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RESUMO

Glucagon é um horménio que aumenta o nivel de glicose sanguinea
e sua principal aplicacdo como produto farmacéutico é no tratamento de
hipoglicemia, especialmente associada ao diabetes. Além dessa importante
aplicacdo e sendo o glucagon um produto de custo bastante elevado, existe
a necessidade de se aprimorar seu processo de purificacdo. O objetivo
deste trabalho foi realizar estudos de adsorcédo de glucagon e insulina em
silica-IDA-Me?*, através da técnica de cromatografia de afinidade por ions
metalicos (IMAC), visando desenvolver um processo de purificacido de
glucagon a partir de fracdo de processamento industrial de insulina de
pancreas. Na primeira etapa, realizou-se experimentos em tanques
agitados para determinar a cinética, capacidade de adsorcdo e influéncia
do pH, forca iGnica e agente competidor na eluicdo do glucagon adsorvido
em matriz silica-IDA-Cu?. A segunda etapa consistiu em experimentos em
colunas de cromatografia liquida com leito fixo, com o glucagon, a insulina
e a mistura deles, utilizando os metais Cu?*, Ni?* e Zn?*. A condicdo que se
mostrou mais promissora na separacdo da insulina do glucagon foi
utilizando o metal niquel e eluicdo com gradiente degrau de pH. Esta
condicao foi avaliada na purificacdo de glucagon presente em duas fracoes
do processamento industrial de insulina, a primeira rica em glucagon e
uma segunda rica em insulina. O resultados mostraram um
enriquecimento de glucagon em ambas as fraces, sendo que um fator de
purificacdo de glucagon de cinco foi obtido para a fracao rica em insulina.

Palavras chave: IMAC, glucagon, insulina, cromatografia, adsorcao.



ABSTRACT

Glucagon is a hormone that increases blood glucose concentration
and is used as a pharmaceutical product mainly in cases of hypoglycemia
associated with diabetes. Given both its importance and currently high
cost, improved purification processes are on demand. Adsorption studies
of glucagon and insulin on adsorbents of silica-IDA-Me?* were carried out.
By using immobilized metal ion affinity chromatography (IMAC), we
conducted tests aimed at purifying glucagon present in an industrial
insulin processing fraction. This method of separation is based on the
selective interaction of a metal ion with aminoacid residues (specially
histidine) present on the protein surface. Preliminary, experiments in
stirred tanks were performed in order to determine the kinetics, adsorption
isotherm and the influence of pH and ionic strength on adsorption. Next,
fixed bed chromatographic experiments with glucagon, insulin and a
mixture of them was carried. Strong adsorption has been verified for all
metals tested (Cu?*, Ni** and Zn?). The most promising condition for
glucagon and insulin separation was using Ni?* as the metal ligant and
desorption with pH step gradient. Studies with two industrial insulin
processing fractions under this condition, one glucagon-rich and another
insulin-rich showed an increase in glucagon purity for both fractions with
a purification factor of five for the latter fraction.

Key words: IMAC, glucagons, insulin, chromatography, adsorption.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

1.1. GLUCAGON E SUA RELEVANCIA

O glucagon € um hormonio que tem aplicacao relacionada com uma
doenca que afeta milhdes de pessoas no mundo, o diabetes, ¢ é um
produto de custo bastante elevado (cerca de US$ 5.000,00/g, grau
reagente da Sigma, FOB EUA, 1999). A principal func¢do do glucagon no
metabolismo € o controle, juntamente com a insulina, do nivel de glicose
sanguinea. Ele tem, assim, um efeito antagonico ao da insulina e dai surge
sua principal aplicacdo médica: tratamento de casos de hipoglicemia
aguda e também persistente (Smith et al., 1983). O glucagon também tem
sido usado no tratamento de pancreatites ¢ de pacientes com problemas
cardiacos que nao respondem a infusdes salinas. Além disso, glucagon é
ativo como diurético, broncodilatador € na reducio do nivel de lipideos e
do colesterol do sangue (Siltz e Jackson, 1977).

Glucagon € produzido nas células A do pancreas e a estrutura
primaria da molécula humana é idéntica a estrutura da molécula bovina e
suina, sugerindo uma aplicacao direta para uso farmacéutico do glucagon
extraido dessas fontes, como um sub-produto na purificacdo de insulina.
Sua clonagem em bactérias ja foi relatada na literatura (Ishizaki et al.,
1992). No entanto, enquanto existir a demanda de insulina produzida por
fontes convencionais (pancreas de animais}, a producao de glucagon como
subproduto da producdo desta sera adequada em termos de oferta
potencial (Andrade et al., 1997}. No Brasil, pais com matéria-prima farta
para a producdao de glucagon, pois é possuidor de um dos maiores
rebanhos suinos e bovinos no mundo, ndo ha producdo comercial de

1
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glucagon.

1.2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi realizar estudos de adsorcdo de
glucagon ¢ insulina em silica-IDA-Me?* (silica contendo como quelante, o
acido iminodiacético, IDA, e como ligante um ion metalico), através da
técnica de cromatografia de afinidade por ions metalicos (IMAC), visando
desenvolver um processo de purificacdo de glucagon a partir de fracao de
processamento industrial de insulina de pancreas (bovino ou suino).

Esta estratégia de purificacdo de glucagon nio foi encontrada na
literatura. O glucagon possui um requerimento basico para purificacao por
IMAC: histidina N-terminal e, dependendo das condi¢cdes da solucgdo, se
encontra ndo como uma molécula estruturada tridimensionalmente, mas
com uma estrutura nio enovelada, distendida, o que indica que a histidina
deve estar acessivel para intera¢do com o ion metalico imobilizado.

A presenca de uma grande variedade de proteinas de baixa massa
molecular no pancreas, torna a purificacdo de glucagon uma tarefa dificil.
Os processos de recuperacédo e purificacdo de glucagon sdo, em sua grande
maioria, cromatograficos de multi-etapas envolvendo técnicas como troca
ibnica e permeacdo em gel ou técnicas mais avancadas tais como HPLC e
cromatografia de troca de subunidades. Tais processos sdo de alto custo,
cujo reflexo aparece no preco do produto final. E, assim, necessario o
desenvolvimento de processos de recuperacao e de purificagdo que utilizem
operacoes mais eficientes possibilitando a obtencdo de um produto final
competitivo no mercado em prego e, principalmente, em pureza.

Como a insulina é a principal impureza presente nas fracdes de
processamento a ser purificada, propos-se fazer um estudo desta proteina
separadamente e também da mistura do glucagon e insulina, objetivando
determinar a condi¢cao mais promissora para a separacao destas proteinas.
Assim, 0 alcance destes estudos vai além da recuperacio e purificagdo de
glucagon de pancreas: uma vez que a insulina pode ser considerada como

uma proteina modelo de impureza, os dados a serem obtidos fornecem
2
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informacbes para a possivel aplicacdo da técnica IMAC na purificagio
destas proteinas produzidas por fontes recombinantes.
As etapas do trabalho se dividlem em estudos preliminares em
batelada e em coluna de cromatografia liquida de leito fixo.
Os estudos preliminares em batelada consistiram em:
1. Estimativa da solubilidade do glucagon nas condicoes
requeridas para a cromatografia IMAC. O glucagon possui o
ponto isoelétrico proximo do pH 7,0 e apresenta baixa
solubilidade na faixa de pH entre 4 e 8. Por sua vez, a adsorcao
em IMAC ¢ favorecida na faixa de pH entre 6 ¢ 8, sendo de
extrema importancia a verificacdo da solubilidade do glucagon,
principalmente em tampao fosfato 20 mM com NaCl 1,0 M e pH
7,0 (tampdo de adsor¢do), na viabilizacdo do uso da técnica
IMAC.
2. Estudos preliminares de adsorcio e dessorcdo, em tanques
agitados, de glucagon de alta pureza em silica-IDA-Cu?*, para
obter a cinética, capacidade de adsorcao e a influéncia do pH, da
forca idnica e da concentracédo do agente competidor imidazol na
etapa de dessorcéao.
Os estudos em coluna de cromatografia liquida em leito fixo
consistiram em:
3. Selecéo do sistema tamponante e influéncia do sal NaCl nas
cromatografias silica-IDA-Cu?*.
4. Estudo de diferentes tipos de eluicdo (degrau de pH ou
imidazol) do glucagon, insulina e da mistura destas duas
proteinas adsorvidas em silica-IDA-Cu?*.
5. Aplicagdo das melhores condicoes obtidas na etapa anterior
nas cromatografias IMAC com Ni?* e Zn?* imobilizados.
6. Aplicacado das melhores condicoes de separacido
cromatografica da insulina do glucagon na purificacdo do
glucagon presente em fracoes de processamento industrial, uma

delas rica em glucagon e a outra rica em insulina.
3
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CAPITULO 2

REVISAO DA LITERATURA

2.1. PROPRIEDADES E APLICACOES DO GLUCAGON

A molécula de glucagon possui uma cadeia de 29 residuos de
aminoacidos que lhe conferem uma massa molecular de 3,5 kDa. Uma das
caracteristicas desta molécula é que as estruturas da molécula de fontes
bovina, suina e humana sio idénticas. A seqliéncia de aminoacidos da
molécula de glucagon de fontes bovina, suina e humana (Smith et al.,
1983) é a seguinte:

His @ -Ser-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-
Ser-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp-Phe-Val-Gin-Trp-Leu-Met-Asn-Thr (9

Kimball e Murlin, em 1924, foram os primeiros a notar uma acao
hiperglicemica em certos extratos pancreaticos, durante experimentos de
purificacao de insulina, e sugeriram o nome de glucagon para o agente
causador. O interesse em se investigar essa molécula aumentou quando
pesquisadores observaram que, apds a aplicacido de algumas preparacoes
de insulina em pacientes diabéticos, ocorria inicialmente um efeito
hiperglicémico tal como uma hiperglicemia transiente. A principal funcao
do glucagon € estimular o aumento da concentracio de glicose no sangue,
agindo em conjunto com a insulina para manter o nivel normal de glicose
no metabolismo.

O cérebro possui dependéncia absoluta de glicose como fonte de
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energia. Quando o nivel de glicose diminui abaixo do normal, €
imprescindivel que glicose seja recomposta no sangue. Desta forma, o
glucagon exerce controle sobre dois caminhos metabélicos no figado,
fazendo que o orgao libere glicose para o resto do corpo. Em um dos
caminhos metabdlicos, o glucagon estimula a quebra de glicogénio
armazenado no figado. Quando o nivel de glicose esta alto, grande
quantidade de glicose € mantida no figado. Sob a influéncia da insulina, a
maior parte desta glicose é armazenada na forma de glicogénio. Quando o
nivel de glicose comeca a cair, o glucagon é excretado e age ativando
enzimas que despolimerizam o glicogénio e liberam a glicose. Na outra rota
metaboélica, o glucagon ativa a gliconeogénesis hepatica. Gliconeogénesis €
o caminho pelo qual substratos que ndo contém hexoses, tais como
aminoacidos, sao convertidos em glicose. Desta forma, o glucagon fornece
outras fontes de glicose sanguinea.

Estudos de estrutura e fun¢io do glucagon realizados por Bromer et
al. (1972} descrevem a presenca, em amostras comerciais purificadas de
glucagon, de wuma molécula similar ao glucagon, o mono-
desamidoglucagon, que apresenta uma atividade biologica e imunoldgica
menor que o glucagon. A perda do grupamento amino aparentemente
ocorre aleatoriamente em trés glutaminas nas posi¢oes 3, 20 e 24, gerando
uma mistura dos trés isdmeros. Acredita-se que a perda do grupamento
amino ocorre durante a purificacdo do hormoénio que requer condicoes

extremas de pH (pH abaixo de 2,5 e acima de 10,5}.

2.2. RECUPERACAO E PURIFICAGCAO DE GLUCAGON

Os processos de RPB (Recuperacao e Purificacdo de Bioprodutos) de
glucagon sao, na sua maioria, centrados em cromatografias e, geralmente,
utilizam como alimentacio extrato pancreatico parcialmente purificado por
um processo principal, produgdo de insulina. Também como caracteristica
comuin apresentam etapas de dessalinizacdo em colunas cromatograficas.

O primeiro experimento de purificacdo de glucagon realizado com
sucesso foi feito por Staub et al. e publicado em 1953 e depois com mais

6
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detalhes em 1955. Uma fracdo amorfa obtida durante a purificacéo
comercial de insulina foi usada como material de partida. O procedimento
de purificacdo utilizado consistiu em trés etapas de precipitacdo, sendo
que a ultima incluiu trés dialises, e duas etapas de cristalizacio. Como
este procedimento visava a purificagdo de glucagon para estudos de
estrutura e funcdo, o numero de etapas utilizadas possivelmente
inviabiliza sua aplicacdo em larga escala.

Um dos experimentos de purificacdo de glucagon realizado em 1972
por Bromer et al utilizou colunas de DEAE-celulose na presenca de
tampao contendo uréia 7 M. Esse estudo objetivou prioritariamente a
analise das propriedades das moléculas glucagon e mono-
desamidoglucagon, sendo que a fonte protéica utilizada foi glucagon ja
purificado, isto &, livre de insulina. Aproximadamente 89% da proteina
recuperada constituia-se de glucagon altamente purificado, segundo
analise em eletroforese e composicido de aminocacidos € 10% era a mono-
desamidoglucagon.

Andrade et al. (1997}, tendo como referéncia processos desenvolvidos
por Pollock € Kimmel (1975), baseado em troca i6nica, € por Cole (1960},
que utilizou uréia para evitar associacio de moléculas de glucagon entre
si, implantaram em escala piloto um processo de purificacdo de glucagon
em trés etapas cromatograficas a partir de um sobrenadante de
precipitacdo alcalina de producéo de insulina. Este sobrenadante sofreu
precipitacdo com sulfato de amodnio e precipitacdo isoelétrica e, a seguir,
foi submetido a uma série de etapas cromatogréaficas a saber: troca i6nica
na presenca de uréia, dessalinizacio por filtracdo em gel e, novamente,
troca idnica. O rendimento final foi de 50% com um fator de purificacido
de cerca de 81, obtendo-se um produto com 84% de pureza. Apesar desta
purificacdo ser dita suficiente para a aplicacdo farmacéutica, a competicio
de mercado exige valores mais altos. A utilizacdo de varias etapas
cromatograficas diminuiu o rendimento do processo, sendo que a pureza
de 84% possivelmente néo justifica o nimero de etapas envolvidas.

Cromatografia de troca de sub-unidades foi considerada como um
7
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processo para a purificacdo de glucagon por Carrea et al. (1985). Neste
método, o glucagon puro foi imobilizado covalentemente em Sepharose e,
entdo, exposto a uma solucdo contendo o glucagon que se desejava
recuperar. A partir de uma auto-associacdo ocorria a interacdo do
glucagon imobilizado com o glucagon a ser purificado presente em solucédo
(extrato pancreatico pré-tratado com carvao-dextran para eliminacdo de
lipideos). Recuperou-se glucagon com 90% de pureza e um rendimento de
aproximadamente 60%. Como desvantagens deste processo podemos citar
a baixa estabilidade da ligacdo glucagon-Sepharose, sendo que 40% do
glucagon imobilizado desprendeu-se da matriz quando esta era ativada
com cianeto de bromo, apés apenas 8 dias de utilizagdo. Outra
desvantagem € o custo inicial associado ao glucagon, além do dispendioso
tempo e trabalho envolvido na preparacdo da matriz.

