é a enzima L-asparaginase
podendo ainda ser ministrado em conjunto com outros agentes quimioterapicos em
paralelo. Ela ja vem sendo utilizada para o tratamento da leucemia por mais de 30 anos.
Porém, apesar da aparente eficacia no controle do cancer, a principal desvantagem reside
nos efeitos colaterais causados ao ministrar a forma nativa, tais como: pancreatite,
alergias, diabetes, problemas de coagulacao, entre outros. Com isso, foram desenvolvidas
enzimas conjugadas por esterificacdo ao polietilenoglicol (PEG) de forma a diminuir os
efeitos colaterais causados através da reducdo de sua resposta imunogénica,
possibilitando aumentar a frequéncia de aplicagdes do agente quimioterapico (ABUD,
2005; NARTA et al., 2007; DUVAL et al., 2002, VAN DEN BERG, 2011; PIETERS et
al., 2011).



2.2 L-asparaginase

A enzima L-asparaginase possui a identificagdo EC 3.5.1.1. Isso significa ser uma
enzima que atua por hidrolise nas ligagdes carbono-nitrogénio de amidas lineares, que
ndo sejam peptidicas. Possui a constituicdo de um homotetramero, que é uma enzima
formada pela jungéo de quatro aglomerados proteicos como exemplificado na Figura 2.1.
Essas estruturas sdo constituidas por aproximadamente 331 tipos de residuos de
aminoécidos, que ao se combinarem formam o aglomerado molecular referente a uma
unidade mérica que constitui o tetramero da L-asparaginase, sendo essa formacdo muito
semelhante em todos os tipos de L-asparaginases produzidas. Cada unidade apresenta
uma massa molar de aproximadamente 37 kDa (SWAIN et al., 1993; YUN et al., 2007;
VERMA et al., 2007, NARTA et al., 2007; LUBKOWSKI et al., 1996; MILLER et al.,
1993; EINSFELDT, 2014).

Figura 2.1 — Estrutura da enzima L-asparaginase

Fonte: Yun et al., 2007

2.2.1 Descoberta da enzima

A descoberta da L-asparaginase como potencial agente anti-leucémico comegou
guando Clementi, por volta de 1922, constatou a alta atividade dessa enzima em soro

sanguineo de porquinhos da india devido a desamina¢&o do aminoéacido L-asparagina, ao
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passo que o soro de outros mamiferos ndo apresentava 0 mesmo efeito (NARTA et
al.,2007; TOWER et al., 1963; CLEMENTI, 1922). Esse soro encontrado foi ministrado
em linfomas de ratos por Kidd por volta de 1953, observando a regressdo da doenga apos
aplicada a substancia, o que pdde comprovar a eficicia do uso da L-asparaginase no
tratamento do linfoma. Ou seja, ela era eficiente em tratar células linfaticas cancerosas,
que é o mesmo caso da LLA. Porém, essa conclusdo sé foi afirmada em 1961 pelo
trabalho de Broome dando continuidade ao trabalho de Kidd, no qual a influéncia
especifica da L-asparaginase contida no soro pode ser comprovada, uma vez que a
aplicacdo do soro de outros mamiferos, que ndo continham L-asparaginase, nao surtiu o
mesmo efeito antineopléstico nos linfomas que o soro obtido do porquinho-da-india
(MULLER E BOSS, 1998; KIDD, 1953; BROOME, 1961). Porém, a extracdo da enzima
em quantidades relevantes de um animal para um tratamento terapéutico € inviavel
(NARTA et al.,2007). Assim, através do trabalho de alguns autores como Mashburn e
Wriston (1964), alem de Campbell e Mashburn (1969), foi possivel identificar a producéo
de L-asparaginase por Escherichia coli como uma alternativa para a produgdo mais
expressiva da enzima, permitindo estudos clinicos mais aprofundados sobre o assunto
(CAMPBELL E MASHBURN, 1969; CAMPBELL etal., 1967; HO et al., 1969; ROBET
et al., 1966).

2.2.2 Atuagdo nos tumores

A L-asparagina é uma proteina essencial para a manutencdo de uma célula e sua
sintese proteica. Sua falta causa a inibicdo da sintese de RNA e das proteinas levando a
apoptose celular (morte das células). Em células sadias, a L-asparagina € suprida pela
enzima L-asparagina sintetase que permite a inclusdo de um grupo amina originado da
glutamina ao &cido aspartico gerando a molécula de L-asparagina, que € necessaria ao
metabolismo. Essa enzima € a Unica forma de sintese de L-asparagina por uma célula.
Porém, em células leucémicas, a acdo da L-asparagina sintetase € menor, uma vez que
elas ndo conseguem expressar essa enzima corretamente como fazem as células sadias.
As células cancerosas acabam por depender da L-asparagina do meio extracelular
(disponivel as células através da dieta alimentar) para conseguir sobreviver, como

observado experimentalmente por Haley et al em 1961. Assim, a teoria por tras do
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tratamento da leucemia com L-asparaginase consiste em ministrar essa enzima de forma
aextinguir o suprimento de L-asparagina extracelular, matando as células cancerosas pelo
desfavorecimento de sua sintese proteica (Figura 2.2). (KUMAR et al., 2013, VERMA et
al., 2007, NARTA et al., 2007; MULLER E BOSS, 1998)

o)

OH Crescimentos dos
0 NH., linfoblastos leucémicos

L-Asparaginase

-0 Linfoblastosleucémicos
| OH inibidos
@)

Figura 2.2 — Atuacdo da L-asparaginase nas células cancerosas

Fonte: Narta et al., 2007

A reacdo que L-asparaginasae catalisa consiste na hidrélise do aminoéacido L-
asparagina em amonia e aspartato. A Figura 2.3 ilustra 0 mecanismo de hidrolise através
de um ataque nucleofilico (VERMA et al., 2007, NARTA et al., 2007).

L-Asparaginase L-Asparaginase
e L-Asparaginase Nuc
NH;3 |
5 /,‘/O NFa\ Nuc NH,}

0O NarriSs K [ — \ 0

M | C :)G/ /‘{‘5\\. / s ..,/) "

L-asparagna J . CCO Al -
f l‘ \ b
r Beta-acil-enzima [ “

NH; . " H.0 L-aspattato
interm edidtia

Figura 2.3 - Mecanismo de acdo da L-asparaginase

Fonte: Verma et al., 2007

O aspartato pode ser utilizado como fonte para producdo de oxalacetato, que € um
intermediario do ciclo do &cido citrico, ou transformado em arginino-succinato pelo ciclo
da uréia, que também acaba por influenciar no ciclo do &cido citrico, sendo essa relagdo
denominada de lancadeira aspartato-arginino-succinato. O primeiro consiste ndo s6 numa

das principais etapas do processo oxidativo da matéria organica, mas também na producao
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de precursores para muitas vias biossintéticas, como a de aminoacidos. J& o segundo,
consiste na transformacéo da amoénia produzida pelo metabolismo em ureia, substancia
menos toxica para 0 meio celular. Assim, o aspartato acaba sendo uma das principais
fontes para manter ndo sé o balanco do nitrogénio no ambito celular, como também a
formacdo de aminoécidos para a célula (YUN,2007; NELSON, 2014).

2.2.3 Producgéo nacional e mundial

A L-asparaginase utilizada no Brasil ¢ importada. A empresa que fornecia o
medicamento para o Brasil comunicou em 2013 que ndo atenderia mais o abastecimento
vigente. A sua compra era efetuada por servicos do SUS (Sistema Unico de Salde)
habilitados em oncologia. Com a declaracdo do fim do abastecimento, 0 Ministério da
Saude interveio na compra do medicamento, em parceria com a Sociedade Brasileira de
Oncologia Pediatrica (SOBOPE) por um novo fornecedor, adquirindo estoque suficiente
para um ano de uso (MINISTERIO DA SAUDE 2013). No mesmo ano, foi cogitado
comegar a producao da L-asparaginase nacional a partir de 2015 com uma parceria entre
a Fiocruz e os laboratérios NT Pharma e Unitec Biotec, porém, em nota divulgada esse
ano a imprensa, o Ministério da Saude afirma ndo possuir nenhum registro no Brasil da
producéo de L-asparaginase (MINISTERIO DA SAUDE, 2013 e 2017).

A enzima pode ser obtida de fonte bacteriana, de leveduras, fungos, plantas, algas,
etc, porém ndo é toda forma de L-asparaginase que possui atividade anti-leucémica, como
comprovado por Broome (1961). A fonte mais utilizada para a producdo da enzima
destinada a tratamentos € a bacteriana na qual, alguns tipos que proporcionam atividade
antineoplastica sdo: Erwinia carotovora, Erwinia chrysanthemi, Escherichia coli,
Pseudomonas flourescens, Mycobacterium phlei, Zymomonas mobilis, entre outras.
(EINSFELDT, 2014; VERMA, 2007; VAN DEN BERG, 2011). Porém, as fontes mais
usadas para producdo em larga escala para tratamentos de LLA e linfossarcomas sao
Erwinia chrysanthemi e Escherichia coli. (KOZAK et al., 2002; KOTZIA e LABROU,
2005)


http://www.blog.saude.gov.br/www.sobope.org.br
http://www.blog.saude.gov.br/www.sobope.org.br

Apenas a L-asparaginase produzida por Escherichia coli é autorizada pela
ANVISA para ser utilizada em tratamentos de leucemia no Brasil. Porém, é possivel que
pacientes desenvolvam quadros de sensibilidade, ao produto derivado desse
microorganismo. Um processo judicial dever conduzido a fim de aprovar a importagdo
de uma L-asparaginase adquirida de outra fonte, Erwinia chrysanthemi por exemplo, caso
0 paciente apresente algum desses quadros de rejeicdo (EINSFELDT, 2014).

Os produtos comerciais que contém a enzima L-asparaginases de Escherichia coli
que vém sendo comercializadas normalmente sdo: Kidrolase® da EUSA Pharma,
Elspas® da Ovation Pharmaceiticals, CrasnitinTM da Bayer, Leunase® da Sanofi-
aventis, L-asparaginase medacTM da Kyowa Hakko e Elspar® da Merck & Co. A forma
peguilada da L-asparaginase produzida pela E. coli € comercializada como: OncasparTM
da Enzon Pharmaceuticals Inc. Ja as enzimas geradas pela Erwinia chrysanthemi sdo
comercializadas como Erwinase® da EUSA Pharma (PIETERS et al., 2011).

Entre as duas principais formas citadas de obtencdo da enzima, a primeira é a
recomendada de inicio por apresentar maior eficiéncia antineoplastica do que a segunda.
Apesar de ambos o0s tipos apresentarem efeitos colaterais, as enzimas providas por essas
duas bactérias possuem efeitos imunogénicos distintos. Portanto, pacientes que
desenvolvem sensibilidade a um dos dois possui a alternativa de utilizar o medicamento
do outro tipo bacteriano. Caso 0 paciente desenvolva um quadro de alergia a droga
produzida pela Escherichia coli, é recomendado o uso do segundo tipo, pois individuos
que apresentam resposta imunogénica ao primeiro tipo ndo necessariamente apresentam
ao segundo também, além do fato dela possuir efeitos tdxicos mais brandos (DUVAL et
al.,2002; KOTZIA e LABROU,2005).

A produzida por E. coli é um homotetramero com massa molar de sua subunidade
em torno de 32 kDa com ponto isoelétrico na faixa de 4,6 até 5,5, enquanto que a
preparada pela Erwinia possui massa molar de sua subunidade por volta de 40 kDa com
ponto isoelétrico por volta de 8,7 (SANCHES, 2003; NARTA, 2007). Dois tipos de L-
asparaginase (I e 1) podem ser produzidos pela E. coli. O tipo | é expresso no citoplasma
e é amais requerida para o crescimento da bactéria. O tipo Il é a reportada como produzida
no periplasma da bactéria, espaco entre a membrana da célula e a parede bacteriana, na

qual pode ser expressa até, em alguns casos, sob condi¢cdes anaerdbias e de falta de
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nutrientes. O tipo Il é provido de alta atividade antineoplastica. Possui alta afinidade pela
L-asparagina, com uma constante Michaelis! na ordem de grandeza de pM e maior tempo
de permanéncia no sangue do que a tipo I. O tipo |, aparentemente, ndo apresenta acéo
contra as células cancerosas e possui menor afinidade que o outro tipo, apresentando uma
constante de Michaelis em torno de 3,5 mM. Por isso, a tipo Il é a indicada e utilizada
nos tratamentos da leucemia (SANCHES, 2003; YUN, 2007; KUMAR et al., 2013).

Uma estratégia para reduzir os efeitos imunogénicos de um medicamento é a
realizacdo do processo de conjugacdo ao PEG (comumente chamado de peguilacdo). O
PEG é produzido pela polimerizacéo do 6xido de etilineo usando 4gua ou metanol como
agente iniciador. Utilizando o metanol produz-se o metoxi-PEG, caso use a agua
produzira o diol PEG. A peguilacdo corresponde a ligacdo covalente de uma ou mais
moléculas de PEG a substancias tais como: proteinas, enzimas, fosfolipideos e farmacos
de diversos tipos (MENEGUETT], 2017). Como dito anteriormente, a principal vantagem
da peguilacdo é diminuir a imunogenicidade da substancia que esta sendo ministrada. As
moléculas de PEG ao serem ligadas as moléculas da substancia de interesse, criam uma
camada hidrofilica capaz de blindar os sitios imunogénicos da proteina. Além disso, essa
camada promove maior solubilidade devido aos grupamentos hidroxi, diminui a
agregacao por proteases e diminui a perda do composto pela filtracdo glomerular,
resultando, de tudo isso, no aumento do tempo de meia vida da substancia peguilada in
Vivo em comparag¢ao ao mesmo composto ndo peguilado (PASUT E VERONETE, 2007;
LOUREIRO, 2010; MENEGUETTI, 2017; BARAN et al., 2003).

Com base no que foi dito, percebe-se a importancia da producdo nacional de L-
asparaginase que possua atividade antineoplastica para o tratamento da LLA, ndo sé para
eliminar a complicacdo dos pacientes que desenvolvem sensibilidade a droga ja utilizada,

mas para eliminar os custos de importacao e tornar o tratamento mais acessivel.

Uma fonte de producdo que esta em estudo € o microrganismo Zymomonas
mobilis. Uma bactéria Gram negativa, anaerébia e muito estuda com a finalidade de
produzir etanol (CAZETTA, 2007). Essa bactéria é objeto de analise no Laboratério de

Bioprocessos do Programa de Engenharia Quimica da COPPE, onde estudos conduzidos

! Parametro obtido da equacdo de Michaelis-Menten que tem por interpretacdo o nivel de afinidade entre
uma enzima e seu substrato. Quanto menor o valor, maior a afinidade (NELSON, 2014)
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por Abud (2005), Pinheiro (2001), Einsfeldt (2014) e Mayara (2016) ja trataram dos casos
relacionados a: fermentacdo dessa bactéria para a produgdo da L-asparaginase,
modelagem do comportamento cinético de producdo da enzima, protocolo de processo e
influéncia das condic6es de operagdo na producédo da L-asparaginase, além da expressao
de clones dessa proteina obtidas de Zymomonas mobilis em Escherichia coli e a
modelagem da rede metabdlica para esse caso. Uma vez que a Zymomonas apresenta
baixa produtividade da L-asparaginase, sua producdo em E. coli foi estudada a fim de
melhorar a expressdao da enzima, além de permitir expressar também de forma
extracelular, o que facilitaria o processo de separacdo e purificacdo da L-asparaginase
obtida. Alem disso, pode ser comprovado que a enzima produzida pela Zymomonas
possui boa correspondéncia com a L-asparaginase tipo Il da E. coli a qual possui
comprovada atividade antileucémica. (EINSFELDT, 2014; WASHINGTON, 2016).

2.3 Técnicas de rompimento celular

A enzima utilizada para purificacdo pode ser obtida de forma extracelular segundo
o trabalho Einsfeldt (2014). Porém, como a L-asparaginase é uma enzima naturalmente
sintetizada de forma intracelular pela Escherichia coli, é relevante analisar o quanto de
material enzimatico permanece no meio enddgeno ainda para ser purificado. Mesmo o
meio intracelular possuindo uma maior quantidade de contaminantes que o extracelular,
a possibilidade de obter uma maior concentracdo de material para ser purificado o tornaria
uma alternativa mais viavel ao estudo da purificacdo (CHISTI e YOUNG, 1986;
MIDDLEBERG, 1995).

Os métodos de rompimento celular podem ser divididos em: mecanicos
(homogeneizacdo a alta pressdo/prensa de French, ultrssonificacdo e moinho de bolas),
ndo mecanicos (choque osmético, secagem, congelamento e descongelamento),
enzimaticos (inibicdo da producdo da parede celular ou lise enziméatica) e quimicos
(acidos, alcalis, detergentes e solventes) (SCHIMIDELL, 2002; SCHITTE e
KULA,1993).

11



Como apenas a homogeneizagéo a alta presséo, a Prensa de French e o ultrassom
sdo utilizadas na presente dissertacdo, o foco desse capitulo sera voltado para essas

técnicas.

2.3.1 Homogeneizacao a alta pressao

Geralmente os equipamentos de homogeneizacdo a alta pressdo, como a prensa
French, sdo camaras de determinada geometria conectadas por um canal com espessura
muito pequena. A ideia por tras do processo é a passagem da solucdo por esse orificio a
uma determinada pressdo. Isso ocasiona tensdes de cisalhamento entre as particulas do
fluido quando o mesmo passa para uma camara de baixa presséo e colide com a parede
da valvula de operacdo (Figura 2.4). No caso das suspensdes celulares, as células séo
rompidas pelas forcas cisalhantes sem danificar as proteinas em seu interior. E uma
técnica escalondvel e muito utilizada pela industria para produzir emulsées. Por nao
utilizar solventes ou qualquer outro composto quimico e nem produzir emissdes, €
ambientalmente favoravel na ruptura celular. A diferenca entre a prensa de French e um
homogeneizador a alta pressdo consiste apenas no funcionamento do equipamento. Mas
a ideia central de passar a amostra sob pressdo por um orificio se mantéem (LEE et al.,
2009; LI et al., 2012; MARESCA et al., 2011; SCHULTZ et al., 2004; SCHITTE e
KULA, 1993).

Células
rompidas
\
7 N\
Células -
intactas
% N
4
N

Figura 2.4 - Homogeneizador a alta pressao
Fonte: Schmidell et al., 2001

Alguns fatores que afetam a operacdo de uma suspensdo celular no

homogeneizador sdo: a concentracdo celular, o tipo de célula, a temperatura de operagéo,

12



a pressdo de operacao e 0 numero de passes pelo equipamento (SCHMIDELL et al.,

2001). A liberacédo de proteinas pode ser equacionada da forma:

Rn a
) =kPYn )

log(

Em que:

Rm — concentracdo de proteinas intracelulares totais (g/L).

R — concentracéo de proteinas totais (g/L).

k — constante de velocidade que depende da temperatura da suspenséo, da
concentracdo celular e do tipo de célula (1/min).

a — constante que é funcdo do tipo de célula do meio e das condi¢Bes de crescimento
celular

n —numero de passes

P — pressao de operagéo

2.3.2 Ultrassom

A ultrassonificacdo consiste na propagacao de uma onda sonora de alta frequéncia
(geralmente entre 16 kHz — 100 MHz) por um meio liquido, ocasionando variacfes na
agitacdo molecular, criando zonas de compressdo (maior quantidade de moléculas) e
expansdo (maior deficiéncia molecular). A dindmica entre essas zonas de expansao e
compressdo, gera o efeito de cavitacdo (LORIMER E MANSON, 1987; PATRIL E
PANDIT, 1987).