Um processo de recuperacdo de glucagon da fracdo de
processamento de insulina utilizando cromatografia em adsorvente
Amberlite XAD-7 foi desenvolvido por Angelova e Dimov (1996). A etapa de
adsorcao foi realizada em coluna com elevada concentracdo de sal e a
etapa de dessorcio foi realizada com gradientes de misturas de etanol e
cloreto de s6dio 0,1 M ajustada a um pH entre 9,8 e 10. A dessaliniza¢ao
do glucagon obtido foi feita no mesmo tipo de adsorvente. O glucagon foi
entdo cristalizado e caracterizado Dbiologicamente. A  atividade
hiperglicémica obtida, 1,08 IU/mg, foi bem préxima a do glucagon padrao
utilizado, 1,10 IU/mg. Os autores néo apresentam dados de recuperacao €
pureza do glucagon e, portanto nao é possivel avaliar a viabilidade deste
processo em larga escala.

Um processo nao cromatografico de purificacido de glucagon
recombinante (produto de fusdo com interferon produzido como corpos de
inclusfo) expressado em Escherichia coli foi desenvolvido através de
precipitacdo isoelétrica a 4 °C, pH 6,5 por 18 hs (Okamoto et al., 1995).
Em seguida, o glucagon parcialmente purificado foi cristalizado e
finalmente analisado em HPLC comprovando uma pureza de 99,5%.

Entretanto, este procedimento depende da estrutura da proteina de fusao,
8



KILVIOAU UA LITERKATURA

sendo que sua aplicacdao quando se tém outras fontes nio € explicitada.

Kim et al (1996} também sintetizaram glucagon por via
recombinante como um produto de fusdo (por¢cao N-terminal do fator alfa
de necrose de tumor humano} e desenvolveram um processo de
purificacao, que além da etapa de HPLC, continha uma etapa de
precipitacao isoelétrica a pH 6,0 com 80% de rendimento nesta etapa. A
desvantagem deste processo esta associada ao HPLC preparativo que eleva
consideravelmente os custos do processo.

Néao foram encontrados estudos na literatura envolvendo a adsorcdo
de glucagon em adsorventes IMAC, devido possivelmente a baixa
solubilidade desta molécula na faixa de pH tradicionalmente utilizada para
a etapa de adsorcao e por ser esta técnica cromatografica relativamente

nova quando comparada a troca-ibnica e permeacgao em gel.

2.3. PROPRIEDADES DA INSULINA

Sendo a insulina a principal impureza da fracdo de processamento a
ser utilizada para a purificacdo de glucagon, torna-se necessario um
estudo sobre algumas de suas caracteristicas fisico-quimicas.

A insulina € uma proteina globular pequena de massa molecular 5,7
kDa e pouco solivel em agua no seu ponto isoelétrico, pH 5,4. O horménio
ativo possui duas cadeias de polipeptideos, as cadeias A € B, com 21 e 30
residuos em cada uma, respectivamente. A seqliéncia de aminoacidos da
molécula humana difere em apenas um aminoéacido da molécula de fonte
suina, o aminoacido C-terminal da cadeia B. A Figura 2.1 ilustra a
seqliéncia de aminoacidos da estrutura de insulina de fonte suina.

A insulina é normalmente armazenada no organismo na forma de
hexameros, que consistem em seis moléculas de insulina estabilizadas por
dois atomos de zinco. O estado de agregacido da insulina em soluc¢do néo é
homogéneo, mas uma mistura de diferentes oligbmeros (Torres et al,
1998). Segundo Blundell et al. (1972) o hexdmero encontrado em cristais
de insulina € o mesmo observado em solucio de insulina e possui o grupo
imidazol do residuo de histidina B10 exposto ao solvente.

9
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Figura 2.1. Cadeias A e B da seqiiéncia de aminoacidos da insulina de
fonte suina (Adaptado de Gary e Headon, 1994).

10
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Smith et al. (1988} sugerem que este grupo € o responsavel pela
interacdo da pro-insulina em experimentos de IMAC-Ni?*. Estes autores
utilizaram a pré-insulina com uma cauda de His-Trp como um modelo de
proteina recombinante modificada para interagir com ions metalicos e com
isso poder ser purificada pela técnica IMAC. Foram testadas as pro-
insulinas de fonte natural e a recombinante com cauda de His-Trp e
ambas proteinas adsorveram em matriz 4% agarose-IDA-Ni2*. Porém, a
pro-insulina recombinante apresenta uma afinidade maior pelo ligante que
€ atribuida a forte interacdo da cauda de His-Trp com o ion metalico Ni
quando comparada a afinidade do sitio interagdo com metais endégeno da
pro-insulina, a histidina B10.

Grant et al. {1972) concluiram que a conformacio da insulina na
molécula de pré-insulina é a mesma da molécula livre de insulina.
Baseado nestas informacoes, pode-se sugerir que o grupamento B10 seja

também o responsavel pela interacao da insulina em IMAC.

2.4. CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE POR ION METALICO
IMOBILIZADO - IMAC

A técnica de cromatografia "Immobilized Metal Ilon Affinity
Chromatography” (IMAC) baseia-se na separacao de proteinas através da
interacio destas com ions metalicos imobilizados em um suporte sélido. A
técnica foi inicialmente desenvolvida por Porath {1975) e € atualmente
utilizada como um método de cromatografia de afinidade aplicavel a uma
grande variedade de biomoléculas € tem sido recentemente bastante
utilizada na purificacdo de proteinas produzidas por vias recombinantes,
principalmente através da incorporacdo de caudas de histidina na porcéo
N-terminal das proteinas (Zhang et al., 2000; Gibert et al., 2000; Gabert-
Porekar et al., 1999 e Smith et al., 1988].

A histidina é o grupamento de maior importancia na retencao de
proteinas por IMAC, seguida pela cisteina e pelo triptofano. As interagoes
destes residuos ocorrem através de uma coordenacdo entre um par de

elétrons do grupamento aminoacido € o metal. Em associacdes envolvendo
11
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histidina, o nitrogénio do anel imidazol € o grupo doador de elétrons
possiveis de coordenacio com o metal (Wong et al, 1991; Beitle e Ataai,
1992 e Vijayalakshmi, 1989). O quelato metéalico imobilizado se encontra
altamente solvatado por moléculas de agua possuindo assim elevado
numero de grupos hidroxila na sua vizinhanca. No caso de adsorventes
IDA-Cu?*, sabe-se que o quelato apresenta uma rede de cargas negativas,
sugerindo a participacao de interacoes eletrostaticas ou inducéo de cargas
envolvendo residuos de aminoacidos positivamente carregados, tais como
arginina, na associa¢do da proteina com o quelato (Vijayalakshmi, 1989).

Existe uma série de vantagens da utiliza¢do de IMAC em relacédo aos
demais métodos de cromatografia por afinidade. Uma delas, é a
versatilidade do adsorvente, uma vez que diferentes ligantes (ions
metalicos) podem alternadamente ser imobilizados num mesmo suporte.
Os metais podem ser facilmente removidos da coluna através de uma
lavagem utilizando-se acido etileno-diamino-tetracetico (EDTA) e o
adsorvente ser completamente recuperado sem perder sua funcionalidade
(um determinado adsorvente pode ser regenerado centenas de vezes sem
perda substancial da capacidade quelante e sem alto risco de
contaminacio microbiol6gica) (Porath, 1988; Wong et al., 1991)

A imobilizacdo dos ions metalicos ocorre através de um agente
quelante covalentemente imobilizado ao suporte. O agente quelante mais
utilizado € o acido iminodiacético (IDA) que é um quelante tridentado, isto
é, forma complexo com o metal ocupando trés sitios de coordenacio.
Assim, no caso de ions hexacoordenados, com trés sitios ocupados, outros
trés ficam disponiveis para ligacéo com a proteina.

Em principio todos os metais susceptiveis de interagir com as
proteinas podem ser utilizados em IMAC. No entanto, os ions metalicos
mais utilizados sdo Cu?*, Ni2*, Co?*, Fe3+, Al3*, Ca?* e Zn?*. Normalmente,
ions Fe®* e Al** sjo utilizados para separar fosfoproteinas e o ion Ca?*, com
preferéncia de ligacdo com oxigénio, pode ser selecionado para a separacio

de proteinas contendo grupamentos carboxilicos.

12
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Sulkowski (1989} determinou regras que governam a interacio
histidina-IDA com os ions Cu?+, Ni?* , Zn2?* e Co?*:

a} A presenca de, pelo menos, um residuo de histidina disponivel para a
coordenacéao € suficiente para a retencdo da proteina em um adsorvente
IDA- Cu?.

b) A presenca de dois residuos de histidina disponiveis para a
coordenacgiao resulta em uma retencao mais forte da proteina em um
adsorvente IDA- Cu?*. -

c} A presenca de dois residuos de histidina acessiveis € requerida para a
retencao em um adsorvente IDA-Ni2+.

d} A presenca de dois residuos de histidina espacialmente localizadas em
uma a-hélice e separadas por dois ou trés aminoacidos é requerida para
a retencdo em adsorventes IDA-Zn?* e IDA-Co?*.

€} A retencdo de uma proteina possuidora de dois residuos de histidina
vicinais sera mais forte, em todas os adsorventes IDA-Me2?+* em relacdo a
retencdo de uma proteina que possui dois residuos de histidina bem
espacados na estrutura tridimensional.

f) A forca de retencéo das proteinas nos ions metalicos segue a seguinte
ordem: Cu? > Ni?* > Zn?* = Co?*.

Sidenius et al. (1999}, explorando a diferenca em forca de retencéo
de diferentes metais para a separacdo de proteinas com caracteristicas
semelhantes, testaram diferentes metais e conseguiram a separacdo da
proteina alvo, selénio-proteina P usando o metal cobalto.

A adsorcdo de proteinas em IMAC é normalmente conduzida a um
pH no qual o grupo doador de elétrons, responsavel pela interagdo com o
ion metalico, esteja parcialmente desprotonado. Para proteinas
possuidoras de histidinas, por exemplo, a seletividade para adsorcdo é
favorecida a uma faixa de pH de 6,0 a 8,0. Além de pH, a forca idnica é
também uma variavel importante na adsorcao em IMAC. Concentracoes
altas de sal (normalmente em NaCl 1,0 M) devem ser consideradas para
evitar interagdes nao-especificas € aumentar a seletividade, uma vez que a

presenca de sal aumenta a estabilidade do complexo proteina-metal (Beitle
13
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e Ataai, 1992 e Vijayalakshmi, 1989). A presenca de eletrolitos, além de
diminuir interacdes nao-especificas, diminui o efeito da solvatagdo do ion
metalico por moléculas de agua, facilitando o processo de adsorcdo da
proteina.

A remocao de moléculas retidas nos intersticios ou adsorvidas nao
especificamente faz-se através de uma lavagem do adsorvente com o
proprio tampdo de adsor¢do. Apéds etapa de lavagem, a molécula de
interesse pode se eluida por trés diferentes procedimentos: 1) através de
abaixamento de pH; 2) adicionando-se um agente competitivo com
estrutura similar a4 do residuo de aminoacido da proteina envolvido na
interacdo com o ligante € 3) deslocando-se o complexo metal-proteina,
através de adicao de um agente quelante.

O primeiro dos referidos métodos, protonacdo, ¢ o mais utilizado e
consiste no abaixamento de pH do meio. Com a presenca de ions H-,
ocorre uma protonacio dos grupos doadores de elétrons na superficie da
proteina e assim sua interacdo com o ligante metalico é enfraquecida e a
proteina é deslocada para a fase mével. No segundo método, adicio de um
agente competidor, as proteinas sio eluidas em pH quase neutro através
da adicdo de agentes competidores (histidina ou imidazol). No terceiro
método, regeneracio, faz-se passar através da coluna uma solucdo de
agente quelante capaz de excluir o complexo metal-proteina da fase
estacionaria. O agente quelante mais utilizado € o EDTA. O método da
regeneracdo nao € seletivo, pois a interagao desestabilizada pelo quelante

adicionado € aquela entre suporte e metal e ndo entre metal-proteina.
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CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

3.1.1. Glucagon, insulina e fragbes de processamento industrial

As proteinas glucagon e insulina (suina e bovina) de alta pureza e a

fracdo de processamento de insulina foram fornecidas pela Biobras S/A
(Montes Claros, MG):

[ 2

O glucagon, lote LIF2-001, produzido em marco de 1997, tem uma
pureza de 93,74%, segundo analise em HPLC realizada na Biobras
S/A.

A insulina suina foi fornecida na forma de cristais e possui uma
pureza de 96,57%, segundo analise em HPLC realizada na Biobras
S/A.

A fracdo de processamento de insulina, rica em glucagon, lote GTB
0011, produzida em agosto de 1999, tem uma porcentagem de
glucagon de cerca de 70%, segundo analise em HPLC realizada neste
trabalho. Esta fracdo é chamada neste trabalho de “fracdo G-70”.

A fracdo de processamento de insulina, rica em insulina, lote GSB
002, produzida em maio de 1999 é chamada de “fracdo I-70” neste
trabalho. Esta fracdo € obtida na etapa de precipitacdo isoelétrica de
glucagon em pH 7,0.

15
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3.1.2. Adsorvente IMAC

A matriz IMAC utilizada, Prosep® Chelating I (Bioprocessing,
Inglaterra) é chamada neste trabalho de PCIL. Esta matriz € constituida,
segundo o fabricante, de particulas de silica porosa na faixa de 75 a 125
micra de tamanho de particula com uma estreita distribui¢do de tamanho
de poros (80% dos poros estdo entre 10% do didmetro nominal, cujo valor
nao é fornecido) e possui o agente quelante Acido iminodiacético (IDA)
imobilizado. Este adsorvente possui uma estabilidade de pH na faixa de 1
a 9 e segundo o fabricante, PCI se mantém estavel por repetidos ciclos
operacionais, podendo ser usada em colunas de leito fixo, fluidizado e
também em tanques agitados.

A matriz PCl possui densidade de 0,45 g/ml, determinada peor
Tamagawa (1999), capacidade de ligantes para ions cobre de 57 mM/ml ¢
capacidade de adsorcido de B-lactoglobulina em PCI-Cu?* de 41 mg/ml,

conforme o certificado de controle de qualidade fornecido pelo fabricante.

3.1.3. Reagentes

Para a preparacao do tampéao fosfato de sédio foi utilizado o fosfato
monobasico € o dibasico da marca LabSynth (Brasil) e cloreto de sédio da
marca Ecibra (Brasil). Os sulfato de cobre, de niquel e de zinco e o EDTA
foram da Merck (Alemanha) e o imidazol da marca Sigma (EUA). A
acetonitrila utilizada nas analises de HPLC foi marca Tedia (EUA). Todos os
demais reagentes utilizados no decorrer deste trabalho foram de grau
analitico.

3.1.4. Equipamentos

Os principais equipamentos utilizados neste trabalho foram um
sistema de cromatografia liquida de baixa pressdo composto por uma
bomba peristaltica Minipuls 3 da marca Gilson (Franca), um monitor de
UV modelo EM-1, um registrador modelo 1327 e um coletor de fracoes
modelo 2110 (todos trés da Bio-Rad, EUA). O acompanhamento da

absorbancia a 280 nm das fracdes coletadas durante a cromatografia
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liquida foi feito em um espectrofotémetro DU 650 da Beckmmam (EUA). A
analise de cromatografia de alto desempenho de fragoes foi realizada em
um sistema de HPLC da Shimadzu (Japao) composto por duas bombas LC-
10 AD, um detector de UV- visivel SPD-10AV e um integrador C-R6A. A
agua utilizada em todos os experimentos foi agua ultra pura deionizada
obtida de um equipamento Milli-Q System da Millipore (EUA).

3.2. METODOLOGIA

3.2.1. Determinacio de concentracgiao de proteina

A concentracao de proteina em solucgéo foi determinada por absor¢ao
a 280 e 320 nm. A medida da absorbancia a 320 nm ¢ feita para eliminar a
possivel influéncia da turbidez, segundo Gehle e Schiigerl (1984). Foram
determinados os coeficientes de absor¢cido para a insulina suina e para o
glucagon nos dois métodos de analise.

3.2.2. Estimativa da solubilidade do glucagon

Para determinar a concentracdo maxima de glucagon em solugao
que se poderia trabalhar nas condicbes impostas pela técnica IMAC,
realizou-se alguns experimentos com glucagon em tampao fosfato de soédio
20 mM com NaCl 1,0 M e pH 7,0, que foi o tampédo de adsorcao utilizado
em todos os experimentos realizados. A solucdo-mie de glucagon foi,
primeiramente, preparada dissolvendo o glucagon em acido fosforico 0,05
M, pH final de 3,0 e as dilui¢cées foram realizadas com o tampao de
adsorcdo em pH 9,0 a fim de obter um pH final de 7,0. As amostras em
diferentes concentragoées de glucagon foram preparadas em duplicata e
mantidas sob agitacio durante duas horas. Apos este intervalo de tempo
uma série de amostras foi centrifugada por 10 minutos a 4300 g € a outra
série nao foi centrifugada. Fez-se a medida da absorbancia a 280 nm e 320

nm para as duas séries de amostras.
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3.2.3. Preparaciao do adsorvente IMAC

O procedimento de quelacdo do adsorvente PCI seguiu o protocolo
convencional de manuseio de adsorventes IMAC sugerido pelo fabricante e
que se constitui em lavar o adsorvente com cinco volumes de agua
deionizada para eliminar contaminantes ou solucio de regeneracédo, em
seguida, satura-lo com solucdo do ion metalico requerido, lava-lo com
cinco volumes de agua deionizada para extrair tracos de metal, lava-lo com
cinco volumes de tampéao de dessor¢do para eliminar tracos de proteina e,
por ultimo, lava-lo novamente com no minimo dez volumes de tampéao de
adsor¢cao para acondicionamento do adsorvente com as condicées de
adsorcdo. Todas as solugdes foram preparadas utilizando agua ultra pura
e degaseificadas previamente ao uso. A regeneracéo do adsorvente foi feita
através de lavagem com solucdo 50 mM de EDTA com NaCl 1,0 M e pH

8,0, a qual proporciona eluicdo total dos ions metalicos do adsorvente.

3.2.4. Ensaios de adsorcido e dessorcio em tanques agitados

Nos estudos preliminares de adsorcédo e dessorcao, foram utilizadas
massas da ordem de 5,0 mg de adsorvente em tanques agitados (seringas
de 3,0 ml contendo filtros acoplados no seu interior, de maneira a se reter
as particulas do adsorvente e permitir a passagem das solugées por succao
€ ejecao). A agitacdo foi feita através de movimentos rotacionais das
seringas acopladas a um rotor de 10 cm de didmetro, encaixado ao eixo de

um motor, girando a 10 rpm.

3.2.5. Determinacéo da cinética e isoterma de adsorcido

Massas da ordem de 10,0 mg de adsorvente foram quelatadas com o
ion metalico e devidamente acondicionadas no tampéo de adsorcgéo,
tampao fosfato de sodio 20 mM com NaCl 1,0 M e pH 7, dentro dos
tanques agitados (seringas de 3,0 ml). Volumes de 1,0 ml de solugdes
protéicas foram adicionados as seringas e estas mantidas sob agitacio
durante intervalos crescentes de tempo. As concentracdes finais das

solucdes foram determinadas por medidas de absorbancia a 280 nm e,
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ap6és determinado tempo, observando-se que elas se mantinham
constantes, determinou-se o tempo de equilibrio do sistema.

A isoterma de adsorcdo de glucagon foi realizada nas mesmas
condicoes da determinacéo da cinética de adsorcido. Massas de adsorvente
da ordem de 5,0 mg foram adicionadas as seringas € apés o preparo do
adsorvente, como descrito no item 3.2.3, 1,0 ml de solucédo de glucagon
em diferentes concentracoes foram succionadas e mantidas sob agitacdo
durante 30 minutos. O tampao de adsorcéo utilizado foi tampao fosfato de
s6dio 20 mM com NaCl 1,0 M e pH 7,0. A concentraciao de proteina
adsorvida foi calculada pela diferenca entre a concentracdo inicial e a

concentracéo de proteina no equilibrio.

3.2.6. Estudo da influéncia de sal, pH e agente competidor na
dessorcio de glucagon

A influéncia destes trés fatores foi analisada separadamente para
determinar quais as melhores condicoes de dessorcdo do glucagon
adsorvido na matriz IMAC utilizada. Primeiramente foi realizado um
experimento para avaliar a influéncia do pH e da presenca de 1,0 M NaCl
no tampdo de dessor¢cdo. Uma solucdo de glucagon de 0,5 mg/ml em
tampao fosfato 20 mM com NaCl 1,0 M e pH 7,0 foi preparada ¢ 1,0 ml
desta solucao succionado em seringas contendo aproximadamente 5,0 mg
de PCI carregada com Cu?*. Apés 30 minutos de agitacdo, fez-se a ejecéo
da solucdo e mediu-se a absorbancia a 280 nm para determinar a
concentracao de proteina em equilibrio. Para a dessorcao do glucagon que
ficou adsorvido na matriz utilizou-se tampao fosfato 20 mM pH 5,1 com e
sem NaCl 1,0 M, tampéao acetato de sédio 100 mM pH 4,0 com e sem NaCl
1,0 M e tampao glicina-HCI 20 mM pH 2,1 com e sem NaCl 1,0 M. A partir
desses dados, calculou-se a porcentagem meédia de glucagon removida em
cada sistema.

Para se avaliar a influéncia do agente competidor imidazol na
dessorcao de glucagon utilizou-se 0 mesmo procedimento de preparacéo

da amostra descrito anteriormente. Apds a quelacdo da matriz com o metal
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Cu?, lavou-se a matriz com solucdo tampao fosfato 20 mM, NaCl 1,0M pH
7,0 contendo 100 mM de imidazol e equilibrou-se a matriz com o tampéao
de adsorcao com 2 mM de imidazol. A dessorcao foi feita com o mesmo
tampao de adsorcao contendo 30, 50 ou 100 mM de imidazol.

3.2.7. Ensaios cromatograficos IMAC

As cromatografias IMAC foram realizadas acoplando-se uma coluna
C5/5 da Amersham Pharmacia Biotech (Suécia) contendo o adsorvente PCI
a um sistema de cromatografia & baixa pressdo. A coluna contendo
aproximadamente 1,0 ml do adsorvente PCI foi preparada como descrito no
item 3.2.3. ApGs a quelagdo, fez-se o equilibrio com tampao de adsor¢ao a
temperatura ambiente. Na etapa de adsorc¢édo, alimentou-se a coluna com
um volume de amostra de 5 ou 10 ml e fez-se a lavagem com tampéao de
adsorcdo. A etapa de dessorcdo foi realizada com tampodes através do uso
de um gradiente de pH ou agente competidor imidazol. Durante todo o
processo, foram coletadas fracoes de 1,0 ml de volume e a vazdo utilizada
na maijoria dos experimentos foi de 0,35 ml/min. Foram testados
diferentes metais imobilizados (Cu?*, Ni>* e Zn?*) na matriz PCI,
objetivando uma separaciao do glucagon de sua principal impureza, a
insulina. Em alguns ensaios as fracdes coletadas durante a etapa de
regeneracdo foram submetidas a uma troca de tampao para viabilizar a
medida de absorbancia a 280 nm. Para tal, utilizou-se colunas de filtracao
em gel pré-empacotadas com gel Sephadex G25 da Amersham Pharmacia
Biotech (Suécia) € como eluente tampao fosfato de sédio 20 mM a pH 3,0.
Os ensaios utilizando as fragées de processamento industrial da insulina
foram realizados com o ion metalico Ni?* e eluicdo com gradiente degrau de
pH.

3.2.8. Determinacédo de glucagon e insulina por HPLC
As analises da mistura de glucagon e insulina foram realizadas em
um sistema de HPLC da Shimadzu (Japado). Foi utilizada uma coluna de

fase reversa Ci;s Asahipack ODS-H série STR da Shimadzu (Japaoj. Esta
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coluna € recheada com silica de diametro de particula de 5 um e possui 4
mm de didmetro interno € 15 cm de comprimento. A eluicdo das proteinas
foi realizada com um gradiente descontinuo. Como eluente da fase mével A
foi utilizado tampao fosfato de sédio 0,1 M, pH 3,1 e como fase mével B,
50% de acetonitrila na fase mével A. A detecgao foi feita por medida de
absorcao a 220 nm.

3.2.9. Cromatografia de filtracdio em gel

A cromatografia de filtracdo em gel foi utilizada para remover o zinco
presente nas amostras de insulina purificadas. Neste experimento utilizou-
se o gel Sephadex G-50 da Sigma (EUA). Como tampédo de equilibrio e
corrida utilizou-se tampéo fosfato 20 mM a pH 3,0. A coluna utilizada foi
uma coluna de cromatografia liquida da Sigma (EUA) de 2,5 cm de
diametro e 10 cm de comprimento. Esta coluna foi acoplada no sistema de
cromatografia de baixa pressao e a vazio utilizada para arraste da amostra
foi 0,5 ml/min. A remocédo do zinco da amostra de insulina foi confirmada
através da andlise em espectrofotometro de absorcdo atémica 905 AA da
GBC (Austrilia) do Laboratério de Desenvolvimento de Processos
Cataliticos da FEQ, Unicamp.
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. ENSAIOS PRELIMINARES

4.1.1. Estimativa da solubilidade do glucagon

Este experimento foi realizado para determinar a solubilidade do
glucagon no tampao utilizado nos procedimentos de adsor¢cdo em
cromatografia IMAC, tampao fosfato de soédio 20 mM com NaCl 1,0 M a pH
7,0. Primeiramente realizou-se um experimento para avaliar a solubilidade
do glucagon em funcido do pH. O glucagon foi dissolvido em solucdo de
acido fosférico 0,05 M, pois a solubilidade do glucagon é maior em pH
acido e alcalino e, segundo Staub et al (1955), o ponto isoelétrico do
glucagon estd aproximadamente entre o pH 7,5 e 8,5. Preparou-se 10
diluicoes desta solugdo-mae, na concentracao de 1,0 mg/ml utilizando o
tampéo fosfato 20 mM a diferentes valores de pH. As amostras ficaram em
agitacdo durante duas horas e em seguida centrifugou-se por 10 minutos
a 4300 g. Este experimento foi depois repetido com a adi¢ao de 1,0 M de
NacCl nos tampoes.

A Figura 4.1 apresenta os resultados da medida de absorbancia a
280 nm destas solugdes apés a centrifugacdo, com e sem a presenca de
1,0 M Na(Cl, em funcido do pH. Muito embora o tempo de duas horas néo
tenha sido determinado a partir de um estudo cinético que garantisse uma
condicdo de equilibrio, este tempo € longo o suficiente para se conseguir

uma solubilidade aparente do glucagon nas condicdes dos ensaios.
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absorb&ncia a 280 nm
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Figura 4.1. Curva de solubilidade do glucagon em funcéo do pH do
tampdao fosfato de sé6dio 20 mM sem NaCl (O} e com 1,0 M de NaCl (A).
Suspensio inicial com 1,0 mg/ml de glucagon. Valores de absorbancia
medidos ap6s agitacdo por duas horas a temperatura ambiente e
centrifugaciao a 4300 g por 10 minutos.
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Os dados apresentados para as duas condi¢oes indicam que o ponto
de minimo da curva para a solucédo sem o sal NaCl é menor e também em
um pH diferente do ponto de minimo da curva para a solug¢do com NaCl
1,0 M. Isto indica que a presenca do sal favorece a solubilidade do
glucagon, especialmente no pH em que realizou-se a adsor¢do em IMAC,
pH 7,0. A absorbancia a 280 nm a pH 7,0 € de aproximadamente 1,4 para
o tampéao com sal e de aproximadamente 0,5 para o tampao sem sal.

Segundo Rothstein (1994), quando -a concentracdo de um
determinado sal aumenta, aumentando portanto, a for¢ca idnica da
solucdo, a solubilidade também aumenta (salting-in) e o pH de
solubilidade minima diminue. Entretanto, essas mudancas nao sao
totalmente dependentes da forca idénica, mas sio fortemente relacionadas
ao anion do sal no meio. Os ions em solucdo irdo mudar a carga da
proteina e, conseqlientemente, sua solubilidade. A ligacdo de um éanion
simples, tal como CI, a um sitio positivo da proteina ira reduzir o niimero
total de cargas positivas, reduzindo o pl e o pH de solubilidade minima.
Essa explicacdo se adequa aos resultados obtidos, sugerindo também que
a solubilidade obtida neste experimento é valida somente para esta
condicao.

A solubilidade do glucagon em tampéao fosfato 20 mM com Na(l 1,0
M e pH 7,0 foi também avaliada em um experimento no qual mediu-se a
variacdo da absorbancia a 280 e 320 nm de suspensdes em diferentes
concentragées de glucagon. Neste experimento, preparou-se diferentes
concentracdes de glucagon, em duplicata, e estas suspensées ficaram em
agitacdo durante duas horas. Uma das séries de suspensées foi submetida
a centrifugacdo por 10 minutos a 4300 g € a outra série ndo foi
centrifugada. Mediu-se a absorbancia a 280 nm e a 320 nm do
sobrenadante da centrifugacido e das suspensées nio centrifugadas e os
resultados sdo apresentados nas Figuras 4.2 e 4.3 para as solucgoes
centrifugadas e ndo centrifugadas, respectivamente. O experimento com
centrifugacdo (Figura 4.2) mostrou que as particulas presentes na

suspensao foram eliminadas, resultando numa absorbancia a 320 nm bem
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préxima de zero, ndo sendo possivel determinar quando comeca a aparecer
material precipitado, pois s6 com este experimento ndo foi possivel
concluir se o “plateau” obtido € devido ao fato da curva de extin¢cido molar
ter atingido o ponto de limite de linearidade ou o glucagon nao se dissolve
mais nestas condigoes.

Ja o experimento em que as suspensfes ndo sido centrifugadas
(Figura 4.3) mostra o aparecimento de material particulado, ou seja,
passou do limite de solubilidade. Porém, este experimento pode apresentar
possiveis desvios, pois a mobilidade das particulas em suspensido geram
instabilidade na medida de absorbancia. Portanto, os dois experimentos se
complementam na analise dos resultados, permitindo concluir que a curva
de absorbancia a 280 nm da Figura 4.2 atinge um “plateau”, porque nao
se dissolve mais glucagon nestas condicoes.