O processo de cavitacdo consiste na repentina queda de pressdo em alguns pontos
no interior do fluido. Pressdo essa, abaixo da pressao de vaporizacdo do fluido para aquela
temperatura, formando bolhas que logo sdo colapsadas sob a pressdo da solugédo
circundante. Esse colapso, promove a propagacdo de uma grande onda de choque na
ordem de 10.000 atm através do meio (PAITL e PANDIT, 2007; SILVA, 2002).

Apesar da sua facil operacdo em escala laboratorial, essa técnica ndo é possivel de

ser escalonavel. O que faria o estudo a respeito das condi¢fes de rompimento celular de
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um material ndo aproveitaveis para uma futura pesquisa de escalonamento do processo.
Além disso, € relatado que a ultrassonificacdo tem a possibilidade de causar inativacao
da proteina obtida pela lise celular. Tal fato ocorreria através das forgas cisalhantes
originados pelas ondas de choque (SINGH, 2013; CHISTI e YOUNG, 1986).

2.4 Técnicas de analise da enzima

2.4.1 Analise de concentracdo proteinas (método de Bradford)

O ensaio de Bradford é um dos mais utilizados para determinacdo da quantidade
de proteinas uma vez que possui facil performance, rapidez de anéalise, alta sensibilidade

e especificidade pelas proteinas (ZOR, 1996).

A técnica baseia-se na complexacdo do reagente Comassie azul G-250 com a
proteina alvo de andlise. O resultado do procedimento consiste na observacdo de duas
cores diferentes, o vermelho e o azul. O vermelho é caracteristico do reagente puro € o
azul aparece apds a complexacdo com a proteina. As interacdes predominantes entre o
reagente e as proteinas sdo por interagdes de Van der Waals (dipolo-dipolo, dipolo-dipolo
induzido e forcas de dispersao) e interacdes hidrofébicas. Os residuos de arginina séo 0s
que apresentam a melhor interacdo com o reagente, seguido pelos residuos de histidina,
lisina, tirosina, triptofano e fenilalanina. O processo de coloracdo € bem rapido (cerca de
2 min) com a durabilidade da cor do complexo em torno de 1 hora. A leitura a uma
absorvancia de 595 nm em espectrofotdmetro contra uma curva de calibracdo, geralmente
obtida com BSA (albumina de soro bovino), no mesmo comprimento de onda, permite a
avaliacdo da quantidade de proteina no meio (ZOR, 1996; BRADFORD, 1976;
AZEREDO et al., 2003; BARBARINO e LOURENCO, 2005; COMPTON e JONES,
1985).
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2.4.2 Ensaio de atividade enzimatica de L-asparaginase

Como descrito no capitulo 2.2, a L-asparaginase é capaz de liberar amdnia como
subproduto a partir da sua reacdo. Portanto, 0 ensaio para a determinacdo da atividade
dessa enzima se baseia na quantificacdo de aménio produzida no meio. A atividade é
calculada como a unidade internacional de L-asparaginase (Ul) dada como a quantidade
de enzima necessaria para liberar 1 pumol de aménia por minuto a 37 °C (GUO et al.,
2002; EINSFELDT, 2014). O método de analise utilizado nessa dissertagdo € baseado no
procedimento de Berthelot para quantificacdo de uréia, com alteragfes propostas pelo
estudo de Tabacco et al. (1979). Tal procedimento se baseia na mistura da solucéo que
contém amonio a ser quantificado com duas solu¢des, uma contendo hiplocorito e outra
contendo nitroprussiato e salicilato. O nitroprussiato tem por funcdo catalisar aformacéo
do complexo indofenol pela reacéo entre o hipoclorito, salicilato e os ions amdnio. O
indofenol possui absortividade a 600 nm, permitindo sua quantificacdo e, por
conseguinte, a quantificacdo de amdnio por espectrofotbmetro, uma vez que a relacéo
entre o indofenol e aménio é de um para um. A solucdo de indofenol possui coloragédo
esverdeada, 0 que permite observar qualitativamente a presenca de amdnio em uma
amostra (ROCHA, 1989; TABACCO et al., 1979; BOWER & HOLM-HANSEN, 1980).

2.4.3 Eletroforese

A eletroforese é fundamentada na aplicacdo de um campo elétrico na amostra, na
qual a presenca de grupos idnicos na molécula de interesse, considerando estar na forma
de uma espécie carregada, permitira que o composto sofra atracdo na direcdo positiva ou
negativa do campo, ocasionando o deslocamento do mesmo através da solucdo em
direcdo ao polo atrator. A sua forma mais conhecida € a feita em gel com SDS
(dodecilsulfato de sédio), na qual o meio geralmente utilizado € um gel de poliacrilamida,
agarose ou amido, que funciona como uma matriz inerte por onde as moléculas irdo
migrar. O gel pode ser preparado de modo a dificultar a migracdo das moléculas proteicas
de interesse devido a uma malha de cadeias de espagamento suficientemente pequeno.

Ja 0 SDS, por ser um surfactante anibnico, se liga as proteinas ocasionando o
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desdobrando de sua estrutura molecular (desnaturacdo), em que a carga negativa cedida
pelo detergente supera a carga intrinseca da proteina a qual esté ligada. Cada proteina se
liga a mesma quantidade de SDS e as estruturas dos complexos proteina-SDS s&o 0s
mesmos, ja que as proteinas estdo desnaturadas e suas estruturas tridimensionais ndo sdo
mais relevantes. Assim, a migracdo do complexo carregado pela rede molecular do gel
ocorrerd apenas em fungcdo do tamanho molecular da proteina. Proteinas maiores
percorrerdo distancias menores num mesmo intervalo de tempo comparado a moléculas
menores, permitindo identificar as massas molares dos compostos presentes pela
distancia percorrida. Corantes como azul de Comassie sdo usados no gel para revelar a
banda de proteinas formadas pela eletroforese (ALBERT et al., 2010; JANSON, 2011,
COELHO et al., 2008).

2.4.3.1 Géis bidimensionais

Consiste, assim como na eletroforese, na aplicacdo de um campo elétrico que
causa a migracdo molecular pela carga das moléculas. Porém, uma etapa preliminar
denominada de enfoque isoelétrico é efetuada, em que 0 meio possui um determinado
gradiente de pH formado por uma mistura especial de tampdes. Com isso, essa primeira
etapa se baseia na separacdo dos componentes da amostra pela diferenca de pontos
isoelétricos. Uma vez que uma molécula carregada negativamente, por exemplo, migra
para 0 catodo, ela cessard seu movimento no instante em que passar pela regido que
possua 0 pH correspondente ao seu ponto isoelétrico. Isso ocorre devido a proteina ndo
apresentar carga liquida no seu ponto isoelétrico, encerrando a forca motriz eletrostatica
sobre ela. Geralmente o meio utilizado consiste num surfactante ndo iénico, como o -
mercaptoetanol, ureia como agente desnaturante e um gel como matriz. Apds a separacao
preliminar, é efetuada a eletroforese convencional com o mesmo gel, mas agora com
SDS como surfactante. Nessa segunda etapa, a eletroforese é realizada numa direcao
perpendicular a primeira etapa, em que a separacdo sera baseada na massa molar dos
componentes (COELHO et al., 2008; ALBERT et al.,2010)

Figura 2.5 exemplifica a primeira etapa da separacao por géis bidimensionais.
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Figura 2.5 - Primeira etapa da purificacdo por géis bidimensionais

Fonte: ALBERT et al., 2010.

2.4.3.2 Immunoblotting

Apo0s o processo de eletroforese, é possivel a caracterizagdo das bandas geradas
no decorrer da operagéo. 1sso pode ser feito atraves da eluicdo de uma determinada banda
proteica diretamente em uma solucéo ou a transferéncia da mesma para uma membrana.
O segundo caso é chamado de blotting. Ele consiste na transferéncia das fragdes proteicas
para uma membrana imobilizada de forma que elas figuem disponiveis para interacfes
com espécies macromoleculares, como antigenos e anticorpos, que serdo responsaveis
por selecionar apenas as proteinas de interesse (JANSON, 2011). O método comecgou
com os estudos de Southern (1975), no qual foi realizada a transferéncia de fragmentos
de DNA de um gel de poliacrilamida de uma eletroforese para uma membrana de nitrato
de celulose, onde os fragmentos de interesse eram reconhecidos por um processo de
hibridizacdo. O processo foi batizado de Southern blotting. O mesmo método aplicado
agora para fragmentos de RNA ficou conhecido como Nothern blotting. Ambos
processos se basearam na transferéncia de moléculas do gel para a membrana através de
forcas capilares ou vacuo. Em seguida, o trabalho de Towbin et al. (1979), foi capaz de
realizar o mesmo procedimento utilizando uma forma de deteccdo imunoldgica aliado a
forma de transferéncia eletroforética das moléculas entre o gel e a membrana. Tal
procedimento foi batizado de Western blotting (SOUHTERN, 1975; ALWINE et al.,
1977; TOWBIN et al., 1979; KURIEN e SCOFIELD, 2005; JANSON, 2011).
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O procedimento ocorre primeiramente pela transferéncia das proteinas do gel para
a membrana que comumente € executado de forma eletroforética, como exemplificado
na Figura 2.5. O complexo proteina-SDS de carga negativa sdo conduzidas na dire¢do
do anodo. Nesse caminho ele encontrara e ficara aderido a membrana utilizada. Em
seguida é utilizada uma solucdo de blogueio para justamente bloquear os sitios ndo
especificos que ndao foram ligados a proteinas e ndo comprometer a analise do processo.
A aplicacdo do anticorpo para a proteina desejada se ligard apenas a ela. Um segundo
anticorpo é utilizado de modo a detectar o primeiro anticorpo, o que sera responsavel
pela deteccdo da proteina. (BEISIEGE et al., 1986; TOWBIN E GORDON, 1984;
JANSON, 2011).

25  Cromatografia

A cromatografia realiza a separacdo de componentes de uma mistura com base na
diferenca de velocidade de percolacdo dos mesmos por uma matriz cromatogréafica. Tal
diferenca é funcéo das interacOes dessas espécies com essa matriz. Ela pode ser planar ou
em coluna. A planar apresenta a fase estacionaria suportada em uma placa plana e a fase
movel desloca-se pela forca da gravidade ou pela acdo de capilaridade. Ja a em coluna, a
fase estacionéria é confinada sob pressdo em um tubo com a fase mével percolando pela

mesma sob a aplicacdo de pressdo ou pela forca da gravidade apenas (SKOOG, 2009).

Os dois principais tipos de cromatografia em coluna é a gasosa e a liquida, na qual
a liquida pode ser subdividida em troca i6nica, exclusdo por tamanho, por particdo, por
adsorcdo e por afinidade. Porém as mais utilizadas para purificacdo de proteinas sdo as
por exclusdo de tamanho, ibnica e por afinidade (SKOOG, 2009; JANSON, 2011).
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25.1 Cromatografia por exclusédo de tamanho

A cromatografia por exclusdo de tamanho é caracterizada pela utilizagdo de um
gel como leito de matriz porosa de forma a selecionar as moléculas que o permeiam
através de seus tamanhos ja em uma solucdo. O gel é composto por particulas esféricas
porosas. Poros esses, onde moléculas suficientemente pequenas podem adentrar,
passando a se mover mais lentamente, enquanto que moléculas maiores, que ndo entraram
nesses poros, movem-se mais rapido acompanhando a velocidade da solucgdo, passando
entre as esferas e saindo primeiro do que as menores da coluna cromatografica. O tempo
de residéncia do analito retido na rede de poros dependerd do seu tamanho. Portanto,
acaba sendo, também, um método de determinacdo do tamanho de moléculas. Por isso,
um dos nomes pela qual é conhecida é justamente cromatografia por exclusdo de
tamanho. Possiveis interagdes do soluto com a matriz podem prejudicar o processo de
separacdo uma vez que ele se baseia apenas na diferenciacdo de tamanhos dos
componentes. Caso 0 recheio seja constituido de um componente hidrofilico o processo
pode ser denominado como filtragdo em gel e a fase mdvel normalmente utilizada é de
espécies polares, se for hidrofobico pode ser chamado de permeacéo em gel e a fase movel
é predominantemente ndo-polar (COELHO et al., 2008; ALBERT et al., 2010; JANSON,
2011, SKOOG, 2009)

2.5.2 Cromatografia por troca i6nica

Se baseia na interacdo eletrostatica entre a molécula alvo da separacdo e um
grupamento carregado que foi adicionado a um determinado suporte na coluna
cromatografica, na qual a interacdo entre ambos é dependente de propriedades como pH,
temperatura, tipo de tampao e da forca ibnica do meio, em que 0s principais tipos de
resinas utilizadas sdo argilas e zedlitas. Essa dependéncia ocorre devido ao fato dessas
propriedades poderem afetar ndo sé o ponto isoelétrico e o potencial zeta da molécula

desejada, mas também de influenciar na ativagdo do grupo idnico no suporte, definindo,
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assim, a carga elétrica do mesmo, podendo facilitar ou prejudicar o processo de separagdo
(COELHO et al., 2008; ALBERT et al., 2010; JANSON, 2011, SKOOG, 2009).

As resinas podem ser trocadoras de cations, que contem grupos acidos ou de anions
que contém grupos béasicos, em que ambos o0s tipos podem ser fortes ou fracos. Grupos
acidos fortes sdo constituidos por grupamentos sulfonicos (-SOzH) e os fracos geralmente
por grupos carboxilicos (-COOH). J& os béascios fortes sdo normalmente constituidos de
grupos aminicos quaternarios (-N(CHs)sOH) enquanto os fracos sdo formados por
grupamentos aminicos secundarios e terciarios.(SKOOG, 2009)

Porém, para uma mistura complexa de proteinas, os métodos cromatogréaficos citados
ndo apresentam alta capacidade de purificacdo, sendo necessario utilizar, normalmente,
mais de uma coluna em série, do mesmo tipo ou de tipos diferentes, para alcancar a pureza
desejada (ALBERT et al., 2010). Nesse ponto, recorre-se a cromatografia por afinidade
como um dos melhores métodos para purificacdo de proteinas (UEDA et al., 2003).

2.5.3 Cromatografia por afinidade

Cromatografia por afinidade se baseia na teoria de que cada molécula possui um
determinado sitio de reconhecimento que pode se ligar a outros sitios ou moléculas
artificiais ou naturais. Ou seja, se resume ao processo de reconhecimento molecular entre
duas substancias, permitindo a adesdo e eventual separacdo, do composto ligado, da sua
mistura original (MAGDELDIN e MOSER, 2012). Do ponto de vista biolégico, esta
relacionado a ligacdes e interacdes moleculares muito especificas tais como: enzima e
substrato, ligante e receptor, ou anticorpo e antigeno. Assim, € necessario um
conhecimento da natureza dos tipos de ligacdo e interacdo que a molécula alvo (que se
deseja separar) permite realizar, de modo a selecionar o ligante com maior afinidade. E
justamente essa alta seletividade entre ambos que permite um processo de separacao
rapido e com capacidade de purificacdo de 100 a 1000 vezes maior que processos
convencionais. O nivel de especificidade é tal, que é possivel separar tipos de proteinas
com atividades bioldgicas distintas, como, por exemplo, a forma nativa de uma proteina
da sua forma inativa. (URTH et al., 2009; SCHMITT et al., 1993).
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Segundo Magdeldin e Moser (2012), o processo ocorre pelas seguintes etapas:
1- Incubacdo da amostra com a moléculas que se deseja separa com o suporte
estacionario contendo o ligante a fim de que possa haver a unido de ambos.
2- Lavagem do resto da amostra onde se encontram os componentes ndo ligantes.
3 Eluicdo da molécula ligada pela alteracdo das condi¢cGes em que o sistema se encontra
de modo a desfavorecer a ligagcéo para com o suporte ligante.

A cromatografia por afinidade comegou por volta de 1951 com a publicagéo de
Emil Starkenstein que analisou a interacdo de macromoléculas com uma fase imobilizada
de um substrato. As macromoléculas eram enzimas do tipo amilase e o substrato, uma
fase insoltvel de amido. Porém, o desenvolvimento do processo comegou quando alguns
autores como: Campbell et al. (1951), Lerman (1953), Arsenis & McCormick (1966),
Bautz & Hall (1962), Cuatrecasas et al. (1968) desenvolveram tipos de suportes para a
fase estacionaria além de estudar a quimica por tras das interacdes com a mesma, tudo a
fim de melhorar as condicGes de separacdo do processo, sendo o Ultimo deles o que
introduziu o termo cromatografia por afinidade (MAGDELDIN e MOSER, 2012; URTH
et al., 2009; CUATRECASAS, 1970).

Por volta de 1970 Porath et al., introduziram um novo tipo de cromatografia
chamada de cromatografia por metal quelante, que algum tempo depois foi rebatizada
como cromatografia por afinidade por metal imobilizado. Atualmente, o conjunto de
ligantes mais utilizados para realizar 0 processo € a interacao entre um metal de transicédo
e uma sequéncia de aminoacidos de histidina acoplado a proteina alvo da purificacéo
chamado de cauda de histidina (UEDA et al., 2003; PORATH et al., 1975).

A Figura 2.6 exemplifica os trés tipos de cromatografia mais utilizados que foram

citados: troca idnica, gel-filtracdo e por afinidade.
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Figura 2.6 - Exemplos de cromatografia na separacdo de proteinas

Fonte: ALBERT et al., 2010.

2.5.3.1 Histidina

A histidina representa um dos 20 aminoacidos essenciais para a constituicdo de

qualquer proteina (Figura 2.7). Possui trés valores de pKa diferentes correspondentes a

trés grupamentos caracteristicos da sua molécula nos quais, pKa = 1,8 para o grupamento

(-COOH), pKa= 6,0 para o anel de imidazol e pKa = 9,2 para o grupamento (-NH). E

caracterizada como grupo R carregado positivamente, uma vez que o grupo R considerado

(o grupo imidazol) possui carga negativa para pH acima de 7.Além disso, proteinas com

residuos de histidina constituem em tampao eficientes préximo ao pH neutro (NELSON,

2014).

N
¢ |
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H

OH

Figura 2.7 - Molécula de histidina

Fonte: Merkmilipore, 2017.

A histidina é 0 amino4cido que possui a capacidade de realizar as ligacGes mais

fortes com metais em colunas de afinidade, em relagdo a qualquer outro aminoéacido
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hidrolisado que possa estar presente no meio. A interacdo ocorre através da doacdo de
elétrons do nitrogénio presente no anel de imidazol, efetuando a coordenag¢éo com o metal
de transicdo (PORATH, 1992; BORNHORST E FALKE, 2000).

E comum utilizar uma cadeia de 6 residuos de histidina como primeira tentativa
para a purificacdo. Cadeias mais longas podem prejudicar a funcionalidade da proteina,
apesar de serem capazes de melhorar a purificagdo. Porém, devido ao relativo pequeno
tamanho e carga da cauda de histidina, € considerado que a atividade da proteina alvo da
purificacdo raramente é afetada (BORNHORST E FALKE, 2000; CROWE et al., 1994).

E possivel utilizar engenharia genética de modo a implementar a sequéncia de
histidinas. O aparecimento dela na molécula se deve a modificacdo do gene responsavel
por produzir a proteina alvo, de modo a produzir também a cauda de histidina acoplada a
essa molécula, como um marcador especial, que servira para separa-la do resto da mistura
complexa formada pela célula produtora. Por exemplo, para o caso das proteinas da
Escherichia coli, por ndo possuirem afinidade natural com espécies metalicas, é possivel
ligar caudas de histidina as proteinas de interesse, de modo que seja possivel efetuar a
separacao pela cromatografia de afinidade por metal. E ainda, para refinar o processo de
purificacdo, ainda é possivel inserir uma sequéncia de aminoacidos, que possui um sitio
de clivagem especifico para enzimas proteoliticas, entre a estrutura molecular da proteina
de interesse e a cauda de histidina. Com isso, seria possivel, apos a purificagdo, remover
a molécula do marcador pela clivagem dessa proteina adicionada, sem danificar a
molécula alvo (ALBERT et al., 2010; UEDA et al., 2003; KEELE et al., 1970).

Geralmente a cauda de histidina é acoplada ao nitrogénio ou carbono terminal da
proteina alvo. Porém, devido a configuracdo entrelacada das proteinas, é possivel que
toda a cadeia de histidina fique impedida de realizar sua interacdo com o metal da coluna.
Isso pode ser solucionado realizando a purificacdo sob condicGes de desnaturacdo da
proteina para que a cauda de histidina fique acessivel a coordenacdo com o metal
(BORNHORST E FALKE, 2000; CROWE et al., 1994).

Como regra geral, recomenda-se sempre realizar o processo de purificagédo por
afinidade com cauda de histidina num pH acima do pKa da histidina. Assim, a

desprotonacdo dos grupamentos de imidazol aumentara a forca de interagdo com o ion
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metalico e evitard o aparecimento de forgas repulsivas entre ambos, o que prejudicaria o
processo (SUEN et al., 2004).

2.5.3.2 Ligagdes quelantes

A ligacdo dos metais a estrutura da torre cromatografica se da através de ligagdes
quelantes. As ligacbes quelantes constituem de ligacbes coordenadas em que
grupamentos doadores de elétrons se ligam a um mesmo cation metélico formando um
composto de coordenacdo, gerando, muitas vezes, anéis heterociclicos. Os ligantes
quelatos influenciam na retencéo das proteinas nas colunas. Por isso, a escolha do agente
quelante deve ser realizada de modo a combinagdo entre 0 mesmo e 0sS ions possam
favorecer a seletividade e eficiéncia da coluna de separacdo. O uso mais comum consiste
na coordenacdo de compostos tridentados como o acido imunodiacético (IDA) e o acido
aminohidroxamico, porém & possivel utilizar grupos quelantes: tridentados, como o
dipicolilamina; tetradentados, como o &cido aspartico carboximetilado e o 4&cido
nitrlotriacético (INA); e pentadentdos, como o N,N,N-tris(carboximetil) etilenodiamina.
Os compostos quelantes dos metais utilizados nas colunas por afinidade séo estaveis em
uma grande variedade de solventes e grande faixa de temperatura, tornando-os possiveis
de serem reutilizados por um bom tempo sem a perda da sua performance (SUN et al.,
2005; BLOCK et al., 2009; PORATH et al., 1975; CHEUNG et al., 2012; ARNOLD,
1991; SKOOG, 2009).

Para exemplificar a influéncia do tipo de composto quelante, comparando o
composto tris(carboximetil) etilenodiamina (TED) e o IDA. A interacdo da proteina alvo
de separacdo com o complexo de TED-Ni é mais fraca do que com a IDA-Ni ja que o
TED faz coordenacdo com 5 sitios do niquel, deixando s6 1 para interacdo com a proteina,
enquanto que com IDA, ela faz s6 com 3 sitios, deixando 0s outros 3 para interacdo com
a proteina (JANSON, 2011).

A Figura 2.8 representa a interagdo do metal niquel com as valéncias livres dos
nitrogénios dos anéis de imidazol disponiveis na cauda de histidina, em que o suporte

apresenta a ligagdo quelante tridentada do niquel com o &cido imunodiacético em dois
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oxigénios carboxilados e um nitrogénio. Como o niquel é capaz de realizar até seis
ligacOes, duas sdo para os nitrogénios aromaticos da histidina e o sitio de coordenagdo
restante pode ser ocupado por uma molécula de 4gua do meio (BLOCK et al., 2009;

ARNOLD,1991).

Figura 2.8 - Interacéo entre o niquel e a histidina

Fonte: Modificado de BLOCK et al., 2009

A prioridade para a ligacdo dos metais segue a preferéncia de acordo com a
classificacdo determinada por Pearson (1968) a qual se baseia na teoria de Lewis sobre
acidos e bases, porém agora aplicada a estabilidade de complexos, denominada de
Principio dos Acidos e Bases Duros e Macios. Ele dividiu as espécies em compostos
acidos ou basicos duros, intermediarios ou macios. Essa separacdo é de acordo com sua
reatividade preferencial por nucledfilos e pela capacidade de polarizacdo da nuvem
eletrbnica das espécies, na qual acidos duros tém preferéncia por bases duras e acidos
macios tém preferéncia por bases macias. Preferéncia essa relativa a estabilidade do
complexo formado, acido duros formam complexos mais estaveis com bases duras,
4cidos macios com bases macias. Acidos duros como os metais K*!, Fe*, Ca*?, Yb*3e
Al*® apresentam melhor coordenacdo com bases do tipo OH- e CH3CO,". Acidos macios
como os metais Cu*, Hg*? e Ag*! preferem coordenar-se com bases do tipo R2S, RSH e
RS". J4 0s compostos considerados intermediarios como os metais Cu*?, Ni*2, Zn*2 e Co*?
preferem ligar-se a moléculas do tipo N, O e S (SUN et al., 2005; UEDA et al., 2003;
PEARSON, 1968).
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O mais usado desses metais para coluna de afinidade é o Ni*2 por apresentar
estabilidade eletroquimica e redox nas condi¢des do processo cromatografico além de
possuir polarizabilidade referente a um metal intermediario da classificagdo Pearson, o
que faz ser ideal para interagBes com bases intermediarias como atomos de nitrogénio
aromatico, que € o caso da histidina. Além disso, a histidina é o amino acido que possui
maior afinidade com ifons metalicos, tornando a dupla histidina-Ni*2, como dito
anteriormente, uma das mais usada para purificagdo por cromatografia por afinidade
(UEDA et al., 2003; SUN et al., 2005).

A seletividade da interacdo niquel e histidina é de tal modo que permite que
proteinas que possuiam purificacdo menor que 1% consigam alcancar uma purificacao

maior que 95% em apenas uma etapa (CROWE et al., 1994).

Apesar da ordem de forca de retencdo de proteinas para os metais intermediario
ser Cu*2 > Ni*2> Zn*2 ~ Co*?, 0 que faria do Cu*? a melhor opg&o, o maior poder de
retencdo tambem significa maior possibilidade de capturar impurezas. Portanto, costuma-
se utilizar mais os ions Ni*? pela alta capacidade de interacdo e menor captura de
impurezas (UEDA et al., 2003; SUN et al., 2005; ARNOLD, 1991; KAGEDAL, 2011).

As colunas de cromatografia por afinidade podem ser regeneradas uma centena de
vezes sem que haja a perda de suas propriedades cromatograficas. Porém, também é
possivel retirar os metais da coluna na maioria dos casos. Basta realizar uma elui¢cdo com
umasolucéo de EDTA 0,05-1 M em pH 7-8, a qual também pode resgatar alguma proteina
que ainda possa ter ficado adsorvida apOs a etapa de recuperacdo. Além disso, a
cromatografia por afinidade € facilmente escalonada e reprodutivel, caso haja interesse
em aplicac@es industriais (PORATH, 1992; UEDA et al., 2003).

Apesar de todas as vantagens apresentadas para esse tipo de cromatografia, um
problema importante relacionado a ela é a transferéncia do ion metalico para fora da
matriz fixa. 1sso, obviamente, acarreta a perda de proteinas na separacdo e ao baixo
rendimento da mesma. Porém, a maior preocupacao desse caso reside no fato dele ocorrer
pela proteina alvo de separacdo possuir maior afinidade com o metal do que a estrutura
fixa que o retém, ocasionando, a transferéncia do ion metélico para a estrutura proteica.

Esse incidente pode levar ndo s6 a perda de atividade da proteina como a contaminagdo

26



da mesma por um metal pesado. Visto que muitas proteinas possuem finalidade
terapéutica, o que seria o caso da L-asparaginase, e 0s metais mais utilizados sdo Ni*? e
Co*?, haveria a contaminagdo do medicamento com componentes conhecidamente
carcinogénicos (UEDA et al., 2003; PORATH, 1992; SULKOWSKI, 1989).

Umas das causas do processo de transferéncia do ion metalico é a presenca de
grupos tiol, encontrados na cisteina, que favorecem a captura dos ions metalicos. Além
disso, o pH do meio, por influenciar no potencial das proteinas, acaba também por
influenciar na possibilidade de captura de ions. Para o caso da histidina, por exemplo, é
relatado que um valor de pH acima do pKa da proteina, por volta de 6,5, pode influenciar
na captura de ijons. Uma das formas de evitar esse efeito indesejado seria utilizar
compostos quelantes com ligages mais fortes do que os normalmente utilizados, IDA e
INA, como por exemplo o tris(carboximetil) etilenodiamina (TED) (UEDA et al., 2003;
SULKOWSKI, 1989; WU et al., 1995).

Um tipo especial de cromatografia por afinidade é a cromatografia por
imonosorcao que se baseia na interacdo entre um antigeno e um anticorpo para realizar a
separacdo. A maior vantagem desse tipo de cromatografia é a alta especificidade dos
ligantes, uma vez um determinado anticorpo realizara interacdo apenas com a proteina
correspondente, a qual pode ndo possuir mais nenhuma interacdo complementar com
outra substancia além desse anticorpo. O tipo de anticorpo pode ser monoclonal ou

policlonal, sendo o monoclonal o mais utilizado (JANSON, 2011)

Anticorpos monoclonais sdo aqueles que reconhecem apenas um tipo especifico
de sitio no antigeno. Eles sdo produzidos em grande quantidade por linhagens de
linfocitos B hibridos chamados hibridomas (ALBERT et al.,2010)

A capacidade de interacdo do tipo monoclonal € pelo menos 10 vezes maior do
que o policlonal. Porém esse tipo de cromatografia tem um alto custo, sendo normalmente
utilizado com colunas pequenas onde sdo feitos muitos ciclos, além da possibilidade de
desnaturacdo, degradacdo proteolitica e de entupimentos (por biopolimeros e lipideos).
Problemas esses, que podem ser prevenidos utilizando uma etapa de purificacdo

preliminar dos extratos a serem utilizados (JANSON, 2011).
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Apesar da forma mais comum de utilizar a purificagdo por afinidade com metais
seja pela cromatografia, também é possivel utilizar o metal em sua estrutura fixa
diretamente na solugdo que contém a proteina alvo. Um exemplo, é o trabalho de Yao
(2015) o qual utilizou a hidroxiapatita como fase fixa para inserir os sitios metalicos de
Ni (I1). A estrutura foi preparada na forma de nanoparticulas, as quais eram adicionadas
na solugdo que continha a proteina a ser removida e, sob agitacdo do sistema, realizavam

a sua adsorgéo.

A eluicdo de proteina vinculadas aos metais na coluna, a fim de recupera-las ap6s
a separagao, é realizada por acidos de Lewis, como Zn*2 ou H*, que irdo competir para se
ligar a proteina no lugar do metal, ou por bases de Lewis, como moléculas de imidazol,
que irdo competir para se ligar aos metais ao invés das proteinas. Na maioria das
cromatografias de afinidade, a concentragdo de imidazol é o fator que permite determinar
a interacdo dos compostos no meio com a matriz da coluna, ja que o par de elétrons do
nitrogénio do imidazol possuem forte interagdo com os orbitais de niquel. Quanto maior
a concentracdo de imidazol menor sera a interacdo com qualquer outro componente do
meio. Como a cauda de histidina apresenta uma cadeia de radicais imidazol na
composicao, ela possui uma interagdo muito forte com os sitios de niquel na matriz, a
ponto de, em determinadas concentracdes, poder ser mais favoravel do que o imidazol
puro. Assim, é comum testar concentracdes de imidazol na etapa de ligacdo de forma a

verificar em que concentracao a enzima conseguiria se ligar a coluna. (ARNOLD,1991).

2.6 Analise estatistica

Muitas vezes € necessaria a comparacdo de um valor obtido, com um outro valor
de referéncia, que pode vir a ser um dado obtido de forma tedrica, um valor de referéncia
para se tomar uma decisdo ou até um valor obtido por experiéncia. Nesse caso é
necessario usar um teste de hipdtese para observar a semelhanca dos dados a serem
comparados. Para tal, duas hipoteses sdo sempre adotadas, a hipdtese nula (Ho) e a
hipotese alternativa (Hz). Ao considerar, por exemplo, que se deseja comparar a média de
uma populacdo () com um valor de referéncia (uo), a hipétese nula Ho afirma sempre

que pu=po. Ja a hipdtese alternativa Ha pode assumir diferentes formas, tais como: p = po;
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U< Mo; 1> HoOU W # po. Tudo depende do tipo de andlise que se deseja fazer (SOOKG,
2009; SCHWAAB & PINTO, 2007).

Para determinar qual hipotese deve ser aceita precisa-se estipular um teste
estatistico adequado para a comparacao e uma margem de rejeicao. A regido de rejeicdo
é dada pelos valores obtidos pelo teste estatistico que fariam a hipdtese nula Ho ser
considerada errada. Tal regido é determinada pelo nivel de confianca que se deseja adotar
para o teste estatistico. O mais utilizado é o nivel de confianca de 95%. Quanto maior o
nivel de confiancga, mais dificil de o teste estatistico gerar valores que rejeitam a hipétese
nula. Porém, caso isso aconteca, o fato da hipdtese nula ser rejeitada é mais confiavel do
que em niveis de confianca menores. Mas, como a rejeicao, ou ndo, € uma probabilidade,
poderia ocorrer de estar errada. Tal fato pode acontecer por algum dado incomum que
faca o teste estatistico entrar na regido de rejeicdo indevidamente. Caso a hipotese nula
seja considerada falsa quando deveria ser verdadeira é chamado de erro tipo I. Para o caso
de aceitar a hipdtese nula como verdadeira quando ela é falsa € chamado de erro tipo I1.
O nivel de confianca € geralmente caracterizado pelo p-valor. (SOOKG, 2009;
SCHWAAB & PINTO, 2007).

O p-valor é considerado como a probabilidade de acontecer erro tipo I num
conjunto de dados. Ou seja, € a chance de duas amostras retiradas da mesma populagédo
serem consideradas de diferentes populacbes quando na verdade sdo da mesma
populacdo. Assim, para um p=0,05, por exemplo, ha 5% de chance de duas amostras
serem consideradas diferentes mesmo que tenham saido da mesma populacdo (FILHO,
2003). O p-valor é calculado em funcédo do grau de liberdade e da distribuicdo da funcao
estatistica que estiver sendo usada. Esta intimamente conectado ao intervalo de confianca
escolhido para ser adotado pelo experimentador. Para o caso de p=0,05, significa escolher
um nivel de confianca de 95%, o mais usual. Escolher um intervalo de confianga, por
exemplo 95%, significa dizer que a curva de distribuicdo de probabilidade do teste
estatistico utilizado apresenta 95% dos seus resultados considerados aceitaveis e,
portanto, 5% sdo considerados descartaveis e menos provaveis de ocorrer. Pela curva de
distribuicdo de probabilidade, 2,5% dos resultados descartaveis estdo presentes na regiao
superior e 2,5% na regido inferior da curva (SCHWAAB & PINTO, 2007).
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2.6.1 ANOVA

Para a comparacdo entre médias de grupos de dados é geralmente efetuada uma
analise de variancia (ANOVA). A ANOVA é um método empregado para determinar se
ha diferenca entre as médias de populagdes. A hip6tese nula para esse método é adotada
como a médias dos grupos observados serem iguais: HO: i = g1 = M2 = M3 = ... = YN para
um conjunto de N grupos. J& a hipotese alternativa normalmente considerada é o exato
oposto da hipotese nula, em que todos as médias das populacdes sdo consideradas
diferentes: Ha: p # p1# p2# us3# ... # un (ANDERSON, 2001; SKOOG, 2009).

O teste estatistico adotado pela analise ANOVA é o teste F que consiste em
comparar a variancia de um conjunto de dados com a variancia de outro conjunto de
dados. De forma geral, ao considerar um conjunto de dados para as variaveis x e y, 0 teste
F é calculado pela razdo das variancias dos conjuntos comparados (1) (ANDERSON,
2001; SILVA 2010, FARIAS, 2017; SKOOG, 2009).

2
E 2k (1)

Em que:

oy’ . variancia da variavel x

o2 . variancia da variavel y

s, variancia amostral da variavel x

s> variancia amostral da variavel y

O teste F considera a hipotese nula como a igualdade entre as variancias das
populacdes comparadas e a hipotese alternativa como a desigualdade: HO: 6 = 61=02=
o03=...=on; Ha: 6 # 61# 62# 63% ...# on. Porém, para ser usado na ANOVA o teste F é
calculado por (2) (FARIAS, 2017).

£ _MoA

MOE (@)
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Em que:
-MQF: valor médio quadrado devido aos niveis do fator (varidvel de entrada)

- MQE: valor médio quadrado do erro

Os valores médios quadrados sdo dados pelas expressdes:

SQF

MQF ="~"_
= 3)

_ SQE
MQE === (4)

Em que:

-SQF: soma dos quadrados devido ao fator
-SQE: soma dos quadrados devido ao erro
-N: nimero total de medidas efetuadas

-1: nimero de popula¢des estudadas ou nimero de médias

Por sua vez, a soma dos quadrados é representada pelas equacdes:

SQF = N, (% = X%+ N, (%, =%+ N (%, =X+ 4N =% (5)

SQE = (N; —1)s,2+ (N, —1)s,+ (N, =1)s7+ ... + (N, —1)s/ (6)

Em que:
- Ni: 0 nimero de medidas do grupo |
- X, : amédia do grupo |

- x: amédia global dos grupos

- §2: variancia do grupo |

A confirmacdo, ou ndo, da hipotese nula da ANOVA ¢ realizada através da

comparacédo do valor de F obtido pelas formulas acima com o valor critico de F. O valor
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critico é tabelado em fungdo do nivel de significancia adotado, geralmente 95%, e 0s
graus de liberdade I-1 e N-I. Caso o valor calculado seja maior que o valor critico a
hipotese nula € rejeitada. Caso o valor calculado seja menor, a hipdtese nula é aceita
(SKOOG, 2009).

Ainda é possivel fazer a mesma interpretacdo anterior calculando o p-valor usando
a funcéo de distribuicdo de probabilidade de F. Tal valor é tabelado em fungéo do nivel
de confianca e grau de liberdade. Todo teste estatistico pode ter o p-valor tabelado se é
determinada a funcdo de distribuicdo de probabilidade. Assim, caso o valor calculado
para p-valor for maior do que o considerado para o nivel de significancia determinado,
por exemplo p=0,05 para 95%, a hipdtese nula é rejeitada. Para o caso do teste F, por
exemplo, a fungdo de distribuigdo é dada pela equagdo (7) em que v1 € v2 S80 0S graus de
liberdade do numerador e denominador, respectivamente (DEMSAR, 2006; SCHWAAB
& PINTO, 2007).

tv, (-

F(*F) Wi12) (vi2) F v2

- v, vy.,? +Vv2
BOE) T (v Py )0
2 2 1 2

p(F) =F(Fvi,vy) = (7)

Em que:

- v, grau de liberdade do numerador (1) e denominador (2).