Através da analise da Figura 4.2 pode-se estimar que a solubilidade
de glucagon neste tampdo esta entre 0,50 e 0,75 mg/ml, pois neste
intervalo € que comeca a se formar um “plateau” na absorbancia a 280 nm
e conseqiientemente na diferenca entre as absorbancias de 280 nm e 320
nm. Quanto aos dados do experimento em que as suspensdes nao foram
centrifugadas (Figura 4.3), observa-se que os valores de absorbancia a 280
nm comec¢am a sair da linearidade também nesta faixa, tendo um aumento
da absorbancia a 320 nm mais significativo em 1,0 mg/ml de glucagon,
indicando uma presenca maior de material particulado. Como no decorrer
deste trabalho a solucido de glucagon precisa estar sempre livre de
qualquer precipitado, tomou-se como limite de concentracdo 0,55 mg/ml
de glucagon neste tampao.

26



KODULLIALUD I DIDUUDSSUEDS

p— 0.8"

£ R R

et n

'S 0.6

c

«0

L0

S

O 04-

N

< R
0.2
00— Q0 O O

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
concentracao (mg/ml)
Figura 4.2. Variacdo da absorbancia em funcido da concentracio de

glucagon em tampdo fosfato 20 mM, NaCl 1,0 M, pH 7,0. Amostras
centrifugadas por 10 minutos a 4300 g. 0 - absorbancia a 280 nm, o-
absorbancia 2 320 nm, A- diferenca entre as absorbancias a 280 e 320

nm.
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Figura 4.3. Variacdo da absorbancia em funcdo da concentracdo de

glucagon em tampéo fosfato 20 mM, NaCl 1,0 M, pH 7,0. Amostras nao

foram centrifugadas. [0- absorbancia a 280 nm, o- absorbancia a 320 nm,

A- diferenca entre as absorbancias a 280 e 320 nm.
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4.1.2. Determinacao do coeficiente de absorcao a 280 nm

Para estimar a concentracdo de proteina em solucdo determinou-se o
coeficiente de absorcdo especifica para o glucagon e também para a
insulina suina. O tampéao utilizado no preparo destas solugbes foi o
tampao fosfato de sédio 20 mM com NaCl 1,0 M e pH 7,0. O coeficiente de
extincdo obtido para o glucagon foi 1,35 cm?/mg para a faixa de
concentracdo na linearidade de 0,1 a 0,5 mg/ml com coeficiente de
correlacdo de 0,999 e para a insulina suina 0,96 cm?/mg para a faixa de
concentracdo na linearidade de 0,1 a 1,0 mg/ml com coeficiente de
correlacao de 0,999.

4.1.3. Cinética e isoterma de adsorcao de glucagon

Determinou-se o tempo necessario para que o equilibrio entre a
solucao de glucagon e a matriz PCI carregada com ions Cu?* fosse atingido
utilizando seringas como tanques agitados. Massas de PCI da ordem de
10,0 mg foram preparadas conforme descrito no item 3.2.3 e 1,0 ml de
solucdo de glucagon em tampao fosfato 20 mM com NaCl 1,0 e pH 7,0 na
concentracdo inicial de 0,3 mg/ml foram succionadas para o interior das
seringas. Durante intervalos de tempo crescentes, uma das seringas tinha
sua solucao ejetada e a concentracdo de glucagon em solucio determinada
através da medida da absorbancia a 280 nm. A Figura 4.4 mostra a
cinética de adsorcao de glucagon em PCI-Cu?'. Pode-se observar que o
equilibrio é atingido em um tempo relativamente pequeno, isto é, a partir
de 5 minutos de agitacdo a concentracao de glucagon em soluciao néo varia
significativamente. Estabeleceu-se como 30 minutos o tempo necessario
para que o equilibrio fosse atingido nos experimentos seguintes.

Para a determinac¢do da isoterma de adsorcido de glucagon em PCI-
Cu?* utilizou-se seringas como tanques agitados. Massas de adsorvente da
ordem de 5,0 mg foram preparadas conforme descrito no item 3.2.3.
Solucées de glucagon em diferentes concentracoes iniciais foram
succionadas para o interior das seringas e estas mantidas em agitacdo

durante 30 minutos. Apds este intervalo de tempo as amostras foram
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ejetadas e a concentragdo em equilibrio determinada através da medida de
absorbancia a 280 nm. Os valores de capacidade foram calculados pela
diferenca ente a massa inicial de glucagon em soluc¢ao € a massa final em
solucao dividida pela massa de adsorvente em cada seringa. A isoterma de
adsorciao de glucagon em PCI-Cu?* 4 temperatura ambiente € apresentada
na Figura 4.5. Este experimento nos permitiu estimar o valor da
capacidade maxima de adsorg¢do de glucagon em PCI-Cu?* nas condic¢des
testadas, aproximadamente 30 mg de glucagon/ml de matriz PCI-Cu?*
(massa seca), conforme a leitura no grafico da Figura 4.5.

A isoterma de adsorcdo nos mostra um “plateau” bem definido,
porém o modelo de Langmuir, que é normalmente utilizado para descrever
a adsorcao de proteinas, ndo se ajustou bem aos dados experimentais.
Segundo Vunnum et al. (1995), este modelo nem sempre é ajustavel a
adsorcdo em matrizes IMAC devido a dois fenémenos importantes que
divergem das hipéteses do modelo de Langmuir. O primeiro deles €
relacionado a possibilidade de formacdo de multiplas ligacdes de
coordenacao quando a proteina € exposta a um ion metalico imobilizado. O
segundo fendmeno estd associado ao fato da capacidade de adsorventes
IMAC para proteinas ser geralmente menor do que para moléculas
menores. Isto pode ser o resultado de ligacdes miltiplas, mas alguns
resultados experimentais também sugerem que a proteina bloqueia alguns
sitios de interacdo do metal.

4.1.4. Influéncia do pH, forca idnica e agente competidor na
dessorcio de glucagon

A influéncia do pH e da forca i6nica na dessorcdo de glucagon foi
avaliada para determinar quais as melhores condi¢des para eluir a
proteina adsorvida. Este experimento foi realizado em seringas simulando
tanques agitados. Massas da ordem de 5,0 mg de PCI foram preparadas,

em duplicatas, como descrito no item 3.2.3 € quelatadas com ions Cu?*.
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Figura 4.4. Cinética de adsorcdo de glucagon em PCI-Cu? e tampio
fosfato 20 mM, NaCl 1,0 M, pH 7,0 para os ensaios em tanques agitados a
temperatura ambiente. '
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Figura 4.5. Isoterma de adsor¢do de glucagon em PCI-Cu?* a temperatura

ambiente. Solucdo tampao fosfato 20 mM, NaCl 1,0 M a pH 7,0. Ensaio em
tanques agitados com 5,0 mg de PCI e volume de solucéo de 1,0 ml.
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Ap6és o equilibrio da matriz, injetou-se 1,0 ml de solucdo de glucagon
dissolvido no tampao de adsorcao (tampao fosfato 20 mM com NaCl 1,0 M
e pH 7,0) na concentragdo inicial de 0,54 mg/ml. As seringas foram
mantidas em agitacdo por 30 minutos e apds esse intervalo de tempo, a
solucdo protéica foi ejetada e fez-se a lavagem da matriz com o mesmo
tampao de adsorcio. Na dessorcao testou-se o tampao fosfato 20 mM a pH
5,1 com 1,0 M NaC(Cl e sem NaCl; o tampéo acetato de s6dio a pH 4,0 com
1,0 M NaCl e sem NaCl e o tampao glicina/HCl 20 mM a pH 2,1 com 1,0 M
NaCl e sem NaCl. A Figura 4.6 apresenta a porcentagem média de
recuperacao de glucagon para todas as condicdes testadas. Nota-se que a
porcentagem de glucagon eluida é maior na auséncia de NaCl e em pH
mais acidos. Este resultado esta de acordo com a teoria descrita para os
experimentos IMAC (Wong et al., 1991). A diminuicdo do pH ira favorecer a
protonacio do nitrogénio do anel imidazol do residuo de histidina, fazendo
com que o equilibrio seja deslocado para a fase liquida. A auséncia do sal
NaCl também facilita a eluicdo, pelo mesmo fenémeno que envolve o sal na
adsorcido: o sal ira remover as moléculas de agua envolvidas na solvatacio
do metal, facilitando o deslocamento do equilibrio na direcdo da adsorcéo,
e portanto, dificultando a dessorcao.

A influéncia da concentracdo de imidazol na eluicdo de glucagon
adsorvido em resina PCI quelatada com ions Cu?* foi avaliada como uma
outra estratégia de dessorcdo da proteina adsorvida. A matriz PCI foi
preparada conforme descrito no item 3.2.3 e entdo equilibrada com
tampao fosfato 20 mM, NaCl 1,0 M, pH 7,0 contendo 2 mM de imidazol.
Injetou-se 1,0 ml de solugao de glucagon na concentracio de 0,27 mg/ml.
Apés a lavagem com o tampio de equilibrio fez-se a eluigcdo com o mesmo
tampao de adsorcdo acrescido de 30, 50 ¢ 100 mM de imidazol € a
porcentagem de glucagon dessorvida nestas condicdes € apresentada na

Figura 4.7.
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Figura 4.6. Porcentagem meédia de recuperacéo de glucagon em fungdo do
pH e da for¢a i6nica. Tampao de adsorcdo: fosfato 20 mM com NaCl 1,0 M
e pH 7,0. Tampoes de dessorcao: tampao fosfato 20 mM a pH 5,1; tampao
acetato de sodio a pH 4,0 e o tampao glicina/HCl 20 mM a pH 2,1.
Concentracio inicial de 0,54 mg/ml.
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Figura 4.7. Porcentagem de glucagon dessorvido em funcido da
concentracao de imidazol no tampao de adsorcéo, fosfato 20 mM com NaCl

1,0 M a pH 7,0. Concentragao inicial de glucagon: 0,27 mg/ml.
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Outra informacdo obtida neste experimento foi a perda de cerca de
50% na capacidade da matriz quando se adiciona 2 mM de imidazol no
tampao de equilibrio. A capacidade média obtida neste experimento foi de
14,2 mg de glucagon/ml de matriz para uma concentracdo de equilibrio
média de 84,6 ug/ml. Para este mesmo valor de concentracidoc de
equilibrio, a isoterma de adsorcdo da Figura 4.5 nos indica uma
capacidade superior a 30 mg de glucagon/ml de matriz. Segundo
Sulkowski (1985) quando a coluna é carregada com a solucdo de proteina,
seguindo este procedimento, o imidazol adsorvido ndo interfere na
adsorcao da molécula adicionada, uma vez que a proteina possui alta
afinidade pelo metal e consegue deslocar o imidazol e se adsorver na
matriz. Como este experimento foi realizado em tanques agitados € a
quantidade de adsorvente era pequena (cerca de 5,0 mg), ha a
possibilidade de existir uma auséncia de quelatos livres dificultando a
mobilidade do imidazol e a conseqliente perda da capacidade.

Podemos concluir que o glucagon adsorvido em PCI-Cu* ¢€
virtualmente 100% eluido da matriz quando se usa tampéo fosfato 20 mM
com NaCl 1,0 M a pH 7,0 contendo 100 mM de imidazol e que a
concentra¢do minima de imidazol para a dessorcio total do glucagon esta
entre 50 e 100 mM. A utilizacdo de imidazol para a eluicdo de proteinas
tem a vantagem de se realizar todo o processo em pH neutro, evitando
desta forma condicées drasticas de eluicdo que poderiam ocasionar a
desnaturacdo da proteina. Porém, este método de eluicdo tem a
desvantagem de se estar adicionando uma substancia ao meio que devera
ser removida posteriorme_nte. Essa etapa adicional pode ser justificada
quando se consegue uma boa seletividade na purificagido da proteina de

interesse.

4.1.5. Concluséao dos ensaios em tanques agitados
Os ensaios em tanques agitados foram realizados com o objetivo de
se avaliar a viabilidade do uso da técnica IMAC na purificacdo de glucagon.

Esse procedimento permite o uso de pequenas quantidades de matriz e
36
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baixos volumes de solucdo protéica. A realizacdo destes ensaios
preliminares nestas condicoes € justificada, pois o glucagon de alta pureza
possui um custo bastante elevado.

A cinética de adsorcdo de glucagon em PCI-Cu?* em tanques
agitados, permitiu determinar o tempo de equilibrio necessario para a
adsorcao de glucagon na matriz. Como a adsorcio é relativamente rapida,
acredita-se que os ensaios em colunas, nos quais normalmente nio ha
tempo suficiente para se atingir o equilibrio, devido a efeitos de
transferéncia de massa, ndo serdo influenciados significativamente por
esse parametro. A isoterma de adsorcédo de glucagon nos permitiu calcular
a capacidade maxima de adsorcdo de glucagon em PCI-Cu?* nas condigdes
testadas, 31,5 mg de glucagon/ml de matriz PCI-Cu?* (massa seca).

A influéncia do pH e da forca i6nica na dessor¢do de glucagon foi
avaliada para determinar quais as melhores condicoes para eluir a
proteina adsorvida em PCI-Cu?*. Os resultados obtidos mostram que a
afinidade de glucagon pela matriz é grande e que a eluicdo total da
proteina s6 ocorre quando o pH 2,1 é usado na auséncia de NaCl 1,0 M. A
eluicdo do glucagon adsorvido em PCI-Cu?* utilizando o agente competidor
imidazol também se mostrou viavel. Como o procedimento utilizando
imidazol 2 mM no tampao de equilibrio resultou na diminuicdo da
capacidade, optou-se por realizar 0os experimentos em coluna sem imidazol
no tampao de equilibrio.

Os experimentos em tanques agitados permitiram a obtencdo de
informacdes aplicaveis nos experimentos em coluna, de forma simples e
utilizando pouca quantidade de materiais. Os experimentos em coluna, por
sua vez, vém a complementar esses ensaios, aplicando essas condi¢fes na

forma continua, semelhante as condicdes utilizadas em larga escala.
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4.2. CROMATOGRAFIAS IMAC COM GLUCAGON E INSULINA

A proposta deste estudo foi avaliar diferentes metais como ligantes
em IMAC, utilizando colunas de baixa pressdo, com o objetivo de
desenvolver um método simples e eficiente de purificacdo de glucagon,
uma vez que 0s experimentos em coluna sidao conduzidos no modo
continuo, semelhantes ao processo de larga escala. Como a insulina € a
principal impureza presente na fracdo de processamento a ser purificada,
fez-se também um estudo com essa proteina separadamente e com a
mistura de glucagon e insulina. Utilizou-se proteinas de alta pureza
dissolvidas no tampao de equilibrio para se avaliar o comportamento
isolado de cada proteina e das duas proteinas em mistura.

A mistura destas duas proteinas em solucdo pode ter alguma
influéncia na interaciao com os ions metalicos devido a efeitos estéricos,
pois a insulina é uma proteina globular cuja massa é uma vez e meia
maior que a massa do glucagon, sugerindo uma competicio pelos sitios de
adsorcdo e conseqiientemente uma possivel separacdo na eluicdo. Com
base nesta hipotese realizou-se ensaios cromatograficos utilizando a
mistura destas duas proteinas em solucdo tampao mesmo nas condi¢cées
que a separacado se mostrava desfavoravel. A eficiéncia da separagio das
proteinas foi avaliada em HPLC.