A analise ANOVA permite dizer se as médias em um grupo de analise sdo iguais
ou ndo. Porém, ndo informa quais valores sdo considerados diferentes de quais. Com
apenas um valor de média diferente dos outros a ANOVA ja acusaria a diferenca entre as
médias no grupo. Para saber quais valores diferem de quais é necessario realizar um teste
de paridade. Um dos testes mais utilizados é o de Duncan em que a hip6tese nula é HO: p
= M1= M2 = M3 =... = in para um grupo de N médias (DUNCAN, 1955; HARTER, 1960;
SILVA, 2010).
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2.6.2 Teste de Duncan

O teste de Duncan € procedido pela comparacdo par em par entre as méedias do
grupo analisado. O valor critico usado para determinar se a diferenga entre as médias é
considerada significativa ndo é constante para todas as comparagdes. Ele varia com o
nimero de médias contidas entre as médias que se deseja comparar, considerando que
todas as médias do grupo foram, primeiramente, ordenadas de forma crescente
(HARTER, 1960).

O valor critico de comparacdo (Rp) entre as médias é dado pela formula (8)
abaixo, sendo ela considerada, ent&o, a estatistica do teste (SILVA, 2010).

SZ
Ry= 0y = ®

Na qual:
r —nimero de repeticBes para cada média.
Sr? — quadrado médio dos erros, considerando o grau de liberdade do erro (todos

os valores coletados e aferidos menos o nimero de medias).

g — valor tabela por Duncan, 1955 . E funco do nimero de médias entre as médias
que se deseja comparar, do nivel de significancia considerado e do grau de liberdade do
erro.

Portanto, o valor de q sera diferente para cada média que se deseja comprar, uma

vez que depende da quantidade de outras médias entre essas duas.

A metodologia de andlise sera descrita pelo seguinte exemplo. Considera-se
quatro médias que é desejado comprar: A, B, C e D. Primeiramente, os valores sdo
ordenados em ordem crescente, a qual, nesse caso, considera-se a mesma ordem anterior:
A, B, C e D. A comparacéo sera feita primeiramente fazendo a diferenca D-A, a maior
menos a menor. Caso seja obtido um valor inferior ao obtido pela formula (8) para essas

médias (R1), 0 processo termina e todas as médias sdo consideradas iguais, j& que todos
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os valores compreendidos em um intervalo em que os extremos ja foram considerados
iguais, sdo considerados iguais também. Caso seja maior, as médias sdo consideradas
diferentes e o processo continua. E feito em seguida a diferenca D-B calculando
novamente a formula (8) em funcdo das condigdes para essa comparacao (Rz). Se todos
as medias forem diferentes a ordem de diferencas a ser efetuada é como segue: D-A; D-
B; D-C; C-A; C-B; B-A. Sempre comparando primeiro os dados mais afastados e
diminuindo progressivamente essa diferenca até comprar os dados mais proximos. Apesar
dos valores de r e Sr2serem iguais para todos os casos, o valor tabelado de ¢ depende do
namero de valores compreendidos entre as médias que estdo sendo comparadas. Como
para D-A temos um nUmero total de 4 médias entre esses valores, A, B, C e D
(considerando eles proprios também) o valor final de R: seré diferente do obtido por R»
pois, para D-B ha apenas trés medias entre eles, B, C e D. Assim, o valor critico de
comparagdo muda a cada nova comparacdo (DUNCAN, 1955; ANDERSON, 2001;
SILVA, 2010).

Ainda ha outras formas de comparacdo entre médias como teste da diferenca
menos significativa, e t de student, mas ambos sdo mais indicados quando se deseja
comparar apenas ate trés médias em um determinado grupo. Para grupos maiores € mais
indicado testes como: Tukey, Scheffé, Newman-Keuls e Duncan, sendo esses 0s mais
conhecidos e utilizados. Porém, para os testes do tipo Duncan e Newman-Keuls, a
diferenca entre as médias pode ser considerada relevante dependendo da disposicao das
outras médias no grupo. As médias mais proximas nao terdo o mesmo Vvalor critico de
avaliacdo que as mais afastadas. Ja para os tipos Tukey e Scheffé, o valor critico para
avaliar a diferenca entre duas médias é fixado, ou seja, para qualquer diferenca entre
quaisquer médias ser considerada significativa ela deve exceder esse determinado valor
de comparacdo. Para esses dois conjuntos, a diferenca é que o primeiro tem maior
probabilidade de ocorrer erro tipo | do que erro tipo Il, sdo chamados de testes mais
poderosos, e para 0 segundo a maior chance é de ocorrer erro tipo 11 do que erro tipo I,
testes menos poderosos. Agora, comparando ente Newman-Keuls e Duncan, eles sdo
testes bem parecidos entre si, porém, a probabilidade de ocorrer erro tipo | € maior no
segundo do que no primeiro, analogamente, erro tipo Il é mais provavel no primeiro do
que no segundo. Cabe ao usuario do teste discernir qual probabilidade de erro mais se
adequa ao tipo de comparacdo que se quer fazer (DUNCAN, 1955; SILVA, 2010).
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2.6.3 Homogeneidade de inclinagdes

A comparacdo entre regressoes lineares € muito usada para avaliar a similaridade
de comportamento ou de caracteristicas entre grupos em uma pesquisa. Por exemplo, a
influéncia do tamanho corporal de homens e mulheres em uma dada caracteristica
humana ou a comparacdo entre determinados tratamentos e sua eficacia. Esse tipo de
estudo geralmente é conduzido atraveés da andlise de covariancia (ANCOVA). A
ANCOVA ¢ uma extensao da andlise ANOVA, porém, é realizado um teste estatistico
sobre a covariancia entre os grupos. E avaliado como a covariancia entre grupos afeta o
desempenho da varavel dependente do estudo (MILLER & CHAPMAN, 2001;
RAWLINGS et al., 1998; ARANEDA et al., 2008).

Para realizar a ANCOVA ¢ necessario comprovar que as regressoes lineares dos
grupos envolvidos possuem coeficientes angulares iguais. Ou seja, as curvas tém que ser
consideradas paralelas. Para comparar a inclinag@es de duas curvas € possivel aplicar um
teste t de student. Porém, para mais de duas inclinacdes é necessario fazer a analise da
homogeneidade das inclinagdes. Esse caso é andlogo ao uso do teste t apenas para a
comparacdo de duas médias e o teste ANOVA quando é desejado comprar mais de duas
médias entre elas (ANDRADE & ESTEVEZ-PEREZ,2014).

A expressdo geral para uma regressao linear com uma variavel de independente
(x) e a variavel de dependente (y) é dada por (9) (RAWLINGS et al., 1998).

Y=0+ L X+e )

Na qual:

-Bo: coeficiente linear

- B1: coeficiente angular

-g: erro associado a0 modelo. E a diferenca entre Y calculado pelo modelo em

relacdo ao Y experimental.
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Através de um conjunto de pontos (Y, X) é possivel encontrar a os coeficientes
que minimizam os erros do modelo (residuos) pela soma dos minimos quadrados (10)
(RAWLINGS et al., 1998).

SS(Res)=3 (Y =Y )? =) ¢’
L I I 1 (10)

Em que:

-Yi: valor de Y experimental

- Y;: valor de Y calculado pelo modelo ajustado

-gj: residuos

De modo a considerar mais de uma regressao linear para grupos de valores de X
e Y, a equacdo (9) anterior pode ser escrita na forma de (11) (RAWLINGS et al., 1998;
MILLER & CHAPMAN, 2001; DESHON & ALEXANDER, 1996).

Y= Bio+ B X it € (12)

Em que:
-Bio: coeficiente linear
- Bi1: coeficiente angular

-¢: erro do modelo

Onde, i=1,...,te j=1,...,ni, na qual t € 0 nUmero de grupos gue esta sendo analisado
com n;j dados coletados em cada um deles. Ou seja, n1 s80 0s pontos Xy e Ysj coletados
para a regressdo da primeira curva, nz Sa0 0s pontos Xoje Y2jpara a segunda regressao e

assim por diante.

Para unir todas as t regressées em um Unico modelo (12), é introduzido uma
varavel modelo W para considerar o efeito de cada grupo t de dados. Na qual: Wy =1
para a observacdo do grupo t e Wy;=0 para observagdo de qualquer outro grupo. Logo,

para observacdo dos dados do grupo 1, por exemplo, é considerado Wij=1e W;i=0
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para tz1l (RAWLINGS et al., 1998; DESHON & ALEXANDER, 1996; MILLER &
CHAPMAN, 2001).

Yii =Wy (Bio + IBllej ) +W,; (ﬂ20+ﬂ2lx2j )+ ot Wy (Bio+ ﬂtlxtj) + &j (12)

A hipétese nula adotada para a avaliagdo da homogeneidade dos coeficientes
angulares é dada por: Ho: B11=P21=...= Pu. A estatistica aplicada € o teste F. Para a
comparagao entre apenas duas curvas, o teste F e de student iram obter o mesmo resultado,
sendo que qualquer um do dois pode ser usado nesse caso. Para fazer o teste F € necessario
considerar os erros (€) constantes e independentes entre cada modelo e a varidvel
dependente () é distribuida de forma normal com variacdo constante. O célculo € feito
primeiro ao realizar a soma dos minimos quadrados dos residuos tanto para 0 modelo
completo (12) e para o modelo reduzido (13), no qual B1 reline todos os coeficientes
angulares dos grupos que estdo sendo utilizados. O numerador do teste F é a diferenca
entre as somas dos residuos para as equagdes 11 e 12 dividida pela diferenca entre os
graus de liberdade (v) de cada um, resultando no valor Q1 (14). O denominador é dado
pela soma dos minimos quadrados para 0 modelo completo dividido pelo seu grau de
liberdade, resultando Q2 (15). O valor de F, entéo, é dado pela razéo de Q1 por Q2 (15).
O resultado do teste € comparado com o F critico tabelado em funcdo de trés valores: a

diferenca dos graus de liberdade dos dois modelos (V,.suigo = Veompieo)» O 9rau de liberdade
do modelo completo (v ;) € 0 p-Valor, geralmente 0,05 para 95% de significancia

(RAWLINGS et al., 1998; ANKARALI et al., 2018).

Y= ﬁlOWlij + ﬁZOWZij +ot ﬂtOWtij + ﬁlxij +&j

(13)
Ql: SS (Re Sreduzido) - 33 (Re Scompleto)
vV =V
reduzido completo (14)
SS(RE Scompleto)
2 n
2 (15)
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Q

F="t

Q. (16)
V reduzido = zni -t-1 (17)
Vcompleto = zni -2t (18)

Apos realizar a prova da homogeneidade de inclinagdes, também é possivel testar
a homogeneidade de coeficientes lineares. Essa prova sO é realizada apenas se 0s
coeficientes lineares foram comprovados como iguais, caso contrario os coeficientes
lineares sdo automaticamente considerados como diferentes, a ndo ser que haja alguma
razdo especifica para 0s mesmos convergirem em um mesmo ponto X=0. Para esse teste,
o0 procedimento é analogo ao usado para as inclinagdes, porém a hipotese nula é da forma:
Ho: B1o=P20=...= PBro, cOmo 0 modelo completo considerado como (13), uma vez que as

inclinacdes ja foram provadas iguais, e o reduzido como (19) (RAWLINGS et al., 1998).

Yi=DBo+ BiX i+ & (19)

38



3. MATERIAIS E METODOS

3.1  Solugdo tampéo

A solugdo tampé&o de fosfato pH 8 foi utilizada como meio e diluente em todas as
amostras que contem a enzima uma vez que ela apresenta maior estabilidade por volta
desse pH. Ela possui concentracdo de 66 mM de fosfato e é preparada com 0,336 g de
fosfato de potassio monobasico (anidro) e 9,119 g fosfato de sddio dibasico (anidro) em
1 litro de &gua destilada (ZHANG et al., 2017; EINSFELDT, 2014).

3.2 Meio de cultura

O meio de cultura utilizado nesse trabalho para o cultivo da Eschericia coli e
producdo da L-asparaginase foi baseado no meio LB (Luria-Bertani) como descrito no
trabalho de Einsfeldt (2014). Ele é composto por 6 gramas de fosfato dibasico de sodio
anidro, 3 gramas de fosfato de potéssio dibasico anidro, 20 gramas de triptona, 5 gramas
de extrato de levedura e 5 gramas de cloreto de sédio. As quantidades mencionadas sao
para a producédo de 1 litro de meio. O mesmo foi dividido em dois erlenmeyer de 1L, e

ambos sdo autoclavados por 20 min sob 1 atm de pressao e 120 °C.

Em seguida foram adicionados, em capela de fluxo laminar, os volumes: 0,5 mL
de glicerol (60% p/v), 0,25 mL de glicose (10% p/v), 1,25 mL de lactose (8% p/v) e 100
pL de canamicina 50 mg/mL em cada erlenmeyer. A aplicacdo dessas soluces é realizada
por uma seringa acoplada a um filtro de 0,2 um para as solugdes de glicose e glicerol, e
um filtro de 0,33 um para solucdo de lactose, de modo a evitar a contaminagdo do meio

de cultura.

O tempo de cultivo é de 18h em agitador a 37 °C.
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Os itens 3.3 e 3.4 a seguir se baseiam na metodologia adotada em Einsfeldt (2014).

3.3  Centrifugacao

O meio de cultivo, apds o tempo de crescimento, foi centrifugado a 5000 rpm por
1 hora a 4 °C (Sorvall Legend XTR, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, United
States). O sobrenadante foi recolhido em frascos de vidro (Schott, Mainz, Germany) e 0s
pellets foram congelados para posterior lise celular. A enzima obtida através do
rompimento desses pellets congelados foi utilizada para os estudos de rompimento celular

e cromatografia.

3.3.1 Tratamento do sobrenadante

O sobrenadante da ultima centrifugacédo foi centrifugado novamente a 5000 rpm
por 30 min a 4°C de forma a retirar possiveis células que ainda estejam em solucdo. O

sobrenadante foi filtrado em membrana de 0.22 um.

Do filtrado obtido anteriormente, foram aplicados 15 mL em concentrador com
membrana de 10 kDa (Amicon Ultra-15, Millipore, Massachusetts, United States) de
modo a realizar a ultra filtracdo da solucédo através da centrifugacdo a 3000 rpm durante
7 min, obtendo-se 7,5 mL de concentrado final. O filtrado dessa etapa foi descartado e o
concentrado foi preenchido com mais solucao filtrada da etapa anterior (ap6s a passagem
em filtro 0.22 pum). Como um volume total de 22,5 mL foi utilizado nessa etapa e o

concentrado final foi 7,5 mL, a solucdo foi concentrada 3 vezes.
A solucdo gerada na etapa anterior foi concentrada novamente, agora com solucao

tampao de equilibrio para a cromatografia de afinidade seguindo o mesmo procedimento

anterior. O objetivo é realizar a troca de tampao para o tampao de equilibrio utilizado na
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cromatografia de afinidade. O concentrado final é recolhido para posterior teste de
atividade e cromatografia.

Apds uso da membrana, o concentrador é lavado com &agua destilada em
abundancia. Em seguida, é deixado em solucdo de SDS 0,5 % por 1 hora. Apés esse
tempo, é lavado novamente com agua destilada abundante e mantido em solugéo de etanol

20% na geladeira.

34 Teste de atividade

Os reagentes responsaveis pela formagdo de complexo com absortividade em 600
nm sdo chamados de reagentes 1 e 2. O reagente 1 é composto por 10 g/L de salicilato de
sodio, 1 g/L nitroprussiato de sodio e 0,5 g/L de EDTA. O reagente 2 é composto por 6
g/L de hidroxido de sodio e 6,2 mL/L de hipoclorito de sodio.

Foram realizadas diferentes diluicdes com a amostra para garantir que o calculo
da atividade fosse feito por interpolagdo na curva padrdo. Das dilui¢Ges, s@o retirados 50
ML e misturados com 50 pL de L-asparagina, 5 g/L, para efetuar a reacdo entre a enzima
e seu substrato, a L-asparagina. A solucdo utilizada como branco sdo 100 pL de tampé&o
de fosfato. Duas solucBes foram utilizadas para contabilizar a absorbancia gerada pela
amostra a ser analisada e pela solucdo de L-asparagina. A primeira foi preparada com 50
pL de amostra e 50 pL de tampédo e a segunda com 50 pL de L-asparagina com 50 pL de
tampao. No caso da amostra analisada, é possivel que ela contenha alguma absorbancia
propria a 600 nm que possa interferir na analise, por isso a leitura de sua absorbancia é
realizada e descontada. Como a L-asparagina apresenta a formacéo de absorbancia a 600

nm com os reagentes 1 e 2, o valor de sua absorbancia também deve ser observado.

A reacdo foi procedida em 30 min a 37 °C. Ao final, foi adicionado 25 uL de TCA
(&cido tricloroaceético) para interromper a reacdo. Foram retirados 20 pL das solucdes de
reacdo, tampdo e branco e cada aliquota foi misturada separadamente com 1 mL de
reagente 1. Apos agitacdo das misturas, foi adicionado 1 mL de reagente 2 a cada mistura.

Ap0s nova agitacdo de cada solucdo, elas foram colocadas em banho a 37 °C por 5 min.
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Apos esse periodo, foram colocadas para esfriar durante 10 min. Em seguida foi realizada
a leitura de absorbancia em espectrofotometro (modelo 8453, Agilent Technologies,
California, United States) no comprimento de onda 600 nm.

A curva foi preparada utilizando solugdes de sulfato de amonio em diferentes
concentragdes. Foi realizado o procedimento do teste de atividade normalmente como se
cada solucdo de sulfato de ambnio fosse uma amostra a ser analisada. Com o valor da
absorcdo de cada solucdo a 600 nm, foi possivel fazer uma curva que relaciona a

concentracdo de amonia com a absorc¢ao nesse comprimento de onda.

Quatro diferentes formas de realizar a curva padréo foram observadas. A primeira
seguindo o procedimento idéntico ao do teste de atividade, como se cada solucdo de
sulfato de ambnio fosse uma amostra a ser analisada pela atividade, porém ndo foi
realizado a etapa de reac¢do, uma vez que a solucdo ja possui 0 amdnio necessario para a
reacdo com os reagentes 1 e 2. Portanto, a solucdo de amonio foi misturada diretamente
com os reagentes 1 e 2 seguindo o procedimento necessario descrito anteriormente para
essa etapa. A segunda forma segue 0 mesmo procedimento da primeira, porém a solugéo
de amdnio foi misturada com solucéo de L-asparagina como no procedimento de teste de
atividade. Ou seja, 50 uL de solucéo de sulfato de aménio com 50 uL de solucéo de L-
asparagina. Assim, a curva padréo foi produzida com a solucdo de L-asparagina também.
A terceira e quarta forma seguem a segunda forma, porém sao utilizados volumes de 0,7
mL para os reagentes 1 e 2, além de variar o volume da aliquota da mistura de amdnio

com L-asparagina entre 20 e 14 pL.

3.5 Eletroforese

A eletroforese foi efetuada no equipamento Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Figura
3.1) seguindo a metodologia em Westermeier (2016). Para efetuar o processo foi
primeiramente realizado a producdo dos géis, separador e concentrador, no qual o

concentrador é posto acima do separador.
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O gel concentrador é responsavel por colocar as proteinas em posicdo igualitaria
de forma que, ao penetrar no gel separador, elas estejam no mesmo ponto de partida. Uma
vez que a corrida no gel separador consiste na separacdo das proteinas pelo tamanho
molecular em um mesmo sentido longitudinal, € fundamental que o simples
posicionamento de uma proteina sobre outra na aplicacdo das amostras ndo interfira na

anélise.

Figura 3.1 - Mini-PROTEAN® Tetra Cell

Fonte: Biorad, 2018

O gel separador (10 mL) é composto por 4,3 mL de agua Mili-Q, 2,5 mL Tris pH
8,8, 3 mL de Acrilamida (30%), 100 pL de SDS (10%), 100 pL de PSA (10%) e 10 pL
de TEMED. Ja o gel concentrador (4mL) é composto por 1,7 mL de agua Mili-Q; 1 mL
de Tris 6,8; 0,67 mL de Acrilamida (30%); 40 uL de SDS (10%); 40 uL de PSA (10%) e
4 uL de TEMED.

Antes da aplicacdo das amostras no gel foi a realizada a diluicdo da mesma em um
tampao de amostra composto de tampao Tris-HCI 60 mM pH 6,8, 10% de glicerol, 5%
B-mercaptoetanol, 2% de SDS e 0,5% de azul de bromofenol. Foi retirado 15 uL da
amostra a ser analisada e misturado com 15 pL da solucdo de tampdo de amostra. A
mistura resultante é aplicada no gel para efetuar a corrida a 128 V e 34 mA. Apoés a
corrida, a coloracdo do gel foi feita em Coomassie Brilliant Blue R-250. A descoloracao
foi feita com solucdo composta com 10% de metanol e 10% 4&cido acético
(WESTERMEIER, 2005).
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3.6 Ensaio de Bradford

O ensaio de Bradford foi realizado aplicando-se 20 pL de amostra a ser analisada
com 200 uL de reagente de Bradford em microplacas de 96 pocos Bio tek EPOCH® 2
incubada a temperatura ambiente por 5 minutos com leitura, em seguida, a 595 nm. A
curva padrdo para o ensaio é obtida com solucdo mée de BSA 1 g/L (albumina de soro
bovino) em diferentes concentragfes seguindo a mesma metodologia efetuada para as
amostras (BRADFORD, 1976; EINSFELDT, 2014).

3.7 Analise estatistica

A andlise estatistica dos ensaios de atividade e Bradford foram realizadas pela
repeticdo das curvas padrdo. Tal analise foi necessaria para observar se a curva padréo
para um determinado método poderia ser continuamente utilizada ou se era necessario a
afericdo de uma curva diferente para cada analise. Para o ensaio de Bradford foram feitas
3 curvas padrédo como descrito no item 3.6. Para o ensaio de atividade a analise observou
3 pontos principais: 0 uso e 0 ndo uso da L-asparagina na producao da curva padrdo, uma
vez que se observou a influéncia da L-asparagina na producdo das curvas; a proporcao
dos reagentes usados no ensaio e 0 tempo da reacdo na determinacdo de atividade
enzimatica. No primeiro caso, foi realizado a curva padrdo como descrito no item 3.6 sem
a L-asparagina nas soluc@es de sulfato de amdnio, e também foi realizada a curva usando
como amostra para cada ponto uma mistura de 50 uL da solucdo de sulfato de amdnio
com 50 pL da solucdo de L-asparagina 5 g/L de forma a avaliar a influéncia da L-
asparagina na determinacdo da curva. No segundo caso, observou-se a producdo das
curvas com 0.7 mL de reagente 1, 0.7 mL de reagente 2 e como amostra para absorvancia

20 pL ou 14 pL usando a mistura com L-asparagina como descrita anteriormente. No
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terceiro caso, tempos de 10, 15, 20 e 30 min foram avaliados para a determinacdo da

atividade enzimatica de uma mesma amostra.

Os célculos foram feitos com o software GraphPad Prism (Graphad, San
Diego,United States), o qual permite efetuar o teste F e p-valor entre as inclinagdes e
intersecOes das retas. A hipdtese nula utilizada para o teste F consiste dos valores da

inclinacdo ou da interse¢cdo como iguais.

3.8  Rompimento celular

A ruptura celular foi efetuada em prensa de French (Thermo FA-032, Thermo
Electron Corporation, Massachusetts, United States), por ultrassom (Sonic Dismembrator
Model 100, Fisher Scientific, New Hampshire, United States) com frequéncia de
operacgdo de 23 kHz) e por homogeneizador a alta presséo (APLAB-10, Arte Pecas, Sao
Paulo, Brasil). Esses equipamentos séo frequentemente utilizados para realizar processos
de rompimento celular (SINGH, 2013; BENOV e AL-IBRAHEEM, 2002; GANNER et
al., 2013; SHRESDA et al., 2012; CHISTI e YOUNG, 1986; MIDDLEBERG, 1995), mas
devido aos estudos de Singh (2013), sédo observados melhores resultados quanto a
liberacdo de material intracelular utilizando a prensa French ou 0 homogeneizador do que
0 ultrassom. A prensa e 0 ultrassom foram utilizados em experimentos preliminares, nos
quais o ultrassom serviu para processar a massa celular que sobra ap6s o rompimento pela
prensa de French a fim de observar se ainda havia células a serem lisadas e, portanto,
enzima intracelular a ser extraida. Além disso, foi possivel observar qual dos dois tipos
de rompimento era mais efetivo do ponto de vista das condic6es finais que a enzima era
obtida, ou seja, se ela ainda apresentava sua atividade enzimatica conservada. Apos
observar que o rompimento das células com a prensa de French proporcionava melhores
resultados, o homogeneizador foi usado para determinar as melhores condices para o
rompimento celular de forma a obter a maior quantidade de enzima ativa possivel, uma

vez que € um equipamento muito utilizado industrialmente e de facil escalonamento.

A prensa French empregada nesta pesquisa possui um volume méaximo de 30 mL.

Para um experimento preliminar de rompimento, pellets armazenados do cultivo celular
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foram ressuspendidos em 100 mL de solugdo tampéo fosfato 66 mM pH 8 com manitol

0.15 g/L. Duas fragdes de 40 mL foram separadas (amostras 1 e 2) e a ultima fragdo de
20 mL foi diluida a 30 mL com a mesma solugdo tampéo (amostra 3). As amostras 1 e 3
foram lisadas a 800 psi e a amostra 2 foi lisada a 1200 psi. Ap6s o rompimento, as
amostras foram centrifugadas a 5000 rpm e 4°C por 30 minutos de forma a tirar todas as
fracGes celulares presentes. Os sobrenadantes e pellets sdo separados. O sobrenadante é

filtrado a 0.22 um antes de ser utilizado na cromatografia e analises posteriores.

O rompimento celular com ultrassom foi conduzido em 10 ciclos de 10 segundos
com 1 minuto de intervalo entre cada ciclo. Como o ultrassom aquece a solugédo, o
processo foi conduzido em banho de gelo. A solugdo resultante é entdo centrifugada a

5000 rpm por 30 minutos e o sobrenadante é filtrado a 0,22 um.

O homogeneizador efetua o rompimento com determinada pressdo e nimeros de
passes pelo aparelho. Ele possui um volume minimo de 400 mL. Portanto, os pellets
resultantes do cultivo a serem utilizados foram ressuspendidos em 400 mL de solucéo
tampao fosfato 66 mM pH 8 com manitol 0.15 g/L. Ao colocar 0 equipamento na pressao
desejada para o rompimento, aliquotas de 10 mL foram recolhidas apds determinada
quantidade de passes. Ap0Os 0 processo, essas aliquotas forma centrifugadas a 5000 rpm
por 30 min e filtradas a 0.22 um. Em seguida foi realizada a cromatografia pela coluna
His Trap HP de 1 mL. As amostras de eluicdo forma analisadas pelos ensaios de Bradford

e atividade a fim de determinar a melhor condicdo de rompimento celular para a enzima.

O estudo das condi¢bes de rompimento comegou com a investigacdo de uma
margem para a pressao de rompimento e para o nimero de passes. Primeiro foram testadas
as pressdes de 100, 200 e 400 bar de 1 até 4 passes para cada pressdo. Apos a analise das
amostras para cada um desses casos, as condicdes de 7 e 10 passes foram analisadas para
200 e 400 bar, além de 4, 7 e 10 passes para 300 bar. A fim de verificar se a intensificacdo
das condi¢bes de rompimento acarretaria em um patamar de liberacdo constante de
produto intracelular, pois todas as células ja estariam rompidas, foi realizada a
comparacdo estatistica pelos métodos ANOVA e de Duncan das médias de cada passe
para cada grupo de pressdo de rompimento. Assim, seria possivel avaliar se esses valores

seriam diferentes ou iguais, indicando ter atingido o patamar de rompimento.
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3.9  Cromatografia
3.9.1 Cromatografia por afinidade

A cromatografia da enzima foi baseada nos estudos de Zhang et al. (2017)
utilizando uma coluna His Trap HP de 1 mL (Figura 3.2). A operagdo da mesma seguiu
a vazdo recomendada pelo manual da GE Healthcare especifico da coluna que determina
ser 1 mL/min. A vazdo foi controlada por uma bomba peristaltica Watson Marlow
101U/R

Figura 3.2 - Coluna HisTrap HP, 1 mL

Fonte: GE Health care, 2017

S&o preparadas trés solugcbes principais: solucdo de ligacdo, lavagem e eluicéo.
Todas essas solucdes foram preparadas com solucéo de tampéo de fosfato pH 8 a 66 mM,
pois sdo as condicOes de estabilidade da enzima (ZHANG et al., 2017; EINSFELDT,
2014). O que muda de uma solu¢édo para outra é a concentracdo de imidazol. Essa variavel
foi analisada durante os trabalhos da dissertacdo para chegar numa condicdo de menor

perda da enzima durante o processo.

Antes da realizacdo da cromatografia é efetuada a passagem de agua para retirar
a solucdo de alcool 20% em que a coluna é armazenada. Apos a passagem de pelo menos

10 volumes de agua para limpeza, € iniciada a cromatografia.

O processo comega com a passagem de 10 volumes da solugdo de ligagcdo para
equilibrar a coluna cromatografica. A concentragdo de imidazol que essa solu¢do contém

previne arealizacdo de interagdes ndo especificas entre outras proteinas que 0 meio possui
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e 0 niquel imobilizado na coluna. Em seguida foi realizada a passagem da amostra a ser
purificada a qual é recolhida apos sua passagem (amostra de passe) para ser a analisada
em conjunto com outras amostras do processo. Logo apds foi realizada a etapa de lavagem
da coluna. A lavagem consiste na retirada de material que ndo interage de forma
especifica com os &tomos de niquel complexados e, portanto, ndo sdo o material alvo do
processo de purificacdo. Ela consiste na passagem de 10 volumes da solucéo de ligacéo.
Apos a etapa de lavagem, o processo termina com a passagem da solugdo de eluicdo de
forma a retirar toda a enzima que ficou retida ao niquel. Foi passada a quantidade de
volume suficiente de forma e recolher as aliquotas necessarias para a analise da etapa de

eluicdo.

O tratamento pds-uso da coluna consiste na passagem de dgua em abundancia,
seguido de solucdo de NaOH 1 M, acompanhado da passagem de pelo menos mais 10
volumes de &gua para retirar o excesso de base presente, sendo procedido da passagem
de 2 volumes de solucdo de NiSO4 0,1 M para recarregar o metal que € perdido durante

0 Processo.

Toda a operacao da coluna foi efetuada de modo a evitar a secura da mesma, nunca

deixando de passar liquido em seu interior e nunca permitindo a passagem de ar.

Os primeiros experimentos em relacdo a cromatografia de afinidade utilizaram 10
e 60 mM de imidazol para a etapa de ligacéo e 10, 60, 70 e 100 mM de imidazol na etapa
de lavagem. A etapa de eluicdo foi sempre realizada a 300 mM de imidazol em todas as

cromatografias de afinidade.

De forma a testar o equilibrio de ligacdo entre a enzima e a coluna, foram
utilizadas solu¢cdes com a concentracdo de imidazol de 10, 50, 100 e 150 mM para as
etapas ligacdo e lavagem, em que a amostra inicial correspondia a enzima ja purificada
por cromatografias de afinidade anteriores. Assim, é possivel observar se tal concentracédo
de imidazol favorece a interacdo da enzima com a coluna e desfavorece a interacdo com

qualquer outra substancia do meio.
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3.9.2 Cromatografia por troca idnica

A cromatografia por troca ionica foi realizada utilizando a coluna HiScreen Q HP
de 4,7mL da GE Healthcare (Figura 3.3). Como a enzima produzida possui pl por volta
de 5,94, a coluna selecionada foi anionica e operada com meio a pH 8 (EINSFELDT,
2014). O processo seguiu a vazdo recomendada de 1,2 mL/min segundo o manual para a

b g

coluna.

o
o w

s

Figura 3.3 - Coluna HiScreen Q HP, 4,7 mL

O cromatografo utilizado é o Akta Micro (GE Healthcare, Pittsburg, United
States) o qual possui sistema de bombeamento por pistao, coletador de amostras e detector

de comprimento de onda UV.

Assim como a cromatografia por afinidade, duas solucBes principais séo
preparadas: uma solucéo de equilibrio e uma solucédo de eluicdo. Ambas foram preparadas
com solucdo tampdo fosfato 66 mM pH 8. A primeira constituiu apenas da solucéo

tampao e a segunda possui 1 M de NaCl a mais na sua constituicao.

O primeiro procedimento adotado foi a passagem de agua pela coluna como forma
de limpeza inicial e retirada de qualquer contaminante que estd no meio em que a matriz
estd armazenada. Em seguida, a etapa de equilibrio consiste na passagem de 5 volumes
de coluna com a solucdo de equilibrio. Finalizada a etapa de equilibrio, efetuou-se a
aplicacdo da amostra. Em seguida foram passados 5 volumes de coluna da solugéo de
equilibrio como lavagem da coluna. Apos essa etapa, comeca a fase de eluicdo. Para a

investigacdo das condi¢Bes cromatograficas de um composto, foi primeiro procedida a
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passagem de um gradiente de elui¢do (de O até 100% de eluente) de modo a verificar em
que porcentagem de eluente o produto de interesse sai da coluna. Apos essa verificacao,
a separacdo do composto de interesse foi efetuada aplicando-se a porcentagem de eluente
observada para a saida do mesmo.

Um ensaio de atividade qualitativo das amostras correspondentes aos picos de
saida foi efetuado de forma a verificar a fragdo que possui atividade enzimética e,
portanto, que continha a enzima. Tal ensaio seguiu a mesma metodologia do capitulo 3.4.
Porém, ndo foi aferida a absorbancia da amostra. A determinacéo da presenca da enzima
na solucgdo analisada foi caracterizada pela observacdo da coloracdo esverdeada tipicado
metodo.

A Figura 3.4 representa um esquema dos processos que foram adotados no

desenvolvimento da dissertagdo na ordem de operagao.

Filtragédo e
Liquido ultrafiltragéo

Fermentag&o Centrifugagao <
Rompimento

Solido celular

Centrifugacéao
e filtragéo

Liquido
—p

Cromatografiade
afinidade e troca
idnica

Figura 3.4 - Esquema dos processos abordados na metodologia da dissertagdo em ordem

de operacéo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Anélise estatistica das curvas padrdes

As curvas padrdo para o ensaio de Bradford, como definidas no capitulo da
metodologia, produzidas nas condi¢des ambientes e com um dia de diferenca resultaram,
nas equacOes da Tabela 4.1 e podem ser observadas nas Figuras A.1 — A.3.

Tabela 4.1 — Curvas padrdes para o ensaio de Bradford com BSA

Curval Curva 2 Curva 3
Inclinacéo 2,13 + 0,06 2,03 £ 0,07 2,05+ 0,06
Intersecdo 0,180 + 0,002 0,182 + 0,002 0,182 + 0,002
Equacéo Y =2,13*X + 0,180 Y =2,03*X + 0,182 Y =2,05*X + 0,182
R2 0,9852 0,9796 0,9841

A semelhanca entre as inclinagdes das curvas e entre as intersecdes foi comparada
pela analise estatistica das curvas pelo do software GraphPad Prism. Os principais
parametros de comparacéo foram o teste F (estatistica do método) e o valor do p-level.
Para valores p>0,05 pode-se dizer que as inclinacGes e intersecGes nao possuem
diferencas significativas e podem ser consideradas retas equivalentes, pois falha-se ao
rejeitar a hipotese nula de igualdade entre inclinac@es ou intersecdes. Caso contrario, elas

possuem diferencas significativas a ponto de poderem ser consideradas diferentes.

Nesse caso, 0s valores para F e p-level entre as intersecdes e inclinagcdes das 3

curvas é como listado na Tabela 4.2 abaixo.

Tabela 4.2 — Analise das inclinacdes e interse¢fes das curvas de Bradford

Inclinagao Intersecao
F 0,670 0,084
P-valor 0,5156 0,9199
Equacéo Y =2,06984*X + 0,181127
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Portanto, como os valores de p-level sdo maiores que 0,05, as trés curvas podem
ser consideradas semelhantes em um nivel de confianca de 95%. Logo, é possivel calcular
valores gerais para interse¢do e inclinacdo como a media aritmética das inclinagdes e

intersecOes das curvas como mostrado na tabela acima.

Assim, € possivel admitir que dentro do tempo de analise, nas mesmas condicdes
e com 0S mesmos reagentes, ndo € necessario fazer mais de uma curva padrdo para as
amostras do ensaio de Bradford. Apenas uma curva padrdo é o suficiente para analisar as

amostras aferidas no intervalo de tempo.

Quando se realizou 0 mesmo tipo de estudo para a curva padrdes do ensaio de
atividade, foi primeiro seguido o procedimento descrito no item 3.2 da metodologia.
Nesse primeiro caso ndo foi utilizado L-asparagina no ensaio para essas curvas (Figuras

A.4 — A.6). As equacOes estdo na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 - Curvas padrdes para o ensaio de atividade com solucdes de sulfato de

amoénio
Curval Curva 2 Curva 3
Inclinacéo 0,1101 + 0,0008 0,1124 + 0,0003 0,1107 + 0,0007
Intersecdo -0,006 + 0,001 -0,0073 £ 0,0004 -0,006 £+ 0,001
Equacéo Y =0,1101*X - 0,006 Y =0,1124*X - 0,0073 Y =0,1107*X - 0,006
R2 0,9988 0,9999 0,9992

Ao fazer a analise estatistica para essas curvas foram obtidos os valores de F e p-
level para as inclinaces obtidas (Tabela 4.4). Como os coeficientes angulares ja sdo
calculados como diferentes, as curvas relacionadas podem ser consideradas como

diferentes também, ndo precisando mais de nenhuma analise adicional.

Tabela 4.4 — Analise das inclinacdes das curvas padrdes com de sulfato de amdnio

Inclinagao
F 3,443
P-valor 0,037
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Como a realizacgdo dessas curvas foram aferidas no mesmo dia, sobre as mesmas
condicdes e com 0s mesmos reagentes, a diferenciagdo das curvas significa que para cada

ensaio de atividade necessita de sua prépria curva padrao.

Agora, ao fazer o mesmo experimento, porém usando a L-asparagina na amostra
de coloragdo como citado na metodologia, as curvas adquiridas sdo mostradas na Tabela
4.5 e Figuras A.7 — A.9.

Tabela 4.5 — Curvas padrdes para o ensaio de atividade com sulfato de aménio e L-

asparagina
Curval Curva 2 Curva 3
Inclinagédo 0,099 = 0,002 0,096 + 0,002 0,096 + 0,002
Intersecéo 0,169 + 0,002 0,170 + 0,001 0,171 £ 0,001
Equacgéo Y =0,099*X + 0,169 Y =0,0961*X + 0,170 Y =0,096*X + 0,171
R2 0,9928 0,9962 0,9952

Ao fazer a mesma analise estatistica entre os coeficientes angulares e intersegdes,

os valores para F e p-level entres as curvas é demonstrado na Tabela 4.6.