Foram realizadas cromatografias em uma coluna C5/5 da
Amersham Pharmacia Biotech (Suécia). Esta coluna possui um didmetro
interno de 5 mm e altura de 5 cm. A Figura 4.8 apresenta um diagrama de
blocos que ilustra a seqiiéncia das cromatografias realizadas. Foram
testados diferentes ions metalicos imobilizados em PCI (Cu?*, Ni?* e Zn2?*)
para avaliar a influéncia da forca de retencao destes metais na purificacao

de glucagon.
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Figura 4.8. Esquema dos experimentos de cromatografia com proteinas de

alta pureza.
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Segundo Hutchens e Yip (1990} a interacdo de proteinas com ions
metalicos imobilizados ocorre por mecanismos que sao influenciados
principalmente pelo tipo de metal e grau de coordenagio, pela variagao dos
constituintes da fase moével e pela distribuicdo dos residuos de
aminoacidos na superficie da proteina ou préximos do sitio de interacéo
com o metal e que a contribuicido de cada uma dessas varidveis na
afinidade da proteina pelo ion metalico imobilizado é determinada
empiricamente. Justifica-se, desta maneira, a série de experimentos
cromatograficos em diferentes condigées realizadas neste trabalho.

Primeiramente realizou-se cromatografias exploratérias com o ion
metalico Cu?* imobilizado em PCI e diferentes sistemas tamponantes.
Esses experimentos objetivaram a melhora na estabilidade da linha de
base dos cromatogramas visando a concordancia com o balang¢o de massa.
Além disso, a adicdo de sal nos tampoes de eluicdo (NaCl) foi testada na
separacao de glucagon e insulina para determinar as melhores condigoes

de eluicao.

4.2.1. Cromatografias com PCI-Cu?*

O ion metalico Cu?* foi o primeiro metal a ser estudado e sua
escolha se baseou em dados da literatura, especialmente na regra de
Sulkowski (1989), a qual diz que a adsor¢cdo de proteinas em ions
metalicos € mais forte de acordo com a seqiiéncia: Cu?* > Ni ?* > Zn ?* = Co
2+, Esta regra também diz que € necessario ao menos um residuo de
histidina disponivel para a coordenacio para a adsorcdo da proteina em
ions Cu?*. Como o glucagon possui apenas um residuo de histidina N-

terminal, optou-se por partir os estudos com esse metal.

4.2.1.1. Influéncia do sistema tamponante em cromatografia com PCI-
Cu?*

O primeiro experimento realizado em coluna utilizou o ion Cu?* como
ligante e como tampéao de equilibrio e adsor¢do o tampao fosfato de sédio

20 mM com NaCl 1,0 M e pH 7,0 (Figura 4.9). A eluicao foi realizada
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através de um gradiente degrau de pH: 5,0; 4,0 e 2,1 e a regeneracédo da
matriz foi feita com solucdo de EDTA 50 mM, NaCl 1,0 M pH 8,0. A vazdo
utilizada neste experimento foi de 0,5 mil/min e o volume de amostra
injetada foi de 10,0 ml na concentragdo de 0,39 mg/ml. O volume das
fracées coletadas foi de 1,0 ml, portanto o volume indicado nos
cromatogramas corresponde ao nimero da fracdo.

Como este cromatograma apresentou algumas flutuacgdes na linha
de base e nao houve concordancia no balanco de massa global do sistema,
decidiu-se testar um outro sistema tamponante na dessor¢do do glucagon
adsorvido a fim de minimizar tais flutuacoes na linha de base. Realizou-se,
portanto, um experimento utilizando somente o tampao fosfato durante
todas as etapas cromatograficas (Figura 4.10).

Os dois sistemas tamponantes apresentaram, qualitativamente, o
mesmo perfil crdmatogréﬁco, porém quando o sistema fosfato é utilizado
em todas as etapas cromatograficas nota-se uma melhor estabilidade na
linha de base e uma concordancia melhor no balanco de massa. A
comparacdo dos dois sitemas foi feita com base na recuperacao de
glucagon, calculada em relacéo a massa que foi eluida durante a lavagem e
no gradiente de pH (Tabelas 4.1 e 4.2), sendo que as guantidades em
massa computadas na etapa de lavagem incluem também a massa de
proteina que deixa a coluna durante a alimentacdo. Baseando-se nestes
resultados optou-se por continuar os experimentos utilizando o sistema
tamponante fosfato em todas etapas da cromatografia.

A porcentagem de glucagon eluida durante a lavagem com o tampao
de adsorcdo (que é o mesmo nestes dois sistemas tamponantes: tampao
fosfato de sédio 20 mM, NaCl 1,0 M, pH 7,0) é relativamente baixa nos dois
experimentos, indicando uma forte adsorcdo do glucagon em PCI-Cu?,
sendo que a eluigdo total s6 ocorre quando o tampéo em pH 2,1 passa pela
coluna. Esses resultados estdo de acordo com os obtidos para os
experimentos em tanque agitado. A quantidade de glucagon removida
através da regeneracdo com solucdo de EDTA nao foi significativa nestes
dois experimentos.
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Figura 4.9. Perfil cromatografico PCI-Cu?* de glucagon em solucao
tampdo. Vazdo utilizada: 0,50 ml/min. Tampdo de equilibrio: tampéao
fosfato de sédio 20 mM, NaCl 1,0 M, pH 7,0. L (e}- lavagem com o tampao
de equilibrio; 1(4)- eluicdo com tampao fosfato 20 mM a pH 5,0; 2 (v)-
eluicio com tampao acetato de soédio 100 mM a pH 4,0 e 3 (¢}- eluicio com
tampdao glicina/HC1 20 mM a pH 2,1.

Tabela 4.1. Balanco de massa do cromatograma de glacagon em PCI-
Cu?,

proteina alimentacao | lavagem eluicao em pH recuperactio
total 5.0 2.0 2.1 total
massa (mgj 3,9 0,8 0,3 0,1 2,1 3,3

(%) 100,0 20,5 7,7 2,6 53,8 84,6
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Figura 4.10. Perfil cromatografico de glucagon em PCI-Cu?* utilizando o
tampéo fosfato em todas as etapas cromatograficas. Vazao utilizada: 0,35
ml/min. Tampéao de equilibrio: tampéao fosfato de sodio 20 mM, NaCl 1,0
M, pH 7,0. L (e)- lavagem com o tampao de equilibrio; 1(4A}, 2(Vv) e 3(¢),-

eluicdo com tampao fosfato de sbédio 20 mM a pH 5,0; 3,0 e 2,1;

respectivamente.

Tabela 4.2. Balanco de massa do cromatograma de glucagon em PCI-Cu?*

com tampao fosfato em todas as etapas cromatograficas.

proteina | alimentacdo | lavagem eluicaio em pH recuperactio
total 5,0 3,0 2,1 Total
massa (mg) 5,6 0,7 0,2 0,1 4,6 5,6
(%) 100,0 12,5 3,6 1,8 82,1 100,0
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O ensaio cromatografico com a insulina suina de alta pureza nas
mesmas condi¢coes do ensaio anterior com glucagon tem seu perfil
cromatografico na Figura 4.11 e as respectivas quantidades em massa
obtidas em cada etapa listadas na Tabela 4.3. Observando os
cromatogramas de glucagon e de insulina suina (cromatografias em
separado} em PCI-Cu?* utilizando o sistema tamponante fosfato durante
todas as etapas da cromatografia pode-se perceber que as duas proteinas
adsorvem fortemente ao ion metalico Cu?* e a dessor¢ao sé ocorre quando
o pH atinge 2,1 em ambos os casos. Estes dois ensaios indicam uma dificil
separacao destas duas proteinas nesta condicdo testada, entretanto
realizou-se um ensaio cromatografico com a mistura de glucagon e
insulina nas mesmas condi¢oes dos dois Gltimos ensaios (Figura 4.12 e
Tabela 4.4) para avaliar se a mistura poderia influenciar no processo de
adsorcio propiciando algum tipo de separacao durante a eluicio.

Foi feita a analise em HPLC das fracdes correspondentes a amostra
injetada na coluna IMAC, ao pico obtido em pH 2,1 (fracdo 55) e ao pico
obtido durante a regeneragcdo com solucdo de EDTA (fracdo 84) do
cromatograma da Figura 4.12. As analises foram feitas em duplicatas e
calculou-se para cada analise, a porcentagem de cada proteina
considerando somente as areas correspondentes aos picos do glucagon e
da insulina e fez-se a média das duplicatas. A amostra de proteina injetada
na coluna IMAC possuia 64,72% de insulina e 35,28% de glucagon. A
analise do pico obtido em pH 2,1 (fracdo 55) apresenta a presenca das
duas proteinas eluindo juntas, porém em porcentagens bastante distintas,
77,54% de glucagon e 22,46% de insulina. Ja a fracdo 84 que foi obtida
durante a regeneracdo da coluna com solucdo de solugcao de EDTA
apresentou 97,7% de insulina segundo a analise em HPLC. Estes valores
indicam que a afinidade da insulina pelo ion metalico cobre é maior que a
do glucagon, sendo que sdo necessarias condicoes ainda mais drasticas

para a completa eluicao da insulina.

44



DDULLIALIUD B DIDUCUSSULDS

absorbéncia a 280 nm

volume (mi)

Figura 4.11. Perfil cromatografico de insulina suina em PCI-Cu?*
utilizando o tampédo fosfato em todas as etapas cromatograficas. Vazao
utilizada: 0,35 ml/min. Tampao de equilibrio: tampao fosfato de sddio 20
mM, NaCl 1,0 M, pH 7,0. L (e})- lavagem com o tampao de equilibrio; 1{4),
2(v) e 3(e¢) - eluicdo com tampdo fosfato de sédio 20 mM, pH 4,0; 3,0 e 2,1,
respectivamente. 4 (®}- Regeneracio com soluciao de EDTA 50 mM, NaCl1,0

M, pH 8,0.
Tabela 4.3. Balanco de massa do cromatograma da insulina suina em
PCI-Cu?*.
proteina | alimen- lavagem eluicto em pH regene- | recupe-
Taga0 | total
4,0 3,0 2,1
massa (mg) 8,1 0,3 0,8 0,0 6,6 1,2 8,9
(%) 100,0 3,7 9,9 0,0 81,5 14,8 109,9

45




- ——— N T N Tt Rl e BT ot Nt Tl TS N Sl S

absorbéncia a 280 nm

1.5+
1.2
05-
0.6-

0.3

0.0
0

10 20 30 40

*

2 3 ‘1‘ 1
\ <
0‘\/4
T T T T T l"‘}""

50 60 70 80
volume (ml)

Figura 4.12. Perfil cromatografico da mistura de insulina suina e
glucagon em PCI-Cu?* utilizando o tampao fosfato em todas as etapas

cromatograficas. Vazao utilizada: 0,35 ml/min. Tampao de equilibrio:
tampdao fosfato de sédio 20 mM, NaCl 1,0 M, pH 7,0. L (e})- lavagem com o
tampéo de equilibrio; 1{A), 2(v) e 3(e} eluicao com tampao fosfato de sodio

20 mM, pH 4,0; 3,0 e 2,1, respectivamente. 4 (4)- Regeneragcdo com
solucdo de EDTA 50 mM, NaCl1,0 M, pH 8,0.

Tabela 4.4. Balanco de massa do cromatbgrama da mistura de insulina

suina e glucagon em PCI-Cu?*.

proteina total alimen- lavagem eluicao em pH regene- | recupe-
tacao 4,0 3,0 2,1 racao togml
massa (mg} | 7,9 0,8 0,2 0,1 6,3 1,7 9,1
(%) 100,0 | 10,1 25 1,3 79,8 21,5 | 1152
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Apesar destas condi¢bes indicarem uma possivel uma separac¢ao do
glucagon e insulina, o fato de se estar usando um tampao em pH 2,1
limita as possibilidades de se aprimorar o gradiente utilizado na eluigao.
As alternativas encontradas para otimizar a separacio foram a elui¢do
através de um agente competidor, imidazol, e através da adicdo de NaCl
nos tampdes em diferentes pH.

Foi feito também um ensaio utilizando insulina bovina e o
comportamento desta proteina foi semelhante & de fonte suina (anexo).
Como o glucagon possui uma estrutura primaria igual para as duas fontes
nao houve a necessidade de se testar as proteinas das duas fontes.

Nota-se que o balanco de massa para alguns dos cromatogramas foi
superior a 100%. Este fato pode estar relacionado com as multiplas etapas
envolvidas na somatéria das massas presente em dezenas de fragdes.
Outro ponto a se considerar é que o coeficiente de extingdo da curva de
calibracéao de absorcdo a 280 nm foi obtido em uma determinada condicio
de pH e, portanto para as outras condicOes este valor é apenas uma
aproximacdo. No entanto, o objetivo maior era se obter uma condi¢do de

boa seletividade, ficando a recuperacio em segundo plano.

4.2.1.2. Influéncia do NaCl na eluicdao em cromatografia com PCI-Cu?*

Avaliou-se a influéncia do sal NaCl no tampiao de eluicdo na
cromatografia com PCI-Cu?* realizando o mesmo experimento descrito
anteriormente, adicionando-se NaCl na concentracdo de 1,0 M nos
tampoes utilizados para eluir a mistura de proteinas glucagon e insulina
suina. A presenca do sal influencia as interacdes eletrostaticas, podendo
propiciar melhor seletividade na separacdo destas moléculas, caso
interacoes eletrostaticas tenham relevancias diferentes na adsorcdo de
insulina e glucagon. A Figura 4.13 apresenta o perfil cromatografico obtido
neste experimento e a Tabela 4.5 o respectivo balan¢o de massa.

Comparando-se as Figuras 4.12 e 4.13 pode-se observar que a
presenga de 1,0 M de NaCl nos tampbes de eluicdo influencia
significativamente na dessorcao das proteinas.
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Figura 4.13. Perfil cromatografico da mistura de insulina suina e
glucagon em PCI-Cu?* utilizando o tampéao fosfato com NaCl 1,0M em
todas as etapas cromatograficas. Vazao utilizada: 0,35 ml/min. Tampao de
equilibrio: tampao fosfato de sédio 20 mM, NaCl 1,0 M, pH 7,0. L {e}-
lavagem com o tampao de equilibrio; 1{4}, 2(v)
tampao fosfato de soédio 20 mM, NaCl 1,0 M e pH 4,0; 3,0 e 2,1,
respectivamente. 4(+} -
1,0 M, pH 8,0.

e 3(e} - eluicio com

Regeneracao com solucao de EDTA 50 mM, NaCl

Tabela 4.5. Balanco de massa do cromatograma da mistura de insulina

suina e glucagon em PCI-Cu?* em tampao fosfato com NaCl 1,0M.

teina total alimen- lavagem eluicao em pH regene- | recupe-
tacdo racdo ¢
4,0 3,0 2,1 total
massa (mg} 10,8 0,3 0,4 0,9 12,7 0,4 14,7
(%) 100,0 2,8 3,7 8,3 117,6 3,7 136,1
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No cromatograma da Figura 4.13 aparece um pico em pH 3,0 que
nao era observado nos cromatogramas sem o sal na elui¢do. Apesar do
pico obtido em pH 2,1 ser bastante alargado, ha uma indicagdo de
separacdo das proteinas. Aparentemente o sal NaCl esta dificultando a
eluicao das proteinas, pois o volume de eluicdo até a linha de base
aumentou de cerca de 15 ml para cerca de 50 ml (na presenca de sal). Este
resultado esta de acordo com a literatura (Wong et al.,, 1991) e com os
dados obtidos para os experimentos realizados em tanques agitados. A
analise em HPLC de algumas destas fragées indicou na fracgdo
correspondente ao pico obtido em pH 3,0 a presenca de alguma impureza
nao identificada. A fracdo correspondente ao pico do pH 2,1 (fragdo 50)
apresentou concentracdes relativamente préximas de insulina e glucagon,
46,0% de insulina e 54,0% de glucagon e a fracdo correspondente ao pico
da regeneracado (fracdo 93) apresentou 80,7% de insulina e 19,3% de
glucagon, calculados considerando somente as areas correspondentes aos
picos do glucagon e da insulina.

Apesar da analise em HPLC do pico em pH 2,1 ter apresentado um
resultado menos favoravel do que na cromatografia realizada sem o sal,
houve uma indicacdo maior de separacido quando se adicionou o sal NaCl
nos tampoées de eluicdo. Talvez as outras fracdes obtidas ainda em pH 2,1
apresentassem melhores porcentagens de separacdo. Dada ao aparente
indicio de seletividade, optou-se por prosseguir os experimentos com 0s

outros metais nesta condicao.

4.2.1.3. Cromatografias em PCI-Cu?' com eluicdo em gradiente degrau
de imidazol

Uma segunda estratégia comum na eluicdo em cromatografias IMAC,
gradiente de imidazol, foi testada. O tampio utilizado para equilibrio e
adsorcao foi o tampéo fosfato de sédio 20 mM com NaCl 1,0 MepH 7,0 e a
este tampao foi adicionado 10, 20, 40, 70, 100, 200 e 300 mM de imidazol.
A coluna foi preparada lavando a matriz PCI com tampao de adsorcao

contendo 100 mM de imidazol previamente ao equilibrio. As Figuras 4.14,
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4.15 e 4.16 mostram os cromatogramas destes experimentos com o
glucagon, com a insulina suina e com a mistura destas duas proteinas,
respectivamente € as Tabelas 4.6, 4.7 e 4.8 os respectivos balango de
massa destes cromatogramas.

A analise dos cromatogramas de glucagon e insulina, isoladamente,
sugere uma possivel separacdo do glucagon da insulina nestas condicoes,
pois enquanto o glucagon elui em 40 mM de imidazol no tampao de
adsorcao, a insulina comeca a eluir em 40 mM mas s6 completa a elui¢do
em 100 mM de imidazol no tampao de adsorcdo. Observa-se a presenca de
um pico logo no inicio do gradiente degrau, nos trés cromatogramas, em
10 mM de imidazol. Porém a analise em HPLC da fracdo correspondente a
este pico do cromatograma da Figura 4.16 (fracdo 29} nao revelou a
presenca de nenhuma das proteinas injetadas na coluna. Uma possivel
explicacdo para este pico é que este seja um pico “artefato” e que tenha se
formado devido a liberacdo de imidazol dos sitios de adsorcdo durante a
eluicdo, pois o0 analise em HPLC indicou a presenca do pico
correspondente ao imidazol. Uma outra observacio relativa a estes
cromatogramas € a elevacdo da linha de base durante todo o gradiente
degrau. A linha de base néo volta a posicéo inicial, provavelmente devido
ao fato que imidazol também absorve a 280 nm.

Nota-se que, no conjunto de cromatografias realizadas com o agente
competidor imidazol, os resultados obtidos para cada proteina
isoladamente difere do resultado obtido com a mistura delas. Enquanto o
glucagon eluia em 40 mM de imidazol e a insulina em 70 mM de imidazol
quando separadamente analisados, na cromatografia da mistura houve
uma inversado destes resultados e o pico de 70 mM continha ambas as
proteinas. No cromatograma da mistura de proteinas (Figura 4.16),
quando se inicia a eluicdo com 40 mM de imidazol no tampéao de adsorgao
observa-se uma indicag¢do de um pico que parece estabilizar pois a linha

de base nao retorna a posicao inicial.
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Figura 4.14. Perfil cromatografico de glucagon em PCI-Cu?* utilizando o
tampao fosfato e eluigdo com gradiente degrau de imidazel. Vazdo
utilizada: 0,35 ml/min. Tampao de equilibrio: tampéao fosfato de soédio 20

mM, NaCl 1,0 M, pH 7,0. L (e})- lavagem com o tampao de equilibrio; 1(4),

2(v), 3(e), 4(+) e 5(X}- eluicdo com tampao de adsorciao contendo imidazol

nas concentragoes de 10, 20, 40, 70 e 100 mM, respectivamente.

Tabela 4.6. Balanco de massa do cromatograma de glucagon em PCI-Cu?*

e eluicdo com gradiente degrau de imidazol.

proteina | alimen- |lavagem eluicdo com imidazol (mM} recupe-
racdo
total tacdo 10 20 40 70 100 total
massa
1,5 0,1 0,3 0,3 1,0 0,1 0,1 1,9
(mg)
(%) 1000 6,7 20,0 | 20,0 | 66,7 6,7 6,7 126,7

51



RESULTADOS E DISCUSSOES

0.3 ﬁ
£ L1 2 3 4 5] L
2 L i
w 02 \
© P
o & X
3 : :
2 0.1- a r""“* e
m“"\r
0.0 T LB T T v T T T 1
0 20 40 60 80 100
volume (mi)

Fignra 4.15. Perfil cromatografico de insulina suina em PCI-Cu?*
utilizando o tampao fosfato e eluicdo com gradiente degrau de imidazol.
Vazio utilizada: 0,35 ml/min. Tampao de equilibrio: tampao fosfato de
sodio 20 mM, NaCl 1,0 M, pH 7,0. L (e})- lavagem com o tampao de
equilibrio; 1{4), 2(v), 3(e), 4 ¢ 5(X)- eluicdo com tampao de adsor¢cao
contendo imidazol nas concentracoes de 10, 20, 40, 70 e 100 mM,

respectivamente.

Tabela 4.7. Balanco de massa do cromatograma de insulina suina em
PCI-Cu?* e eluicao com gradiente degrau de imidazol.

proteina | alimen- | lavagem eluicao com imidazol (mMj} recupe-
_ racto
total tacéo
10 | 20 40 70 100 total
massa
4,3 0,5 0,3 0,4 0,2 1,9 1,9 5,2
(mg)
{%) 100,0 11,6 7,0 9,3 4,6 44,2 44,2 120,9
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Figura 4.16. Perfil cromatografico da mistura de glucagon e insulina
suina em PCI-Cu?* utilizando o tampao fosfato e eluicido com gradiente

degrau de imidazol. Vazio utilizada: 0,35 ml/min. Tampdo de equilibrio:
tampao fosfato de sédio 20 mM, NaCl 1,0 M, pH 7,0. L {e}- lavagem com o
tampéao de equilibrio; 1(A), 2(v), 3(e}, 4(e}, 5(4A), 6(%) e 7(4A}- eluicdo com
com tampao de adsorcao contendo imidazol nas concentracées de 10, 20,
40, 70, 100, 200 e 300 mM, respectivamente.

Tabela 4.8. Balanco de massa do cromatograma da mistura de glucagon

e insulina suina em PCI-Cu? e eluicio com gradiente degrau de imidazol.

proteina | alimen- | lava- eluicao com imidazol (mM) recupe-
total tacao | gem | 10 | 20 | 40 | 70 | 100 | 200 | 300 to!tal
massa
8,7 1,2 1210,1128}142]105;13]} 1,2 12,5
(mg)
(%) 100,0 | 13,8 {13,8|1,15132,2 48,3 5,7 |14,9(13,8| 143,6
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A analise da fracdo inicial deste pico em HPLC revelou a presenca
majoritaria de insulina, 95,6% de insulina (calculados considerando
somente as areas correspondentes aos picos do glucagon e da insulinaj. O
glucagon aparentemente so elui com 70 mM de imidazol, juntamente com
o restante da insulina que n&o eluiu em 40 mM de imidazol. A analise da
fracdo 70, que corresponde ao pico em 70 mM de imidazol, indicou 72,6%
de insulina e 23,8% de glucagon. A baixa concentracdo de glucagon na
amostra injetada na coluna IMAC, 62,9% de insulina € 37,1% de glucagon,
pode ter influenciado nestes resultados. Outra possivel explicacdo € o fato
do glucagon possuir afinidade por ions cobre aparentemente semelhante a
do imidazol. Nos experimentos em tanques agitados, observou-se a queda
da capacidade da matriz quando o imidazol era adicionado no tampéo de
equilibrio, sugerindo que a forgca de interagdo do glucagon nao é o
suficiente para deslocar completamente o imidazol. O mesmo fendémeno é
observado nos experimentos em coluna, apesar da concentracdo de
imidazol requerida para a eluicdo de glucagon isoladamente ser
relativamente baixa, 40 mM de imidazol, ocorre uma diluicdo significativa
da amostra injetada, aparentando uma cinética de dessorcao lenta.

Da série de ensaios realizados utilizando o metal cobre como ligante
e a mistura de glucagon e insulina, conclui-se que a presenca do sal na
eluicdo favoreceu a seletividade. Apesar das condicées testadas com o
gradiente de pH terem dados alguns resultados promissores, a
necessidade de condicbes drasticas para a eluigdo sugere que se avaliem
outros metais cujas interacbes sdo de menor intensidade. A estratégia de
eluicdo com gradiente de imidazol ndo mostrou adequada para eluir o
glucagon, pois a amostra recuperada foi bastante diluida, porém obteve-se

fracoes durante este experimento ricas em insulina.
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4.2.2. Cromatografias com PCI-Ni?*

A regra de Sulkowski (1989) diz que € requerida a presenca de dois
residuos de histidina disponiveis para coordenac¢do para a retencido da
proteina em IMAC-Ni?*. Apesar da molécula de glucagon possuir apenas
um residuo de histidina, sabe-se que o glucagon pode formar trimeros em
solucdo e que os residuos de histidina ficam superficialmente localizados
(Sazaki, 1975). Quanto a insulina, que possui dois residuos de histidina, é
de se esperar que esta também adsorva neste metal. Assim, realizou-se
experimentos utilizando o ion metalico Ni?* imobilizado no adsorvente PCL

4.2.2.1. Cromatografias em PCI-Ni?* com eluicdo em gradiente degrau
de pH

A primeira cromatografia com este metal foi feita injetando-se
glucagon na coluna previamente equilibrada e carregada com solucio de
sulfato de niquel 50 mM. A eluicdo foi conduzida através de um gradiente
degrau de pH. O sistema tamponante utilizado foi tampao fosfato 20 mM
com NaCl 1,0 M e pH 7,0 para o equilibrio e adsorciao ¢ pH 6,0; 5,0; 4,0 e
3,0 para as etapas de eluicdo. A Figura 4.17 apresenta o perfil
cromatografico obtido neste experimento e a Tabela 4.9 o respectivo
balanco de massa. Cromatografias nas mesmas condi¢oes descritas foram
realizadas também com a insulina suina e com a mistura de glucagon e
insulina suina. O cromatograma do experimento com a insulina suina esta
apresentado na Figura 4.18 e o da mistura destas proteinas na Figura
4.19 e as Tabelas 4.10 e 4.11 apresentam os balancos de massa destes
cromatogramas.

Os cromatogramas das proteinas glucagon e insulina isoladamente,
sugerem uma separacao destas proteinas nestas condi¢des pois enquanto
o glucagon elui majoritariamente em tampéao fosfato pH 4,0 com NaCl 1,0
M (Figura 4.17) a insulina elui em tampéo fosfato pH 5,0 com NaCl 1,0 M
(Figura 4.18].
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Figura 4.17. Perfil cromatografico de glucagon em PCI-Ni?* utilizando o
tampao fosfato em todas as etapas cromatograficas. Vazio utilizada: 0,35

ml/min. Tampao de equilibrio: tampao fosfato de sédio 20 mM, NaCl 1,0
M, pH 7,0. L (e)- lavagem com o tampao de equilibrio; 1{4), 2(v), 3(e] €
4(v)- eluicao com tampao fosfato de soédio 20 mM, NaCl 1,0 M, pH 6,0; 5,0;
4,0 e 3,0, respectivamente. §(») - Regeneracao com solu¢cido de EDTA 50
mM, NaCl 1,0 M, pH 8,0.

Tabela 4.9. Balanco de massa do cromatograma da glucagon em PCI-Ni%*.

proteina |alimen-|{ lavagem eluicao em pH regene- | recupe-
- racao
total tacao 6,0 5,0 4,0 3,0 racao total
massa (mg)| 5,7 0,9 0,2 0,5 3,2 0,1 0,1 5,0
(%) 100,0 | 15,8 3,5 8,8 56,1 1,7 1,7 87,7
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Perfil cromatografico de insulina suina em PCI-Ni?*

utilizando o tampéao fosfato em todas as etapas cromatograficas. Vazao
utilizada: 0,35 ml/min. Tampao de equilibrio: tampéo fosfato de sédio 20

mM, NaCl 1,0 M, pH 7,0. L (e}- lavagem com o tampéao de equilibrio;

1(4),

2({v}, 3(e¢) ¢ 4(%)- eluicio com tampao fosfato de sédio 20 mM, NaCl 1,0 M,
pH 6,0; 5,0; 4,0 e 3,0, respectivamente. 5(»)- Regeneracdao com solucio de

EDTA 50 mM, NaCl 1,0 M, pH 8,0.

Tabela 4.10. Balanco de massa do cromatograma da insulina suina em

PCI-Ni?+,
proteina | alimen- | lavagem eluicao em pH regene- | recupe-
total | tagao 60 ] 50 | 40 | 30 | "% otal
massa (mg) 5,0 0,1 0,1 4,1 0,3 0,1 0,1 4,8
(%) 100,0 2,0 2,0 | 82,0 6,0 2,0 2,0 96,0
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Figura 4.19. Perfil cromatografico da mistura de glucagon e insulina
suina em PCI-Ni** utilizando o tampédo fosfato em todas as etapas
cromatograficas. Vazdo utilizada: 0,35 ml/min. Tampdo de equilibrio:
tampao fosfato de sédio 20 mM, NaCl 1,0 M, pH 7,0. L (e}- lavagem com o
tampao de equilibrio; 1(4A], 2(v) e 3(¢})- eluicido com tampao fosfato de
s6dio 20 mM, NaCl 1,0 M, pH 5,0; 4,0 e 3,0, respectivamente.

Tabela 4.11. Balan¢co de massa do cromatograma da mistura de
glucagon e insulina suina em PCI-Ni?*.

proteina | alimen- | lavagem eluicao em pH recuperacao
total
total tacao 5,0 4,0 3,0
massa {mg)| 8,2 0,7 2,8 4.2 0,1 7,8

(%) 100,0 8,5 34,1 51,2 1,2 95,1

58



KEDULIADUDS B DISCUSSURD

Esse resultado mostra a diferenca de afinidade destas proteinas por
PCI-Ni2+. Apesar da porcentagem de glucagon que nédo adsorve durante a
cromatografia ser bem maior do que a porcentagem de insulina: 15,8% do
glucagon injetado na coluna € removido durante a alimentacao e lavagem,
enquanto para insulina somente 2,0%, a insulina elui em um pH maior do
que o glucagon. A nitida diferenca em afinidade do glucagon e da insulina
pelo ion metalico niquel indica a possibilidade de separacdo destas
proteinas utilizando este metal como ligante.