Tabela 4.6 - Analise das inclinacdes e interse¢des das curvas com sulfato de aménio e

L-asparagina

Inclinagdo Intersecao
F 0,643 0,086
P-valor 0,530 0,918
Equacéo Y =0,0969*X + 0,1702

Pela analise estatistica, essas curvas sao consideradas iguais. Por isso € possivel
determinar uma curva geral que representa 0 experimento realizado e pode ser
considerada valida para qualquer ensaio realizado nas mesmas condicGes. A inclinacao é
a média das inclinacdes das 3 curvas e a intersecdo é a média entre as 3 intersecdes das
curvas. Como foram curvas determinadas no mesmo dia, é possivel concluir que para
andlises feitas no mesmo dia e com 0s mesmos reagentes, apenas uma curva padrao € o
suficiente para as andlises de atividade naquele dia, ndo sendo necessario realiza-las a

cada experimento. E possivel que a adi¢do da L-asparagina ao método tenha trazido mais

53



robustez ao mesmo, ndo influenciando tanto a variabilidade da absortividade em cada

ensaio.

Uma das formas de calcular a atividade enzimatica é utilizar a curva padrdo sem
L-asparagina, apenas com solucdes de sulfato de amonio. Ent&o, ao realizar o ensaio de
atividade para uma amostra, é necessario descontar primeiro a absorcéo da L-asparagina
pura e usar a diferenca obtida na curva padrdo aferida. Porém, nesse caso esta
considerando um efeito aditivo da absor¢éo da solucdo de L-asparagina no meio, efeito
esse que ndo pode ser confirmado. Portanto, foram feitas curvas padrdes com a L-
asparagina como elemento integrante de forma a avaliar o efeito da sua absor¢do na
afericdo do ensaio. Ao considerar que no ensaio de atividade para uma enzima a
quantidade de L-asparagina estad em excesso N0 meio € 0 seu consumo € considerado
irrelevante para provocar qualquer alteracdo significativa na absorvancia final, a
absorvancia gerada pela L-asparagina na determinacdo da curva padrdo pode ser

considerada a mesma para quando realizado um teste de atividade enzimatica.

Em um ensaio de atividade enzimatica, subtrair o valor da absorvéncia da L-
asparagina pura para depois realizar a estimativa de atividade pela curva padrao resulta
num valor de atividade menor do que simplesmente utilizar uma curva padrdo com o
efeito da L-asparagina ja embutido. De fato, ao olhar para uma curva feita com L-
asparagina e retirar a absorvancia da L-asparagina pura das absorvancias de cada ponto,
é possivel notar um valor de absorvancia total menor do que seria na curva sem L-
asparagina, mostrando que o efeito de absorvancia da mesma no meio nao é aditivo. Ao
observar os dados da tabela 4.7, é possivel notar como usar a curva sem a L-asparagina
subestima o valor da atividade enzimética de uma amostra, 0 que mostra a necessidade

de uma curva que contabilize o efeito do reagente.

Tabela 4.7 — Comparacdo entre as atividades enzimaticas obtidas por curvas padrdes

com L-asparagina e sem L-asparagina na afericéo

Atividade .
enzimética De§V|o
(Ul/mL) padréo (%)
Curva sem L-asparagina 13,45 0,09
Curva com L-asparagina 14,46 0,10
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Porém, no caso da curva com L-asparagina, foi possivel observar que apenas
concentragdes de amonio acima de 37,5 ppm puderam ser detectadas com uma
absorvancia maior do que a L-asparagina pura. Qualquer amostra com concentragdo
inferior apresentou um absorvancia igual a da L-asparagina pura. Assim, a presenca da

L-asparagina aumentou o limite de detec¢do do método.

Analisando agora a influéncia da proporcdo de reagentes no ensaio, foram
realizadas duas curvas padrdes utilizando 0,7 mL de reagente 1, 0,7 mL de reagente 2,
porém variando o volume de amostra com aménio de 20 pL para 14 uL (Figuras A.10 e

A.11). A Tabela 4.8 mostra os dados de regressdo para cada caso.

Tabela 4.8 - Curvas padrées com L-asparagina para 20 e 14 puL de amostra

Curva 20 uL Curva 14 uL
Inclinagdo 0,0598 + 0,0006 0,0522 £ 0,0009
Intersecéo 0,0879 £ 0,0005 0,0635 £ 0,0007
Equacéo Y =0,0598*X + 0,0879 Y =0,0522*X + 0,0635
R2 0,9981 0,9943

A analise estatistica da comparacgéo das curvas (Tabela 4.9) mostra que ambas ndo

podem ser consideradas iguais, uma vez que p<0,05.

Tabela 4.9 - Analise estatistica das inclinacGes para as curvas padrdes com L-asparagina

com 20 e 14 pL de amostra

Inclinagao
F 49
P-valor Menor que 0,0001

O mesmo experimento foi repetido no mesmo dia. As regressdes dos dados
obtidos sdo mostradas na Tabela 4.10 (Figuras A.12 e A.13).

Tabela 4.10 - Curvas padrdes com L-asparagina para 20 e 14 pL de amostra

Curva 20 pL Curva 14 L
Inclinacdo 0,0757 £ 0,001 0,0565 + 0,0006
Intersecao 0,1258 + 0,0012 0,0758 + 0,0005
Equacgéo Y =0,0757*X + 0,1258 Y = 0,0565*X + 0,0758
R2 0,9930 0,9978
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A anélise estatistica mostrou novamente que as curvas ndo podem ser

consideradas semelhantes (Tabela 4.11).

Tabela 4.11 - Analise estatistica das inclina¢Ges para as curvas padrdes com L-
asparagina com 20 e 14 pL de amostra

Inclinacéo
F 148
P-valor Menor que 0,0001

Portanto, uma adicdo de 6 uL a mais de amostra, ja é suficiente para alterar
completamente a curva padrdo. Isso expde mais um exemplo de como o ensaio pode ser
sensivel a perturbacBes nas suas condi¢fes. Além disso, realizando a analise estatistica
entre as curvas com 20 puL e com 14 L, os dados da tabela 4.12 mostram que os pares de
curvas também ndo podem ser considerados iguais. Ou seja, a afericdo das curvas
produzidas nas mesmas condicGes, com volumes iguais de amostra e no mesmo dia, foi

capaz de provocar alteragdes significativas nos resultados da analise.

Tabela 4.12 — Comparacéo estatistica entre as inclinac6es das curvas padrdes com 20 e

14 uL de amostra

Inclinacdo para 20 pL Inclinacdo para 14 pL
F 102 15
P-valor Menor que 0,0001 0,0003

Ao observar as equacdes obtidas para o experimento anterior, para 20 e 14 uL, a
regressdo das curvas € diferente das curvas que utilizam os volumes de originais de
reagentes, como 1 mL para o reagente 1 e 2. Mesmo usando uma proporc¢do equivalente
para 0s reagentes, como € o caso para 0,7 mL de reagente 1 e 2 com 14 uL de amostra, as
regressdes obtidas sdo claramente discrepantes, mostrando que o ensaio € suscetivel a
alteracbes quando efetuado com volumes diferentes, mesmo seguindo a mesma
proporcao. Porém, um ponto interessante a se notar foi a concentragdo minima em que a
absorcdo das amostras se tornou distinguivel da absor¢do da L-asparagina. Tal
diferenciacdo comecou a ser observada a partir de 25 ppm de sulfato de amdnio, bem
menor que o anterior 37,5 ppm. Assim, utilizando os reagentes 1 e 2 com 0s volumes de
0,7 mL, é possivel identificar um limite menor de detecc¢do da atividade enzimatica. Como
a comparacao entre as curvas com 14 L apresentou um valor de F menor do que para as

curvas com 20 pL, o primeiro caso apresenta uma variabilidade menor que o segundo.
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Logo, curvas utilizando a proporgdo de 0,7 mL:0,7 mL:14 pL foram utilizadas como
padrdo para a determinacdo de atividade enzimética. Porém, como observados pelas
analises estatisticas para esse tipo de curva, para cada ensaio de atividade € necessario

realizar sua propria curva padréo.

Observou-se a influéncia do tempo de reacdo e das dilui¢cbes para as amostras do
ensaio de atividade. A atividade enzimética para os tempos de 10, 15, 20 e 30 min e
diluicbes de 1:100, 1:70, 1:40, 1:20, 1:10 s&o listados nas tabelas 4.13 e 4.14,
respectivamente. Dessa forma foi possivel determinar o coeficiente de variacdo para a
influéncia do tempo e das dilui¢cbes de amostra. Os casos estudados apresentam dispersédo
em torno da média, uma vez que os coeficientes de variacdo sdo de 16,2% e 13,3%.

Tabela 4.13 — Anélise estatistica da atividade enziméatica em relagdo ao tempo

Tempo (min) Atividade (Ul/mL)

30 2.19
20 1.49
15 1.73
10 1.92
Média 1.83
Desv. 0.296
Cv 16.2%

Tabela 4.14 — Analise estatistica de atividade enzimatica em relacdo as diluices

Diluicdo (1:X) Atividade (Ul/mL)

100 2.23
70 2.07
40 1.67
20 1.73
10 2.19
Média 1.98
Desv. 0.263
Cv 13.3%

Portanto, a curva padrdo para o ensaio de Bradford se mostrou robusta no intervalo

de tempo aferido no trabalho, um total de trés dias. Porém, as curvas para o ensaio de
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atividade enzimética apresentaram grande variabilidade nos resultados de suas repeticdes,
ao ponto das curvas produzidas no mesmo dia e nas mesmas condi¢Ges apresentarem
comportamentos distintos. O que trona necessario realizar uma curva padréo para cada

novo ensaio que se deseja fazer.

4.2 Melhores condi¢fes de rompimento

Para comecar a investigar as melhores condicdes de rompimento celular, as
pressdes de 100, 200 e 400 bar foram testadas para 1, 2, 3 e 4 passes no homogeneizador

a alta presséo.

Através de experimentos preliminares, ja havia sido comprovado que a
cromatografia de afinidade era capaz de purificar um meio obtido pela lise celular. Por
isso, amostras de 10 mL foram recolhidas para cada condicdo de rompimento e foi
realizada a cromatografia de afinidade de forma a recolher majoritariamente a enzima L-
asparaginase e observar se a alteracdo nas condi¢des de rompimento afetava a quantidade

de enzima liberada no meio.

Apos a cromatografia para os rompimentos a 100 bar 1 passe e 4 passes foram
observadas as aliquotas de eluicéo pela eletroforese para determinar se a enzima de fato
estava sendo purificada. A Figura 4.1 e Figura 4.2 abaixo representam a cromatografia

para 1 e 4 passes a 100 bar.
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Figura 4.1 — Gel de poliacrilamida para a cromatografia da amostra obtida apds

rompimento celular a 100 bar 1 passe. 1- Amostra inicial; 2 até 9- Eluicéo.

Figura 4.2 - Gel de poliacrilamida para a cromatografia da amostra obtida apds
rompimento celular a 100 bar 4 passes. 1- Amostra inicial; 2 até 9- Eluicéo

Como ¢é possivel observar, apenas uma banda aparece nas aliquotas de eluicéo, as
quais consistem em grande parte da enzima L-asparaginase. Nota-se que apenas as
aliquotas 3, 4 e 5 apresentam quantidades relevantes de enzima. Portanto essas foram
recolhidas para analise. Como cada aliquota corresponde a 0,5 mL, 1,5 mL totais foram
recolhidos para analise da concentracéo proteica ap0s a passagem dos primeiros 0,5 mL
de eluicdo. Essa mesma metodologia foi seguida para todas as cromatografias desse
estudo de rompimento. Uma cromatografia de afinidade foi efetuada para a amostra

resultante de cada condicdo de rompimento testada.
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Os valores para a concentragdo das proteinas liberadas ap6s a cromatografia das
amostras de cada caso estao resumidos na Tabela 4.15, na qual é possivel observar que as
maiores concentragcfes obtidas séo para as condi¢des de 200 bar 4 passes e 400 bar 4

passes.

Tabela 4.15 — Concentracdo de proteina obtida ap6s a cromatografia da amostra obtida
com rompimento para 100, 200 e 400 bar com 1,2,3 e 4 passes. Médias e desvio padréo
para triplicata.

Presséo p Concentra};éo Desvio padréo
(bar) asses de proteina (%)
(mg/mL)
100 1 0,02345 5,08
100 2 0,02723 4,73
100 3 0,02672 0,60
100 4 0,03121 0,93
200 1 0,03540 1,61
200 2 0,03611 0,72
200 3 0,05818 0,71
200 4 0,06671 2,20
400 1 0,02283 0,00
400 2 0,04347 0,98
400 3 0,05818 0,70
400 4 0,06604 3,00

Nos estudos de rompimento celular, € comum chegar a uma determinada condicao
em que todo o material celular ¢ lisado e a quantidade de produto intracelular quantificado
chega a um patamar constante, ndo importando o quanto aumente a forca do rompimento.
Para determinar se as concentracdes obtidas sdo consideradas iguais entre 0s passes para

cada pressdo, foi realizado o teste ANOVA entre essas médias.

Foram comparadas as médias das concentracfes de enzima entre 1 passe até 4
passes para as pressdes 100, 200 e 400 bar. E possivel observar pela Tabela 4.16 que 0s
valores p seguem a desigualdade p<0,05 para todas as condi¢des aferidas. Isso indicou
que as médias obtidas sdo consideradas diferentes para o nivel de confianca de 95%.
Assim, observa-se que nenhum patamar de liberacdo de enzima € atingido durante o

intervalo de consideracGes estudado.
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Tabela 4.16 - Comparacéo pelo teste ANOVA entre as concentracdes de proteina em

cada grupo de presséo

Presséo (bar) F p
100 4,123 0,0484
200 176,241 0,0000
400 310,13 0,0000

Porém, para o caso de 100 bar é possivel observar que o valor de p-valor esta bem
préximo de 0,05. De fato, pela Tabela 4.15, o desvio padréo para esse grupo é maior do
que para qualquer outra pressdo de rompimento e que para 2 passes ha maior concentracao
de enzima do que para 3 passes. Os desvios padréo apresentados para esses dois casos

permitiriam dizer que s&o 0os mesmos valores.

A anélise pela ANOVA permite dizer se as médias em um grupo de analise sdo
iguais ou ndo. Porém, ndo informa quais valores sdo considerados diferentes de quais.
Com apenas um valor de média diferentes dos outros a ANOVA ja acusaria a diferenca
entre as médias. Para saber quais valores diferem de quais é necessario realizar um teste

de paridade. Um dos testes mais simples e usados é o de Duncan.

O teste de Duncan realizado pelo software STATISTICA para as médias dos
grupos a 100, 200 e 400 bar sdo mostrados, respectivamente, nas Tabelas 4.17, 4.18 e
4.19. Os valores exibidos sdo os p-valor para a comparacdo entre cada uma das médias
de concentracdo de proteina. Para um nivel de significancia de 95%, a comparacédo que
possuir um p-level acima de 0,05 revela que as duas médias comparadas sdo consideradas
iguais. Para cada grupo de pressdo de rompimento, foram comparadas as médias obtidas
pela variacio de passes. E possivel notar que para 100 bar a maior parte das
concentracdes sdo consideradas iguais uma vez que valores de p-level sdo maiores que
0,05 (em preto), a ndo ser para 1 e 4 passes ja que os valores de p-level sdo menores que
0,05 (em vermelho) e justamente essa diferenca entre as médias mais afastadas que a
analise ANOVA considera para dizer que os valores sao diferentes. Para 200 bar, apenas
a relacdo entre os dois primeiros pontos é considerada igual, todos os outros pontos séo

considerados diferentes. Para 400 bar todas as médias sdo consideradas diferentes.
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Tabela 4.17 — Anélise Duncan entre as concentra¢des de proteina no grupo de 100 bar

de rompimento

Passes 1 2 3 4
1 - 0,140669  0,178754  0,011122
2 0,140669 - 0,823714  0,110203
3 0,178754  0,823714 - 0,087730
4 0,011122  0,110203  0,087730 -

Tabela 4.18 — Andlise Duncan entre as concentragdes de proteina no grupo de 200 bar

de rompimento

Passes 1 2 3 4
1 - 0,682320 0,000100 0,000077
2 0,682320 - 0,000223 0,000100
3 0,000100 0,000223 - 0,001129
4 0,000077 0,000100 0,001129 -

Tabela 4.19 — Analise Duncan entre as concentracdes de proteina no grupo de 400 bar

de rompimento

Passes 1 2 3 4
1 - 0,000223 0,000100 0,000077
2 0,000223 - 0,000223 0,000100
3 0,000100 0,000227 - 0,001034
4 0,000077 0,000100 0,001034 -

Pela observacdo dos resultados na Tabela 4.15 é possivel observar o aumento da

concentracdo de proteina no meio pelo aumento da pressdo e nimero de passes. Ja o teste

de Duncan nas Tabelas 4.17 até 4.19 comprovaram a diferenca entre as medias em cada

grupo de pressdo, a exce¢do do grupo a 100 bar. Porém, as médias dos extremos desse

grupo foram consideradas diferentes, o que pode indicar um comportamento de aumento

de liberacdo de proteina. Assim, observou-se uma tendéncia geral de maior liberacdo da

enzima com o aumento da pressdo e do numero de passes pelo homogeneizador, na

extensdo dos valores usados para essas variaveis.

Como é possivel notar, ha maior concentracéo de proteinas para 0s rompimentos

a 200 bar 4 passes e 400 bar 4 passes. Para dar continuidade ao estudo, realizou-se o
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rompimento com 7 e 10 passes para 200 e 400 bar além de 3, 4, 7 e 10 passes para 300

bar. As concentragdes obtidas estéo listadas na Tabela 4.20.

Tabela 4.20 - Concentracdo de proteina obtida ap6s a cromatografia da amostra obtida
com rompimento para 200, 300 e 400 bar com 4, 7 e 10 passes.

Pr(etz)sasrf;\o Passes Cdoen gerg'trea}ﬁzo

(mg/mL)
200 4 0,06671
200 7 0,08367
200 10 0,07687
300 3 0,09845
300 4 0,11700
300 7 0,07512
300 10 0,02896
400 4 0,06604
400 7 0,06451
400 10 0,05041

A anélise ANOVA foi realizada para o rompimento a 200, 300 e 400 bar em 4, 7
e 10 passes. Foi constatado que existe uma diferenca significativa entre as médias das
concentracdes de proteinas liberadas entre 0s passes para cada uma das pressoes, uma vez

que p-valor < 0,05 em um nivel de confianca de 95% (Tabela 4.21).

Tabela 4.21 - Analise ANOVA para rompimento a 200, 300 e 400 bar com 4, 7 e 10

passes

Pressao (bar) F p
200 29,37 0,0008
300 67,91 0,0000
400 44,74 0,0002

No intervalo de passes estudado para o rompimento, ndo se chega ha um patamar
em gue 0 aumento de passes mantem a liberacdo de enzima constante, ao contrario, chega

a diminuir, como pode ser observado na Figura 4.3.
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Figura 4.3 — Gréfico das concentracdes de proteina para 200, 300 e 400 bar em funcgéo

do nimero de passes.

Com a andlise das diferencas menos significativas pelo método de Duncan,
percebe-se que para cada grupo de pressdo de rompimento ndo existe igualdade nas

concentracdes de enzima liberadas (Tabelas 4.22, 4.23 e 4.24).

Tabela 4.22 — Analise Duncan entre as concentracdes de proteina no grupo de 200 bar

de rompimento

Passes 4 7 10
4 - 0,000414 0,004042
7 0,000414 - 0,022653
10 0,004042 0,022653 -

Tabela 4.23 — Analise Duncan entre as concentracdes de proteina no grupo de 300 bar

de rompimento

Passes 3 4 7 10
3 - 0,021925 0,007402 0,000103
4 0,021925 - 0,000351 0,000077
7 0,007402 0,000351 - 0,000299
10 0,000103 0,000077 0,000299 -
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Tabela 4.24 — Andlise Duncan entre as concentragdes de proteina no grupo de 400 bar

de rompimento

Passes 4 7 10
4 - 0,432712 0,000262
7 0,432712 - 0,000470
10 0,000262 0,000470 -

Uma das causas para a diminuicdo de quantidade de enzima observada seria o
fendmeno de agregacdo proteica. Uma vez que nas condi¢cGes de maior quantidade de
passes foi observado o aquecimento da solucéo, esse aumento da temperatura favorece a
formacdo de agregados proteicos das estruturas que sofreram desnaturagdo no meio. O
aumento da temperatura provoca o desnovelamento das proteinas, o que facilita a
interacdo das regides hidrofébicas entre elas e provoca a formacéo de agregados (FINK,
1998; MALAU, 2016; BORZOVA et al., 2016). Tais agregados s@o passivos de serem
separados durante as etapas de centrifugacdo, filtracdo ou ate mesmo na etapa de ligacéo
durante a cromatografia, uma vez que uma determinada concentracéo de imidazol permite
o0 desfavorecimento de interagdes ndo especificas com a coluna. Além disso, o efeito da
concentracdo de proteinas no meio também ¢é relevante para a formacdo de agregados.
Segundo Wolz et al. (2016), o aumento da concentracdo proteica numa condicdo de
temperatura desnaturante pode provocar 0 aumento na agregacdo proteinas. Assim, nas
condicdes de maior pressao e maior passe, em que se supdem liberar maior quantidade de
material intracelular no meio, acaba sendo, na verdade, as piores condicGes para a enzima,
pois a alta concentracdo proteica liberada, em conjunto com o calor gerado no processo,
permitira a formacédo de agregados, o que inviabiliza o processo nessas condi¢oes devido

a perda de enzima.

A pressdo de 400 bar foi a maior utilizada no estudo de rompimento. E intuitivo
pensar que proporcionaria a maior liberacdo de enzima. Porém, nessa condicdo foi que
aconteceu 0 maior aquecimento da amostra em comparagao com as outras pressdes. Com
0 maior aquecimento e a maior disponibilidade proteica no meio, o processo de formacéo
de agregados se torna mais provavel de acontecer do que nas pressdes inferiores. Assim,
o efeito de permitir a liberagdo de mais proteina pela maior pressdo compete com a maior
chance de formar agregados no meio. Essa competicdo pode explicar os dados

contraditérios obtidos nesse experimento. Por exemplo, no caso de 300 bar, imagina-se
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liberar mais enzima do que 200 bar devido a maior presséo exercida sobre as células,
porém no decorrer do aumento de passes o efeito da temperatura acaba se sobrepondo, 0
que aumenta o0 numero de agregados e causa a perda de enzima viavel. A mesma
explicagéo pode ser usada para comprar os dados para 400 bar e 300 bar. Em 4 e 7 passes
a temperatura gerada em 300 bar é menor do que para 4 e 7 passes em 400 bar. Entéo, a
quantidade de agregados formada seria menor para 300 bar do que para 400 bar,
compensando a maior pressao de liberacdo para o segundo caso. Porém, em 10 passes,
com o aumento da temperatura, o efeito da formacgéo de agregados em 300 bar se sobrepGe
a liberacdo de enzima pelo maior nimero de passes de uma forma superior ao que
acontece em 400 bar, ja que no segundo caso supde-se maior liberacdo de enzima pela

maior presséo.

Atividade especifica para 400 bar e 10 passes foi de 114,67 Ul/mg. Ou seja, para
a maior pressdo e quantidade de passes usada, a atividade especifica ainda € maior do que
a aferida no rompimento com o ultrassom, mesmo com o possivel problema de agregacgéo
proteica causado pelo aquecimento e alta concentracdo do meio. Isso justifica o uso do

homogeneizador ao invés do ultrassom como estratégia para o rompimento celular.

4.3  Purificacdo por cromatografia de afinidade e troca i6nica

4.3.1 Cromatografia de afinidade

Apos o tratamento de filtragem e concentracdo do sobrenadante do cultivo, foi
realizado o teste de atividade do mesmo, resultando num valor de 0,227 Ul/mL. Isso
mostra um baixo valor de atividade para essa amostra concentrada. O trabalho com
amostra de baixa atividade em um meio que contem naturalmente muita proteina nao
apresenta nenhum atrativo devido a baixa quantidade de proteina que poderia ser
purificada. Além disso, o processo de concentracao do sobrenadante do cultivo, de modo
a gerar amostras de atividade mais confortavel para o estudo, levaria maior tempo se

comparado ao extrato obtido pelo processo de lise celular, se 0 mesmo apresentar uma
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solugé@o com atividade relevante. Por isso, o procedimento de rompimento celular foi

efetuado com pellets do cultivo buscando-se observar uma atividade maior.

Apb6s o rompimento celular, separacdo dos pellets pela centrifugacdo, e
ressuspensdo dos mesmos em solucdo tampéo, as fragdes de 40 mL (amostras 1 e 2) e a
de 30 mL (amostra 3) foram avaliadas quanto a atividade e a quantidade de proteinas de
forma a evidenciar o rompimento celular. As amostras 1 e 3 foram rompidas a 800 psi e
a amostra 2 a 1200 psi pela prensa de French. Os ensaios de atividade obtiveram valores
de 8,67; 14,9 e 5,58 UI/mL para as amostras 1, 2 e 3 respectivamente. Com esse resultado
ja é possivel afirmar que o aumento da pressdo na lise celular foi capaz de liberar maior
quantidade de material intracelular, abrindo espaco para descobrir uma condi¢do 6tima
de rompimento. Os valores das concentragdes de proteina para as amostras na mesma
ordem sdo: 4,55; 7,16 e 3,19 mg/mL, respectivamente, comprovando a maior liberagcdo
de proteina pela maior pressao aplicada. Os dados de atividade e concentragéo de proteina

para o rompimento com a prensa de French estdo resumidos na Tabela 4.25.

Tabela 4.25 - Atividade enzimatica e concentragdo de proteina para as amostras obtidas

pelo rompimento com a prensa de French.

Atividade  Concentracgdo de

Amostra (Ul/mL) proteina (mg/mL)
. 8.67 4,55
3 5,58 319

A cromatografia de afinidade da amostra 2 foi realizada utilizando 5 mL diluidos
em 5 mL de solucdo de diluicdo. A etapa de ligacdo utilizou 10 mM de imidazol e a
eluicdo a 300 mM de imidazol. As aliquotas coletadas da cromatografia sdo observadas

no gel de eletroforese na Figura 4.4.
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50 kDa

25 kDa

A P 1 2 3 4 5 7 8 Padrio

Figura 4.4 — Gel de poliacrilamida para a cromatografia de afinidade de 5 mL da
amostra 2. A- Amostra inicial; P- Passagem da amostra (passe); 1- Lavagem | (10 mM
imidazol); 2- Inicio da lavagem Il (70 mM imidazol); 3- Final da lavagem Il (70 mM

imidazol); 4 até 8- Fragbes de 0.5, 1, 2, 3 mL de elui¢do?; Padréo- padrio de peso

molecular

E possivel observar que a aliquota 5 possui uma banda de proteina bem visivel
além de ndo apresentar outras bandas com a mesma intensidade. Como a massa molecular
esta no intervalo de 25 até 50 kDa e ensaios de atividade constataram atividade
enzimatica, é possivel que essa banda se trate da enzima L-asparaginase uma vez que a
mesma possui 37,8 kDa de massa molar em suas unidades tetraméricas (EINSFELDT,
2014). Além disso, na aliquota 7 aparece 0 mesmo padrdo que em 5, porém muito mais
fraco que o anterior, de forma que a enzima ja deve possuir uma concentracdo mais baixa
nessa aliquota. Da mesma forma, a aliquota 8 ndo apresenta praticamente nenhuma banda
visivel, o que demonstra que a proteina de interesse saiu em maior concentragdo nas
aliquotas anteriores. A coluna correspondente ao padrdo de peso molecular ndo apresenta
boa visibilidade das suas bandas ja que a solu¢do padrdo encontrava-se desnaturada.
Como em apenas 4,5 mL de eluente ndo ha mais evidencia da saida de enzima, ¢é possivel
que a concentracdo de 300 mM de imidazol apresente uma rapida eluicdo da enzima

purificada.

Para avaliar se toda enzima foi purificada, foi efetuado o reprocessamento do

passe dessa Ultima cromatografia. Assim é possivel verificar se ocorre perda relevante da

2 A aliquota 6 que consiste na passagem de 1,5 mL de eluicdo néo foi utilizada na eletroforese
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enzima no processo por eventual saturagdo da coluna ou insuficiente tempo de contato da

amostra com a matriz (Figura 4.5).

1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 4.5 — Gel de poliacrilamida para o reprocessamento da amostra 2. 1- Amostra
inicial; 2- Passe de toda a amostra inicial; 3- Lavagem I; 4- Lavagem Il; 5 até 8- FracOes
de eluicéo

Como é possivel observar, nenhuma banda significativa foi encontrada nas
aliquotas de eluicdo, de maneira que é possivel concluir que a maior parte da enzima
conseguiu ser purificada com apenas uma passagem pela coluna. 1sso mostrou que néao é
necessaria uma etapa de reprocessamento da amostra, pois uma passagem pela coluna na
vazdo utilizada foi o suficiente para separar a maior parte da enzima contida.

4.3.2 Efeito da concentracdo de imidazol

Ao realizar a cromatografia com 10 mL da amostra 2 diluida em 10 mL de solucao
de diluicdo foi feita também uma terceira e quarta etapa de lavagem de forma a observar
o efeito da concentracdo de imidazol na lavagem. Essas etapas extras utilizaram solucao
com 70 e 100 mM de imidazol e foram passados 3 volumes de coluna em cada lavagem.
Além disso, a eluicdo foi recolhida em fracbes menores de forma a observar a

concentracdo da enzima que € eluida no decorrer do processo (Figura 4.6).
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Figura 4.6 — Géis de poliacrilamida para a cromatografia de afinidade de 10 mL da
amostra 2. 1- Amostra Inicial; 2 até 4- Amostras de passe (quando passaram 1, 10 e 18
mL da amostra inicial, respectivamente); 5- Inicio da lavagem | (10 mM de imidazol);

6- Final da lavagem 1; 7- Inicio da lavagem Il (70 mM de imidazol); 8- Final da

Lavagem Il; 9- Inicio da Lavagem I11 (100 mM de imidazol); 10 até 17- Fracdes de

eluicéo

As amostras de passe e inicial apresentam grande equivaléncia nas aparéncias das
bandas, como deveria ser por se tratarem da mesma solucdo, porém essas aliquotas foram
observadas de modo a notar se alguma banda presente em alguma aliquota ndo estava
presente na seguinte, indicando a ligagcdo da substancia referente a essa banda na coluna.
O gel resultante evidencia tal comportamento com uma banda na aliquota da amostra
inicial. Tal banda esta na mesma altura das bandas mais fortes das aliquotas de eluicao e
ndo é observada nas amostras de passe, ou seja, a proteina correspondente conseguiu ligar

na matriz da coluna.

As aliquotas de lavagem 1 ndo apresentaram grande quantidade de proteinas,
podendo deduzir que ela ndo foi eficiente em remover as proteinas adsorvidas de forma
ndo especifica. Ja a aliquota referente a lavagem 2 (70 mM de imidazol) apresenta um
padrdo de distribuicdo mais forte, o que significa ter sido eficiente na remocao dessas
proteinas, uma vez que a aliquota referente ao final dessa lavagem ndo apresenta mais
quantidades relevantes de proteina. E possivel que a essa concentragio sejam
desfavorecidas as ligagdes ndo especificas das proteinas do meio, porém, a0 mesmo
tempo, € uma concentracdo forte o suficiente para provocar a eluicdo da enzima, uma vez

que se observa a saida de bandas com mesma altura das que aparecem na eluigado
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A lavagem 3 também ndo parece ter sido efetiva na retirada de nenhuma proteina
apesar da maior concentracdo de imidazol. Uma vez que a lavagem 2 foi bem-sucedida
uma grande variedade de bandas, é natural que a lavagem 3 ndo apresente nenhuma
quantidade relevante de contaminantes. Porém, ja é observada a saida de uma banda na
mesma altura das bandas de eluicdo. I1sso mostra que a 100 mM de imidazol seria forte

demais para a lavagem, uma vez que ha perda de enzima junto com os contaminantes.

As aliquotas 11 até 16 foram misturadas e avaliadas com os testes de atividade e
Bradford de modo a determinar a atividade especifica da enzima ap6s a cromatografia. O
resultado obtido para a atividade foi de 13,5 UlI/mL e 148,35 Ul/mg de atividade
especifica.

A amostra anterior foi comparada por eletroforese (Figura 4.7) a banda da enzima
obtida pela purificacdo (banda da direita) com a L-asparaginase comercial da Elspar
(banda da esquerda). E possivel observar que a banda correspondente a enzima comercial
fica ligeiramente abaixo da enzima purificada. Esse resultado era o esperado porque a
proteina comercial possui massa molar por volta de 31,7 kDa, enquanto a obtida no
laboratorio possui 37,8 kDa. O que mostra que a enzima purificada pela cromatografia de

afinidade teve uma massa molecular semelhante a esperada.

Figura 4.7 - Gel de comparacdo entre as bandas da enzima obtida no laboratério

(direita) e da enzima comercial Elspar (esquerda)

Todo o pellet que sobrou da amostra 2 ap6s o processamento pela prensa de
French foi ressuspendido em solugdo tampdo fosfato 66mM pH 8 e processado no

ultrassom em banho com gelo. Ao realizar a cromatografia com a mesma metodologia
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anterior, o resultado pelo gel de eletroforese das etapas de passe, lavagem e eluigéo
apresentaram distribuicdes de bandas semelhantes ao caso anterior, porém com bandas

bem mais fortes na etapa de eluigdo (Figura 4.8).

Figura 4.8 — Gel de poliacrilamida com as fra¢6es de eluicdo da cromatografia de

afinidade dos pellets da amostra 2 rompidos com ultrassom.

A atividade e quantidade de proteina aferidas sdol18 Ul/mL e 0,39 mg/mL,
respectivamente. Isso resulta em uma atividade especifica de 46,15 Ul/mg. Tal valor
sugere perda de atividade especifica pelo tratamento com o ultrassom ao comparar com
a atividade obtida quando o processo de rompimento foi a prensa de French (Tabela 4.26),
0 que pode ser ocasionado pela desnhaturacdo da enzima devido ao aumento de

temperatura e das forcas cisalhantes no meio.

Tabela 4.26 - Comparacéo ente a atividades enzimaticas para as amostras obtidas apds o

rompimento celular pela prensa de French e ultrassom

. Atividade
Amostra Aitm';jrﬁﬁ;e especifica
(Ulimg)
Rompido pela 135 148.35
prensa de French ’ ’
Rompido pelo
ultrassom 18 46,15

Esse fen6meno de desnaturacdo é muito comum no rompimento de células por
ultrassom (HUANG & CHENG, 2015). Porém, é possivel notar pela espessura das bandas
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que ainda h& uma grande quantidade de enzima no interior das células. Isso leva a

necessidade de um estudo das melhores condi¢Oes de rompimento.

Para testar a passagem de uma quantidade maior de enzima pela coluna, foi
realizada a cromatografia dos sobrenadantes das amostras 1 e 3 obtidas pelo rompimento
da prensa de French de uma Unica vez (Figura 4.9). A concentracdo de proteina apos a
cromatografia foi determinada como 0,62 mg/mL. Como observado pelas eletroforeses
anteriores, grande parte dessa concentracdo se deve a enzima. Tal procedimento foi
realizado para observar se a coluna iria saturar com toda a quantidade de proteina
disponivel. 1sso seria visto através de bandas que ndo aparecem nos primeiros passes mas
comegam a surgir nas aliquotas de passes seguintes. Esse comportamento ndo foi
observado, levando a crer que a coluna ndo foi capaz ser saturada pelas enzimas do meio.
De fato, segundo o manual da GE Healthcare, esse modelo de coluna tem uma capacidade
de até 40 mg de proteina com cauda de histidina por mL de meio, 0 que € muito superior
a quantidade de enzima que se utiliza normalmente como como amostra.

10 11 12 13 14 16 16 17

3 4 5 6 7 8 9
Figura 4.9 — Gel de poliacrilamida para a cromatografia de afinidade das

amostras 1 e 3. 1- Amostra Inicial; 2 até 5- Amostras de passe (quando passaram 5 ml,
20 ml e 50 ml e 103 ml respectivamente); 6- Inicio da Lavagem | (60 mM de imidazol);
7- Final da Lavagem I; 8- Inicio da Lavagem Il (100 mM de imidazol); 9- Final da

Lavagem Il1; 10 até 17- Fracdes da eluigdo

Para observar novamente se haveria enzima intracelular a ser liberada, os pellets
que sobraram das amostras 1 e 3 foram rompidos com ultrassom e reunidos em uma Unica
amostra para cromatografia. O gel com as aliquotas de eluicdo mostra que ha ainda muita
enzima intracelular a ser retirada (Figura 4.10Figura 4.10).
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Figura 4.10 - Gel de poliacrilamida com as fragdes de eluicdo da cromatografia de
afinidade dos pellets das amostras 1 e 3 rompidos com ultrassom.

A cromatografia para o gel da Figura 4.9 foi realizada com uma concentracédo de
60 mM imidazol na solucdo de ligacdo e lavagem. Além disso, foi realizada uma etapa de
lavagem a mais a 100 mM de imidazol para testar o seu efeito. Os resultados da
eletroforese mostraram a lavagem com 60 mM como a que obtém grande variedade de
bandas em sua aliquota, o que prova ser uma lavagem eficiente. Diferentemente do caso
da Figura 4.6, em que a lavagem com a mesma solucdo de ligacdo ndo obteve a saida de
contaminantes. Isso ocorre porque a 60 mM na etapa de ligacdo as interacdes de
contaminantes com a coluna é diminuida de forma que ao passar a solucdo de lavagem
grande parte dos contaminantes saem nas aliquotas de lavagem. Porém, ainda aparecem
bandas nas alturas das bandas de elui¢do, mostrando que ainda ha perda de enzima no
processo. Ja para 100 mM é possivel observar a presenca de uma banda bem aparente na
altura da banda de eluicdo, o que também aponta para a saida de enzima nessa

concentracdo de lavagem.

Para descobrir a concentracdo de imidazol necessaria para minimizar as perdas, a
etapa de ligagéo foi realizada com solug¢fes tampéo fosfato 66mM pH 8 nas concentracdes
de 10 mM, 50 mM, 100 mM e 150 mM de imidazol. As amostras utilizadas sdo de
enzimas ja purificadas pelas cromatografias anteriores, das quais as aliquotas de elui¢do

obtidas foram reunidas em uma Unica solucéo, a qual foi empregada nesse estudo.

As cromatografias resultaram em aliquotas de passe, lavagem e eluicao de 0,5 mL.
Em seguida a cromatografia, foram feitas eletroforeses para determinar a saida ou ndo da
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enzima nessas aliquotas. As eletroforeses resultantes para cada caso s&o mostradas nas
Figura 4.11 até Figura 4.14.