A analise do cromatograma da mistura de proteinas (Figura 4.19)
nos indica uma tendéncia de separacao entre a insulina e o glucagon, pois
ha a formacéo de dois picos. Segundo a analise em HPLC, a insulina elui
primeiro, no pico obtido em pH 5,0, porém a cauda deste pico apresenta a
presenca de glucagon. Aparentemente, a insulina comeca a eluir em pH
5,0 mas entra em equilibrio e com isso a linha de base néo é restabelecida.
Quando se aplica uma condicao mais favoravel para a eluicao, isto é, pH
4,0, o glucagon elui juntamente com a insulina restante que ainda
permanecia adsorvida. A analise em HPLC da fragdo 29 que corresponde
ao pico obtido em pH 5,0 indica uma porcentagem de insulina de 96,9%,
porém esse valor cai para 62,5 na fracdo 48 que corresponde a cauda
deste mesmo pico. Na fracdo 54, que corresponde ao pico do pH 4,0 a
quantidade de insulina ainda é superior a do glucagon, 76,1% de insulina
e 23,9% de glucagon. Considerando que a quantidade de insulina injetada
na coluna IMAC foi superior a quantidade de glucagon, 80,9% de insulina
e 19,1% de glucagon, esses resultados se mostram bastante promissores,
sugerindo que novos experimentos sejam realizados com o ion metalico
niquel, testando novas condicdes de eluicdo, por exemplo, um gradiente
linear de pH ou entdo a diminuicdo do sal nos tampdes de eluicdo.
Hemdan et al. (1989} conseguem uma boa resolucdo de proteinas que
diferem em apenas um residuo de histidina disponivel para interacédo

através de um gradiente linear de pH.
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4.2.2.2. Cromatografias em PCI-Ni?* com eluicdo em gradiente degrau
de imidazol

Similarmente aos experimentos com PCI-Cu?*, descrito no item
4.2.1.3, realizou-se experimentos utilizando PCI-Ni?*+ e diferentes
concentracoes de imidazol no tampdo de adsor¢ao durante as etapas de
eluicao. As Figuras 4.20, 4.21 e 4.22 contém os cromatogramas obtidos
nos experimentos com glucagon, insulina e com a mistura das duas
proteinas, respectivamente e nas Tabelas 4.12, 4.13 e 4.14 estdo os
balancos de massa destes cromatogramas.

Comparando-se os experimentos das proteinas isoladamente, nota-
se novamente a diferenca em afinidade pelo ion metalico Ni>*. O glucagon
aparentemente apresentou uma afinidade menor do que a insulina, pois
enquanto a maior parte do glucagon adsorvido elui em 50 mM de imidazol
(Figura 4.20), para a insulina € necessaria uma concentra¢io de 70 mM de
imidazol para completar a eluicdo (Figura 4.21). Durante a alimentacéo e
lavagem a porcentagem de glucagon liberada também foi superior a da
insulina: 11,8% do glucagon injetado nao adsorveu, enquanto que toda a
insulina injetada foi virtualmente adsorvida.

A analise em HPLC das fracbes obtidas na eluicdo com 50 mM de
imidazol (Figura 4.22) indica que as duas proteinas eluem juntas nestas
condicoes. Esse resultado ja era previsto pelos dados dos cromatogramas
isolados do glucagon e insulina (Figuras 4.20 e 4.21, respectivamente),
pois parte da insulina, no cromatograma em separado, comeca a eluir em
50 mM de imidazol. A analise em HPLC da amostra injetada na coluna
IMAC indicou 65,6% de insulina e 34,4% de glucagon. A fracdo 56
correspondente ao pico em 50 mM de imidazol indicou 56,9% de insulina e
43,1% de glucagon e o “pool” das fracoes deste pico indicou 70,5% de
insulina e 29,5% de glucagon. Nota-se que esta porcentagem € proxima a
da amostra inicial. Portanto, a eluicdo com gradiente degrau de imidazol
nao possibilitou uma melhor seletividade na separagdo da insulina do

glucagon, quando comparada a eluicao em gradiente degrau de pH.
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Figura 4.20. Perfil cromatografico de glucagon em PCI-Ni?* utilizando o
tampao fosfato € eluicdo com gradiente degrau de imidazol. Vazio
utilizada: 0,35 ml/min. Tampao de equilibrio: tampéao fosfato de sodio 20
mM, NaCl 1,0 M, pH 7,0. L (e}- lavagem com o tampao de equilibrio; 1(4},
2(v}, 3(¢), 4(v), S(e), 6(m) e¢ 7(X%)- eluicido com com tampao de adsorgio

contendo imidazol nas concentracoes de 5, 10, 20, 30, 50, 70 e 100 mM,
respectivamente.

Tabela 4.12. Balanco de massa do cromatograma de glucagon em PCI-
Ni?*,

proteina | alimen-| lava- eluicdo com imidazol (mM) recupe-
total tagio | gem | 5 | 10 | 20 | 30 | 50 | 70 | 100 | oy
massa
5,1 06 |01 0,2 0,3 |06 23 |0,0] 0,1 4,2
(mg)
(%) 100,0 {11,819 3,9 59 [11,8/451(0,0{( 1,9 | 82,3
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Figura 4.21. Perfil cromatografico de insulina suina em PCI-Ni®
utilizando o tampao fosfato e eluicdo com gradiente degrau de imidazol.
Vazao utilizada: 0,35 ml/min. TampZo de equilibrio: tampao fosfato de
sodio 20 mM, NaCl 1,0 M, pH 7,0. L (e}- lavagem com o tampio de
equilibrio; 1{4A), 2(v), 3(e), 4(%}, 5(e}, 6() € 7(*) - eluicdo com com tampio
de adsorcado contendo imidazol nas concentracoes de 5, 10, 20, 30, 50, 70

e 100 mM, respectivamente.

Tabela 4.12. Balan¢o de massa de cada pico do cromatograma de insulina

suina em PCI-Ni2*,

proteina | alimen-|lava- eluicdo com imidazol (mM) recupe-
total | tagao {gem| 5 | 10 | 20 | 30 | 50 | 70 | 100 | g
massa

3,9 0,0 0,0 0,0 0,0 10,2 0,6 2,8 0,1 3,7
(mg)

(%) 100,0 | 0,0 | 0,0 0,0 0,0 | 5,1 {154 71,8 2,6 94,9
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Figura 4.22. Perfil cromatografico da mistura de glucagon e insulina
suina em PCI-Ni?* utilizando o tampédo fosfato e eluicdo com gradiente
degrau de imidazol. Vazao utilizada: 0,35 ml/min. Tampéao de equilibrio:
tampao fosfato de so6dio 20 mM, NaCl 1,0 M, pH 7,0. L (e)- lavagem com o
tampao de equilibrio; 1(A), 2(v), 3(¢}), 4(v), 5(e) ¢ 6(m})- eluicio com com
tampéo de adsorcido contendo imidazol nas concentragées de 5, 10, 20, 30,
50 e 70 mM, respectivamente.

Tabela 4.13. Balanco de massa do cromatograma da mistura de

glucagon e insulina suina em PCI-Ni?%:.
proteina  |alimen-| lava- eluicao com imidazol (mM) recupe-
total tacdo | gem racdo

S 10 20 30 50 70 total

massa (mg)} 4,8 0,3 0,1 0,1 0,2 0,3 {32 04 4,6
(%} 100,0| 6,3 2,1 2,1 4,2 6,3 (66,7 8,3 95,8
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4.2.3. Cromatogﬁraﬁas com PCI-Zn2?*

O Zn2?+ é o ion metalico que possui uma forca de interacdo mais fraca
dentre os metais testados. Porém, seguindo a mesma justificativa dada
para os testes com o Ni** e objetivando uma separacdo do glucagon e
insulina realizou-se a mesma seqiéncia de cromatografias com esse metal.
Como a insulina suina contém o metal zinco em sua estrutura, que é
adicionado no processo de cristalizacido da proteina, esse metal foi
parcialmente removido por filtracdo em gel, como descrito no item 3.2.9. A
concentracdo de zinco foi reduzida de 2,45 para 0,33% (% em massa)
determinada por analise de absorcdo atomica. Cromatografias foram feitas
para avaliar se o zinco da molécula estaria competindo significativamente
com o zinco imobilizado na matriz PCI pelos sitios de interagdo na

insulina.

4.2.3.1. Cromatografias em PCI-Zn2?* com eluicdo em gradiente degrau
de pH

Na primeira cromatografia com este metal injetou-se glucagon na
coluna previamente equilibrada e carregada com solucdo de sulfato de
zinco 20 mM. A eluicao foi conduzida através de um gradiente degrau de
pH. O sistema tamponante utilizado foi tampéao fosfato 20 mM com NaCl
1,0 M e pH 7,0 para o equilibrio e adsorcédo e pH 6,0, 5,0, 4,0 € 3,0 para as
etapas de eluigdo. A Figura 4.23 apresenta o perfil cromatografico obtido
neste experimento e a Tabela 4.15 o respectivo balan¢go de massa. Foram
realizadas também cromatografias nas mesmas condi¢des descritas com a
insulina suina e com a mistura de glucagon e insulina suina. Os perfil
cromatografico do experimento com a insulina suina esta apresentado na
Figura 4.24 e o da mistura destas proteinas na Figura 4.25 e nas Tabelas
4.16 e 4.17 estao os respectivos balancos de massa. A insulina suina
utilizada nestes experimentos foi a insulina de alta pureza contendo 2,45%

de zinco em massa.
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Figura 4.23. Perfil cromatografico de glucagon em PCI-Zn?'. Vazao
utilizada: 0,35 ml/min. Tampéao de equilibrio: tampao fosfato de sodio 20
mM, NaCl 1,0 M, pH 7,0. L (e}- lavagem com o tampéo de equilibrio; 1{4},
2(v) e 3(¢})- eluicdo com tampio fosfato de s6dio 20 mM, NaCl 1,0 M, pH
6,0; 5,0 e 4,0, respectivamente. 4 (¢}- Regeneracao com solucdo de EDTA
50 mM, NaCl 1,0 M, pH 8,0.

Tabela 4.15. Balanco de massa do cromatograma da glucagon em PCI-

Zn?+,
proteina |alimen-| lava- eluicao em pH regene- | recuperacao
total tacao | gem | 6,0 5,0 4,0 racdo total
massa (mg)| 2,5 0,4 1,8 0,0 0,0 0,1 2,3
(%) 100,0 | 16,0 | 72,0 0,0 0,0 4,0 92,0
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Figura 4.24. Perfil cromatografico de insulina suina em PCI-Zn?*. Vazao
utilizada: 0,35 ml/min. Tampao de equilibrio: tampéao fosfato de sodio 20

mM, NaCl 1,0 M, pH 7,0. L (e}- lavagem com o tampao de equilibrio; 1{4},
2(v) e 3(¢)- eluichdo com tampao fosfato de s6dio 20 mM, NaCl 1,0 M, pH
6,0; 5,0 e 4,0, respectivamente. 4 (4)- Regeneracido com solucao de EDTA

50 mM, NaCl 1,0 M, pH 8,0.

Tabela 4.16. Balanco de massa do cromatograma de insulina suina em

PCI-Zn?*.
proteina |alimen-| lava- eluicaGo em pH regene- | recupe-
total | tagdo | gem | 6,0 5,0 4,0 | racao |00t
massa (ng)| 4,5 0,4 0,7 2,7 0,5 0,4 4,7
{%) 100,0 | 8,9 15,6 60,0 11,1 8,9 104,5
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Figura 4.25. Perfil cromatografico da mistura de insulina suina e

glucagon em PCI-Zn?*. Vazdo utilizada: 0,35 ml/min. Tampao de
equilibrio: tampao fosfato de sédio 20 mM, NaCl 1,0 M, pH 7,0. L (e}-
lavagem com o tampédo de equilibrio; 1(A), 2(v) e 3(e) - eluicdo com
tampao fosfato de sbédio 20 mM, NaCl 1,0 M, pH 6,0; 5,0 e 4,0,
respectivamente.

Tabela 4.17. Balanco de massa do cromatograma da mistura de insulina

suina e glucagon em PCI-Zn?*,

proteina | alimen- | lavagem eluicao em pH recuperacao
total tacdo 6,0 5,0 4,0 total
massa (mg}} 5,2 0,8 1,3 2,7 0,2 5,0
(%) 100,0 15,4 25,0 51,9 3,8 96,2
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Os cromatogramas das proteinas separadamente indicam uma
menor afinidade do glucagon por PCI-Zn?* do que a insulina. A
recuperacdo do glucagon injetado que elui durante a alimentagdo €
lavagem foi de 16,0%, enquanto que para a insulina foi de 8,9%. Esses
dados corroboram com o fato do glucagon eluir majoritariamente no pH
6,0 e a insulina em pH 5,0.

A analise em HPLC da fracdo correspondente ao pico obtido em pH
5,0 da Figura 4.25 (fracdao 37) indica a predomindncia de insulina,
(considerando s6 as areas dos picos de glucagon e insulina no
cromatograma do HPLC, esta fracdo possui 80% de insulinaj. O “pool” das
fracoes do pico em pH 6,0 continha 70,4% de glucagon e o “pool” obtido
em pH 5,0 continha 87,8% de insulina (novamente, considerando somente
as areas dos picos de glucagon e insulinaj.

Essa condicdo também se mostra promissora, indicando a
necessidade de um aprimoramento no procedimento experimental
utilizado, uma vez que o objetivo do trabalho é a purificacdo do glucagon.

A verificacéo do efeito do zinco presente nos cristais de insulina foi
feita através da cromatografia em PCI-Zn?* da insulina parcialmente livre
de zinco, 0,33% em massa (Figura 4.26 e Tabela 4.18). A remogao parcial
do zinco dos cristais de insulina foi realizada através de cromatografia de
filtracao em gel Sephadex G-50. Observa-se que ocorre uma diferenca
significativamente pequena durante a lavagem da matriz com o tampao de
adsor¢cdo, mas o restante do cromatograma € bastante similar para as
duas amostras testadas. Baseado-se nestes resultados, optou-se por
continuar os experimentos com a insulina sem a remog¢ao do zinco.

Para o conjunto de experimentos com insulina e glucagon e eluicéo
com gradiente degrau de pH conclui-se que o glucagon obedece a regra de
Sulkowski (1989). Para eluicdo do glucagon adsorvido em PCI-Cu?* €
necessario um tampao em pH 2,1, ja de PCI-Ni?* a eluicdo ocorre em pH
4,0 e de PCI-Zn?* em pH 6,0.
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Figura 4.26. Perfil cromatografico de insulina suina parcialmente livre
de zinco em IMAC-Zn?*.

equilibrio: tampao fosfato de sodio 20 mM, NaCl 1,0 M, pH 7,0. L (e}-

lavagem com o tampdo de equilibrio;

1(4), 2(v),

Vazao utilizada: 0,35 ml/min. Tampao de

3(e) € 4{4- eluicao com

tampao fosfato de sédio 20 mM, NaCl 1,0 M, pH 6,0; 5,0; 4,0 ¢ 3,0,

respectivamente.
Tabela 4.18. Balan¢o de massa do cromatograma da insulina suina
parcialmente livre de zinco em PCI-Zn2*.
proteina | alimen- | lavagem eluicao em pH recupe-
total tacdo 6,0 5,0 4,0 3,0 |raedo total
massa {mgj)] 4,6 0,1 0,4 3,7 0,2 0,0 4,4
(%) 100,0 2,2 8,7 80,4 4,3 0,0 95,7
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A insulina se desvia da regra para os metais Ni?* e Zn 2*, pois nestes
dois casos o pH necessario para a eluicdo é o mesmo, pH 5,0. Porém néo
foi testado um pH intermediario entre pH 6,0 e 5,0 para confirmar essa
semelhanca. Quando se comparam as figuras 4.18 e 4.24, nota-se que a

interacdo por PCI-Zn?* é aparentemente mais fraca.