Figura 4.11 — Gel de poliacrilamida para cromatografia de afinidade com solucéo de
ligacdo 10 mM de imidazol. 1- Passe; 2 até 7- Lavagens; 8 até 14- Eluicbes

Figura 4.12 - Gel de poliacrilamida para cromatografia de afinidade com solugéo de

ligagdo 50 mM de imidazol. 1- Passe; 2 até 8- Lavagens; 9 até 18- Elui¢bes
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Figura 4.13 - Gel de poliacrilamida para cromatografia de afinidade com solugéo de

ligacdo 100 mM de imidazol. 1- Passe; 2 até 7- Lavagens; 8 até 9- Eluigdes

Figura 4.14 - Gel de poliacrilamida para cromatografia de afinidade com solucéo de

ligacdo 150 mM de imidazol. 1- Passe; 2 até 7- Lavagens; 8 até 9- Eluicdes

Nos casos a 10 e 50 mM de imidazol € possivel observar que ndo ha saida de
enzima nas aliquotas de lavagem. Isso demonstra que a enzima, nessas concentragdes,
efetua uma ligacdo forte o suficiente com a matriz da coluna a ponto de ndo sair durante
0 processo de lavagem. O equilibrio de interacdo da enzima com a matriz esta deslocado
para a formacdo da interacdo entre ambos. Ja para as concentracfes de 100 e 150 mM ¢é
possivel observar a saida de enzima nas fragdes de lavagem. 1sso aponta que o equilibrio
de interagdo entre a enzima e a coluna esta desfavorecendo a ligacdo entre eles. Em tais
concentragdes o imidazol foi forte o suficiente para priorizar a sua ligagdo com os orbitais

de niquel na matriz ao invés da enzima.
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A cromatografia de amostras com 14,83 Ul/mg de atividade especifica apds o
rompimento celular, obteve 178 Ul/mg de atividade especifica no purificado ao realizar
0 procedimento na condigdo determinada acima, com 50 mM de imidazol na ligacéo e
lavagem. A recuperacdo do processo obtido pela razdo das atividades enzimaticas antes
e depois da cromatografia multiplicadas pelos respectivos volumes de amostra é de 88%.
Ou seja, 18% da atividade da enzima aplicada na cromatografia é perdida durante a
operagéo (Tabela 4.27).

Tabela 4.27 - Dados de recuperacao, fator de purificacéo e atividade enzimatica pela
cromatografia de afinidade. Coluna HisTrap HP, 1 mL

Atividade At'V'd‘,"‘.de Recuperacdo Recuperacao Fator de
Amostra (Ul/mL) especifica da enzima de proteina purificacéo
(Ul/mg)
Extrato 5,63 14,83 88% 18,4% 12
Purificado 12,46 178,48

O valor de atividade especifica é proxima da atividade especifica da L-
asparaginase purificada em trabalhos na literatura (DIASTASIO et al., 1976; CHAN et
al., 2014; ELSPAR, 2000). Além disso, possui um valor proximo da enzima comercial
Elspar® que possui atividade especifica em torno de 200 Ul/mg (ELSPAR, 2000).

4.3.3 Cromatografia de troca idnica

Para a separacdo cromatografica por troca ibnica de um composto é necessario
primeiramente saber em quais concentracdes de eluente ele saird, além outros possiveis
compostos contaminantes no meio. Para isso é realizado um gradiente de concentracdo
do eluente e observa-se quais picos sdo formados no processo e quais as concentragdes

de eluente correspondentes aos mesmos. Em seguida, para separar cada pico € realizado
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uma eluicdo na concentracdo determinada onde o pico da substancia de interesse foi

observado.

A troca idnica foi realizada para uma amostra resultante da etapa de purificagéo
de cromatografia de afinidade. Tal amostra possuia concentracdo de proteina de 0,54
mg/mL e atividade de 14,46 Ul/mL (Tabela 4.28). O baixo valor para a atividade, a
despeito dos valores anteriores apresentados apds a cromatografia de afinidade, se deve
ao tempo em que a amostra ficou armazenada até poder ser realizada a troca i6nica. Uma
mostra de 500 uL foi diluida com 500 uL de solucdo tampéo fosfato 66 mM pH 8 de
forma a compor um volume mais confortavel de se aplicar no cromatografo. A Figura
4.15 é o cromatograma obtido para o processo. E possivel observar um pico principal com

dois ombros adjacentes a partir de 55 minutos do inicio do processo.
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Figura 4.15 — Cromatograma para a cromatografia de troca idnica da amostra 500 pL
em solucao tampao fosfato 66 mM pH 8, 25°C, coluna HiScreen Q HP, 4,7 mL. A etapa
de eluicdo e realizada com um gradiente de 0 até 100 % de solucéo tampéo fosfato 66
mM pH 8 com 1 M de NaCl. Curva azul escuro representa a absorvancia a 280 nm. A
curva azul claro representa a variacdo da condutividade em porcentagem. A curva verde

representa a concentracao em porcentagem de solucao de eluicéo.

Amostras correspondentes ao pico principal e os ombros adjacentes foram
recolhidas para andlise qualitativa da atividade enzimatica. As amostras foram utilizadas
para o ensaio sem nenhuma diluigédo. Foi observado que apenas o primeiro ombro gerava

um composto com atividade enzimatica relevante como demonstrado na Figura 4.16.
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Figura 4.16 — Fotografia do meio reacional da atividade enzimética para as amostras
provenientes da separacao por troca idnica. T- Solugdo tampéo utilizada no ensaio de
atividade; A- amostra de L-asparagina usada para a rea¢do enzimatica no ensaio; 1 e 2-
primeiro ombro; 3 e 4- pico principal; 5 e 6- segundo ombro; 7- cauda final. A
intensidade da coloracgdo esverdeada indica a presenca de L-asparaginase na amostra

Na Figura 4.16, a amostra rotulada como “t” corresponde ao tampdo eluente,
mostrando que a solucdo ndo reage ao ensaio, podendo considerd-lo como nao
interferente; a amostra “a” corresponde a solu¢do de L-asparagina usada no ensaio;
amostras 1 e 2 correspondem ao primeiro ombro; amostras 3 e 4 correspondem ao pico
principal; amostras 5 e 6 correspondem ao segundo ombro; e 7 ao final do segundo ombro.
A amostra 3 apresenta uma coloracdo um pouco mais esverdeada do que as outras
amostras além de 1 e 2. E possivel que essa presenca da enzima seja apenas 0 resto do
que saiu para as amostras 1 e 2. Como o ensaio de atividade foi realizado sem nenhuma
diluicdo das amostras, a coloracdo para amostra 3 representa uma gquantidade de enzima

ativa muito pequena para ser considerada.

A condicdo de saida para o primeiro ombro foi correspondente a 20 % de eluente
(solugdo tampdo de fosfato 66 mM, pH 8, NaCl 1M). Portanto, essa concentracdo foi
usada como para uma nova cromatografia de forma a observar o comportamento de saida

da enzima.

Uma nova cromatografia foi realizada com mesma amostra inicial da
cromatografia anterior. Um volume de 1 mL foi utilizado, sendo diluido com 1 mL de
solucdo tampdo da mesma forma que a amostra da cromatografia anterior. Foi
configurado a passagem de um degrau de concentracdo de 20% de eluente apos a etapa

de lavagem. E possivel observar pela Figura 4.17 até Figura 4.19 a saida de apenas um
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pico na concentracdo de 20%, enquanto outros dois picos sdo obtidos de forma conjunta
ao longo do gradiente de 20% até 100%. Esse ultimo gradiente foi implementado para
observar a possivel saida do pico principal e segundo ombro constatados na Gltima
cromatografia.
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Figura 4.17 - Cromatograma para a cromatografia de troca ibnica da amostra 1 mL em
solugéo tampao fosfato 66 mM pH 8, 25°C, coluna HiScreen Q HP, 4,7 mL. A eluicéo ¢
efetuada primeiro com um degrau a 20% e depois um gradiente de 20% a 100%. Eixo

vertical em mili unidades de absorcéo e eixo horizontal em minutos.
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Figura 4.18 - Cromatograma para a cromatografia de troca ibnica da amostra 1 mL em
solucdo tampao fosfato 66 mM pH 8, 25°C, coluna HiScreen Q HP, 4,7 mL. A eluicéo é
efetuada primeiro com um degrau a 20% e depois um gradiente de 20% a 100%. Eixo

vertical em porcentagem de condutividade e eixo horizontal em minutos.
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Figura 4.19 - Cromatograma para a cromatografia de troca ibnica da amostra 1 mL em
solucdo tampao fosfato 66 mM pH 8, 25°C, coluna HiScreen Q HP, 4,7 mL. A eluicéo é
efetuada primeiro com um degrau a 20% e depois um gradiente de 20% a 100%. Eixo

vertical em porcentagem de solucdo de eluicéo e eixo horizontal em minutos.

A analise qualitativa das atividades obtidas nesses picos (Figura 4.17 — Figura
4.19), efetuada da mesma forma que a anterior, propde que o primeiro pico é o Unico que

apresenta atividade enzimatica relevante.

Figura 4.20 - Fotografia do meio reacional da atividade enzimatica para as amostras
provenientes da separacao por troca ibnica. T- Solucdo tampéo utilizada no ensaio de
atividade; A- amostra de L-asparagina usada para a reacao enzimatica no ensaio; 1 e 2-
pico de passe da amostra; 3 até 5- primeiro pico da eluicdo; 6 e 7- Dois ultimos picos da

eluicdo

As amostras rotuladas como “t” e “a” na Figura 4.20 representam as solugdes
tampao e L-asparagina usada no ensaio, que sdo as mesmas do ensaio anterior; amostras
1 e 2 correspondem a amostra de passagem pela coluna no minuto 6; a amostra 3, 4 e 5
correspondem ao primeiro pico de eluicdo; e as amostras 6 e 7 correspondem aos ultimos
picos de eluicdo. As amostras de passe constatam que a maior parte das enzimas ficaram

retidas na matriz, saindo na etapa de eluic&o.
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Tal comportamento pode ser observado novamente até mesmo com maior
quantidade de enzima. Foi aplicado 4 mL de amostra adotando a mesma metodologia da
cromatografia anterior. O cromatograma gerado (Figura 4.21 — Figura 4.23) mostra que
a metodologia adotada para a purificacdo através da troca i6nica funciona da mesma

forma mesmo com uma quantidade superior de enzima a ser separada.
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Figura 4.21 - Cromatograma para a cromatografia de troca ibnica da amostra 4 mL em
solugéo tampao fosfato 66 mM pH 8, 25°C, coluna HiScreen Q HP, 4,7 mL. A eluigéo é
efetuada primeiro com um degrau a 20% e depois um gradiente de 20% a 100%. Eixo

vertical em mili unidade de absorcéo e eixo horizontal em minutos.
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Figura 4.22 - Cromatograma para a cromatografia de troca ibnica da amostra 4 mL em
solucdo tampao fosfato 66 mM pH 8, 25°C, coluna HiScreen Q HP, 4,7 mL. A eluicéo é
efetuada primeiro com um degrau a 20% e depois um gradiente de 20% a 100%. Eixo

vertical em porcentagem de condutividade e eixo horizontal em minutos.

82



—

Figura 4.23 - Cromatograma para a cromatografia de troca ibnica da amostra 4 mL em
solucdo tampao fosfato 66 mM pH 8, 25°C, coluna HiScreen Q HP, 4,7 mL. A eluicéo é
efetuada primeiro com um degrau a 20% e depois um gradiente de 20% a 100%. Eixo

vertical em porcentagem de solucéo de eluicdo e eixo horizontal em minutos.

A atividade especifica para amostra antes da troca ibnica e depois da troca idnica
forma determinadas para a cromatografia da amostra de 4 mL, obtendo-se 3,55 como fator
de purificacdo e um fator de recuperacgéo de 69,5% (Tabela 4.28). Ao aliar a troca ibnica
com a cromatografia de afinidade, serd possivel obter uma atividade especifica bem
proxima a da enzima comercial Elspar (200 Ul/mg) uma vez que apenas com a
cromatografia de afinidade ja foi possivel obter em torno de 178 Ul/mg. Porém, tal fato
ndo pode ser comprovado devido a perda de atividade pelo armazenamento, como ja

mencionado.

Tabela 4.28 - Dados de recuperacao, fator de purificacéo e atividade enzimatica pela

cromatografia de troca iénica. Coluna HiScreen Q HP, 4,7 mL.

Atividade ~
- Recuperacéo Fator de
Amostra especifica de enzima urificacdo
(Ul/mg) puriiicag
Extrato 26,77 69.5% 355
Purificado 95,06

A Tabela 4.29 resume os dados de recuperacdo e fator de purificacdo para as

cromatografias de afinidade e troca idnica.
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Tabela 4.29 — Resumo dos dados de recuperagao de enzima e fator de purificagdo das
cromatografias de afinidade e troca idnica. Colunas Histrap HP, 1mL e HiScreen Q HP,

4,7 mL, a25°C
Tipo de Recuperf_;\(;éo Fa_\;t_or d~e
cromatografia de enzima purificacéo
Afinidade 88,0% 12,10
Troca ibnica 69,5% 3,55
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho foram determinadas condicOes para a extracdo e purificacdo da
enzima L-asparaginase produzida através do gene modificado de Zymomonas mobilis e
expressada pela bactéria Escherichia coli.

Umas das primeiras medidas foi realizar um estudo das curvas padrdes para 0s
principais testes analiticos realizados nesse trabalho, a quantificacdo de proteina por
Bradford e o teste de atividade enzimatica. A concentracdo de proteina das amostras deste
trabalho pode ser aferida de modo a ndo ser necessario realizar uma curva padrao para
cada anélise num intervalo de 3 dias. O que mostra certa robustez quanto a repeticdo do
procedimento no intervalo de tempo observado. Ja a curva padrdo de atividade enzimatica
necessita ser aferida a cada novo ensaio de atividade devido ao método ndo conseguir
replicar a curva padrdo nas mesmas condicdes. Além disso, € necessaria a presenca da L-
asparagina na solucdo de sulfato de amdnio para a determinacdo mais acurada da
atividade. Os volumes a serem utilizados no ensaio pelo reagente 1, 2 e amostra de analise

sdo 0,7 mL, 0,7 mL e 14 L, respectivamente.

Ao testar as condicGes de ruptura celular, a enzima apresenta melhor atividade
enzimatica com o uso do homogeneizador a alta pressdo em relagéo ao ultrassom, ao qual
se determina nesse trabalho 300 bar e 4 passes como a condi¢do que resulta na maior
libracdo de enzima. Como 0 homogeneizador € um equipamento geralmente utilizado na
industria, os parametros encontrados podem servir para um eventual escalonamento

visando a producao em larga escala da enzima.

A L-asparaginase de Zymomonas mobilis obtida por via recombinante em
Escherichia coli pode ser isolada por cromatografia de afinidade por ions de niquel
imobilizados em solucdo tampdo fosfato 66 mM pH 8 em que as solucdes de ligacdo e
lavagem possuem 50 mM de imidazol e a de eluicdo possui 300 mM de imidazol. A
solugéo de ligacéo citada apresenta um eficiente favorecimento das interagfes daenzima
com a coluna e o desfavorecimento das interacdes ndo especificas no meio. O processo

cromatografico utilizando a coluna comercial para cromatografia de afinidade por ions de
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niquel imobilizados necessita de apenas uma passagem de amostra para reter a maior
parte da L-asparaginase, ndo precisando de uma etapa de reprocessamento. Amostras
obtidas pelo processo padronizado de cultivo, expressao e rompimento apresentam uma
atividade de 5,63 Ul/mL e podem ser aplicadas em um volume de amostra de 10 mL por
mL de coluna. A purificacdo nessa etapa apresenta um fator de purificagdo de 12,1 e
recuperacdo de 88% da enzima, o que mostra ser um procedimento eficaz e de baixa
perda. J& para a cromatografia de troca i6nica, 0 processo apresenta capacidade de
purificar ainda mais a amostra ja purificada pela cromatografia de afinidade ao ser
utilizado solucgéo tampéo fosfato 66 mM pH 8 para a etapa de ligacdo e de lavagem e 20%
da mesma solucéo tampédo com 1M de NaCl para a etapa de eluigdo. Foi obtido um fator
de purificacdo de 3,55 e uma recuperacdo de 69,5%.

Assim, pelos dados obtidos no trabalho foi possivel encontrar um processo eficaz
ndo sO para a obtencdo da enzima do meio intracelular das células produtoras, mas
também para a sua purificacdo. Desse modo serd possivel dar continuidade para aos
estudos para obter a L-asparaginase comercial brasileira, no qual o proximo passo seria a

peguilacdo do composto purificado.
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APENDICE A

Curvas padrOes para 0s ensaios de Bradford e

atividade

Figuras A.1, A.2 e A.3 séo curvas padrfes para o ensaio de Bradford produzidas

nas mesmas condicdes, reagentes e em dias consecutivos.

Curval

0.3200 -
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0.1600 A : : : : : : .
0 00l 002 003 004 005 006 007
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Absorvancia

Figura A.0.1 - Curva padrdo para o ensaio de Bradford. Solucdo de BSA (Albumina de
soro bovino).

Curva 2
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Figura A.0.2 - Curva padrdo para o ensaio de Bradford. Solucdo de BSA (Albumina de
soro bovino).
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Curva 3
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Figura A.0.3 - Curva padrdo para o ensaio de Bradford. Solucdo de BSA (Albumina de
soro bovino).

As Figuras A.4, A.5 e A.6 correspondem as curvas padrdes para o0 ensaio de

atividade utilizando apenas solucéo de sulfato de aménio.
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Figura A.0.4 - Curva padrdo para o ensaio de atividade. Solucdo de sulfato de amdnio.
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Curva 2
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Figura A.0.5 - Curva padrdo para o ensaio de atividade. Solugéo de sulfato de amonio.

Curva 3
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Figura A.0.6 - Curva padrdo para o ensaio de atividade. Solucdo de sulfato de amdnio

As Figuras A.7, A.8 e A.9 correspondem as curvas padrdes para 0 ensaio de

atividade utilizando apenas solucéo de sulfato de aménio.
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Figura A.0.7 - Curva padrdo para o ensaio de atividade. Mistura de solugéo de sulfato
de aménio e L-asparagina 5 g/L.
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Figura A.0.8 - Curva padrdo para o ensaio de atividade. Mistura de solucdo de sulfato
de amdnio e L-asparagina 5 g/L.
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Curva 3
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Figura A.0.9 - Curva padrdo para o ensaio de atividade. Mistura de solucéo de sulfato
de aménio e L-asparagina 5 g/L.

Figuras A.10 — A.13 correspondem as curvas padrdes para 0s ensaios de atividade
utilizando volumes de reagentes 1 e 2 como 0,7 mL e variando os volumes de amostra
entre 20 e 14 L.

Curva 20 pL
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Figura A.0.10 - Curva padréo para ensaio de atividade com volume de reagentes 0,7 mL
para reagente 1 e 2 e 20 uL para amostra de analise. Mistura da solucédo de sulfato de
amonio e L-asparagina 5 g/L.
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Curva 14 pL

y = 0.0522x + 0.0635
R? = 0.9981

0.5000 1.0000 1.5000 2.0000
Concentragdo NH4+ (umol/mL)

Figura A.0.11 - Curva padréo para ensaio de atividade com volume de reagentes 0,7 mL
para reagente 1 e 2 e 14 pL para amostra de analise. Mistura da solucao de sulfato de
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Curva 20 pL

y =0.0757x + 0.1258
R?=0.9977
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Figura A.0.12 - Curva padréo para ensaio de atividade com volume de reagentes 0,7 mL
para reagente 1 e 2 e 20 yL para amostra de analise. Mistura da solucdo de sulfato de

amdnio e L-asparagina 5 g/L
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Curva 14 pL
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Figura A.0.13 - Curva padréo para ensaio de atividade com volume de reagentes 0,7 mL
para reagente 1 e 2 e 14 pL para amostra de analise. Mistura da solucéo de sulfato de
amonio e L-asparagina 5 g/L
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