4.2.3.2. Cromatografias em PCI-Zn?* com eluicdo em gradiente degrau
de imidazol

Objetivando uma melhor seletividade na eluicdo das proteinas em
estudo, realizou-se experimentos utilizando diferentes concentracoes de
imidazol no tampao de adsor¢cdo durante as etapas de elui¢cdo, seguindo o
mesmo procedimento utilizado para o metal cobre (descrito no item
4.2.1.3). As Figuras 4.27, 4.28 mostram os perfis cromatograficos obtidos
nos experimentos com glucagon e insulina, respectivamente e as Tabelas
4.19 e 4.20 os seus respectivos balancos de massa.

O experimento com a mistura das duas proteinas e elui¢do com
imidazol nao foi realizado, porém a analise dos cromatogramas de
glucagon e insulina separadamente sugerem uma possivel separacio, pois
enquanto o glucagon s6 elui em 20 mM de imidazol, a insulina comeca a
eluir em 10 mM de imidazol.

Nota-se que a for¢a de interacdo da insulina para os experimentos
com imidazol diminui de acordo com a regra de Sulkowski {1985}, pois no
experimento realizado com PCI-Cu?* e eluicido com gradiente degrau de
imidazol, a concentracao de imidazol necessaria para eluir a insulina foi de
100 mM, enquanto que para o experimento com PCI-Ni2* foi 70 mM e caiu
para 10 mM quando se usou o PCI-Zn?*. Ja o glucagon nio obedece tanto
a esta regra quando se usa o imidazol na eluicdo, possivelmente pelos
motivos ja descritos anteriormente, ou seja, a afinidade do glucagon por
ions metalicos é equivalente a do imidazol.
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volume (ml)

Figura 4.27. Perfil cromatografico de glucagon em PCI-Zn?* utilizando o
tampao fosfato e eluicdo com gradiente degrau de imidazol. Vazao

utilizada: 0,35 ml/min. Tampao de equilibrio: tampio fosfato de sodio 20
mM, NaCl 1,0 M, pH 7,0. L (e}- lavagem com o tampéao de equilibrio; 1(4),
2(v), 3(e) € 4(¢ - eluicdo com com tampio de adsor¢io contendo imidazol
nas concentracées de 5, 10, 20 e 30 mM, respectivamente. § (P)-
Regeneracao com solucdao de EDTA 50 mM, NaCl 1,0 M, pH 8,0.

Tabela 4.19. Balanco de massa do cromatograma de glacagon em PCI-

Zn?* e eluicdo com gradiehte degrau de imidazol.

proteina | alimen- |lavagem| eluicao com imidazol (mM) regene- | recupe-
_ ractio
total tacdo 5 10 20 30 ragao total
2,6 0,3 0,1 0,3 1,5 0,0 0,1 2,3
(mg)
(%) 100,0 11,5 3.8 11,5 | 57,7 | 0,0 3,8 88,5
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Figura 4.28. Perfil cromatografico de insulina suina em PCI-Zn*
utilizando o tampao fosfato e eluicdo com gradiente degrau de imidazol.
Vazao utilizada: 0,35 ml/min. Tampao de equilibrio: tampao fosfato de
sodio 20 mM, NaCl 1,0 M, pH 7,0. L (e})- lavagem com o tampao de
equilibrio; 1(A), 2(v]), 3(e) € 4(4 - eluicdo com com tampdo de adsorcao
contendo imidazol nas concentracbes de 5, 10, 20 e 30 mM,

respectivamente.

Tabela 4.20. Balanco de massa do cromatograma de imnsulina suina em
PCI-Zn?* ¢ eluicdo com gradiente degrau de imidazol.

proteina |alimen-| lavagem eluigdo com imidazol (mM) recupe-
total tagcao 5 10 20 30 |racao total
massa
4,6 0,1 0,1 1,1 2,3 0,8 4,4
(mg)
(%) 100,0 2,2 2,2 { 23,9 | 50,0 17,4 95,7
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4.3. ISOTERMAS DE ADSORCAO DE GLUCAGON E INSULINA EM
PCI-Ni2*

Uma vez que o ion metalico niquel propiciou resultados mais
promissores nos experimentos em coluna, isotermas de adsorcdo destas
proteinas, separadamente, em diferentes valores de pH foram construidas
com o objetivo de otimizar a separacido entre a insulina € o glucagon,
obtendo-se alguma seletividade ja na etapa de adsorcio.

Para a determinagio das isotermas de adsor¢cdo de glucagon e
insulina de alta pureza em PCI-Ni?* utilizou-se 0 mesmo procedimento
descrito no item 3.2.5. Avaliou-se a influéncia do pH na capacidade de
adsorcio para ambas proteinas. A partir dai, calculou-se a inclinacdo da
parte linear das isotermas, isto é, o coeficiente de distribuicdo K e
comparou-se 0s valores obtidos das razoées entre o K da isoterma da
insulina (Ki) e do glucagon (Kg}, para cada pH, razdo esta chamada de
fator de separagao a. As Figuras 4.29, 4.30 e 4.31 apresentam as
isotermas de adsor¢ido do glucagon e da insulina no pH 7,0, 6,0 e 5,0,
respectivamente. A Tabela 4.21 apresenta os valores dos coeficientes de
distribuicdo K e os respectivos fatores de correlacdo, bem como o fator de
separacdo a para os diferentes pH de adsorcdo. Comparando-se as
isotermas de adsorcdo das proteinas para os diferentes valores de pH,
nota-se que para o pH 7,0 as isotermas de insulina e glucagon apresentam
uma inclina¢do com valores mais distintos. Conforme o pH de adsorcao
diminui de 7,0 para 5,0, as isotermas das duas proteinas tendem a se
sobrepor, indicando que a adsorcdo diferencial nestas condi¢des seria
inviavel. A partir dai, deu-se continuidade aos experimentos em colunas
conduzindo a adsor¢cdo no mesmo tampao fosfato de sédio 20 mM em pH
7,0 com 1,0 M de NaCl. Deve-se, no entanto, observar que o fator de
separacao o tende a aumentar com o aumento do pH, indicando que a
adsor¢cdo a um pH acima de 7,0 poderia propiciar a adsor¢do seletiva
desejada.
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Tabela 4.21. Comparacio entre as isotermas de adsorcao de glucagon e de

insulina para diferentes valores de pH.

coeficiente de faixa linear fator de Fator de
proteina pH distribuictio (Ceq* em correlagtio  separacio o
(K) mg/ ml) (Ki/Kg)
insulina 7.0 186,5 0,01a0,15 0,969 2,2
glucagon 84,9 0,00 a 0,20 0,979
insulina 6,0 79,8 0,00 a 0,80 0,976 1,5
glucagon 53,9 0,00a0,10 0,994
insulina 5,0 101,0 0,00 a 0,35 0,895 0,8
glucagon 132,3 0,10a 0,30 0,921

*Ceq € a concentracao de proteina em equilibrio na solugao.
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Figura 4.29. Isoterma de adsorc¢do de glucagon e insulina em PCI-Ni?* a

temperatura ambiente. Solucio tampao fosfato 20 mM, NaCl 1,0 M a pH

7,0. Ensaio em tanques agitados com 5,0 mg de PCI e volume de solugao

de 1,0 ml.
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Figura 4.30. Isoterma de adsorcdo de glucagon e insulina em PCI-Ni?* a
temperatura ambiente. Solucdo tampéao fosfato 20 mM, NaCl 1,0 M a pH
6,0. Ensaio em tanques agitados com 5,0 mg de PCI e volume de solugdo
de 1,0 ml.
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Figura 4.31. Isoterma de adsorcdo de glucagon e insulina em PCI-Ni** a
temperatura ambiente. Solucdo tampao fosfato 20 mM, NaCl 1,0 M a pH
5,0. Ensaio em tanques agitados com 5,0 mg de PCI e volume de solucio
de 1,0 ml.
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4.4. CROMATOGRAFIAS IMAC COM FRACOES DE PROCESSAMENTO
INDUSTRIAL DE INSULINA

Com base nos resultados das cromatografias IMAC obtidos
utilizando as proteinas insulina e glucagon de alta pureza, selecionou-se a
condicdo com maior potencial para a separaciao destas proteinas para a
avaliacdo de duas fracoes de processamento industrial de insulina A
condigao selecionada para prosseguir com os experimentos foi com o metal
Ni2* imobilizado em PCI e eluicdo com gradiente degrau de pH, porém sem
o NaCl. Apesar da seletividade ser menor na auséncia de NaCl, os
experimentos em tanques agitados mostraram que a dessorcdo de
glucagon ¢é favorecida nesta condicio.

A primeira fracdo avaliada foi a fracdo resultante de uma
precipitacido com acetato de zinco, que contém cerca de 70% de glucagon,
chamada neste trabalho de “fracdo G-70”. A segunda fracdo testada foi
uma fracdo obtida em uma etapa anterior do processo, resultante de uma
precipitacao isoelétrica, e que possui cerca de 70% de insulina, chamada
neste trabalho de “fracdo I-70”.

Utilizou-se as mesmas condicdes operacionais dos experimentos em
coluna realizados anteriormente. Como tampfo de equilibrio e adsorcéao
utilizou-se o tampao fosfato de sédio 20 mM com NaCl 1,0 Me pH 7,0 . A
eluicao foi realizada através de um gradiente degrau de pH e a regeneracio
da matriz foi feita com solucdo de EDTA 50 mM, NaCl 1,0 M pH 8,0. A
vazdo utilizada nestes experimentos foi de 0,35 mil/min e o volume de
alimentacao foi de 5,0 ml.

4.4.1. Cromatografias em PCI-Ni2* com a fracdo G-70

O cromatograma das proteinas glucagon e insulina, de alta
pureza, isoladamente em PCI-Ni?* (Figuras 4.17 e 4.18, respectivamente)
indicam que a eluicdo de ambas proteinas ocorre entre o pH 5,0 e 4,0,
sendo que em pH 3,0 nada mais € eluido. Baseando-se nestes dados,
realizou-se a cromatografia com a fracdo G-70 nestas mesmas condicoes,

porém com tampoes de eluicdo sem NaCl (Figura 4.32 ¢ Tabela 4.22).
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Figura 4.32. Perfil cromatografico da fracdo G-70 em PCI-Ni?*., Vazdo
utilizada: 0,35 ml/min. Tampéao de equilibrio: tampao fosfato de sédio 20
mM, NaCl 1,0 M, pH 7,0. L (e}- lavagem com o tampao de equilibrio; 1(4) e
2(v)- eluicao com tampdo fosfato de soédio 20 mM, pH 5,0 e 4,0,

respectivamente.

Tabela 4.22. Balanco de massa do cromatograma da fragéo G-70 em PCI-

Ni2+.
. ica H recupe-
proteina total | _,. eluicao em p.
¢ lavagem 5,0 4,0 racéo total
massa (mg) 1,3 0,6 0,2 0,1 0,9
(%) 100,0 46,2 15,4 7,7 69,2
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O resultado desta cromatografia se mostrou, a principio, fora do
previsto, pois a maior parte da proteina injetada na coluna foi eluida
durante a fase de lavagem. A analise em HPLC da fracdo 7, referente a
etapa de lavagem, indicou uma concentra¢ido muito baixa de glucagon, nao
sendo possivel concluir se o glucagon injetado na coluna IMAC néo estava
adsorvendo em PCI-Ni?*. A partir dai, testou-se algumas variacbes nas
condicées experimentais, na tentativa de elucidar o porqué deste
comportamento.

Uma possivel explicacdo seria a deterioracdo da amostra, pois esta
fracdo estava acondicionada a 4 °C por um periodo superior a um ano.
Optou-se por realizar uma cromatografia com o ion metalico Cu?*
imobilizado (Figura 4.33 e Tabela 4.23). O resultado desta cromatografia
foi bastante semelhante ao obtido com a mistura de proteinas de alta
pureza (Figura 4.12). Com este dado descartou-se a possibilidade de
deterioracdao da amostra. Entretanto, esta condicdo, utilizando o ion
metalico Cu?* e gradiente de pH, ndo possibilitou a separacdo entre o
glucagon e a insulina, separacdo que também n&do ocorreu com O
experimento com as substancias de alta pureza. A analise em HPLC da
fracao 30, correspondente ao pico obtido em pH 2,3 da Figura 4.33,
mostrou que houve apenas uma concentracao tanto do glucagon, quanto
da insulina, € que estas duas proteinas eluem, exatamente, na mesma
propor¢ao existente na alimentacdo da coluna IMAC.

A realizacao da cromatografia em PCI-Ni?* com a fracdo G-70 € a
continuacdo da eluicdo até o pH 2,3 (Figura 4.34 e Tabela 4.24) veio a
esclarecer os resultados. A analise em HPLC do pico obtido em pH 3,0
mostrou a presenc¢a majoritaria de glucagon na fracdo 43. A Figura 4.35
apresenta os cromatogramas da andlise em HPLC da alimentacdo da
coluna IMAC ¢ da fracdo obtida no pico de pH 3,0 com suas respectivas
areas fornecidas pelo integrador. Como o pico referente a insulina
apresentou uma area menor do que a area minima programada no
equipamento (50.000), ndo foi possivel calcular de quanto foi a purificacio
do glucagon em relagao a insulina.
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Figura 4.33. Perfil cromatografico da fragcdo G-70 em PCI-Cu?*. Vazao
utilizada: 0,35 ml/min. Tampao de equilibrio: tampao fosfato de sodio 20
mM, NaCl 1,0 M, pH 7,0. L (e}- lavagem com o tampao de equilibrio; 1(4},
2(v) e 3(e) - eluicao com tampao fosfato de sédio 20 mM, pH 4,0, 3,0 e 2,3,
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respectivamente.

Tabela 4.23. Balango de massa do cromatograma da fracdo G-70 em PCI-

Cu?+,
proteina | alimen- |lavagem eluicdo em pH recuperacto
total tacao 4,0 3,0 2,3 total
massa (mg)| 0,8 0,2 0,2 0,2 0,1 0,7
{%) 100,0 25,0 25,0 25,0 12,5 87,5
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Figura 4.34. Perfil cromatografico da fragao G-70 em PCI-Ni?*. Vazao
utilizada: 0,35 ml/min. Tampé&o de equilibrio: tampéo fosfato de sodio 20

mM, NaCl 1,0 M, pH 7,0.L (e)- lavagem com o tampao de equilibrio; 1(4),
2(v), 3(¢) € 4(¢Y- eluicdo com tampao fosfato de sédio 20 mM, pH 5,0; 4,0
3,0 e 2,3, respectivamente.

Tabela 4.24. Balanco de massa do cromatograma da fragdo G-70 em PCI-

Niz+,
proteina | alimen- |lavagem massa eluida em pH Recuperacao
total tacao 5,0 4,0 3,0 2,3 total
massa (mg)} 0,9 0,4 0,1 0,1 0,1 0,0 0,7
(%) 100,0 | 44,4 11,1 11,1 11,1 0,0 77,8
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A analise obtida revela um resultado bastante promissor, pois
levando-se em consideracdo que o pico obtido no tempo de retengéo 1,748
é referente ao tampdo em que a amostra esta diluida e os picos apos 30
minutos sao devido a oscilagoes decorrentes do tipo de gradiente utilizado
na andalise, o pico com tempo de retencdo de 22,423, referente ao glucagon,
€ majoritario e portanto o glucagon eluido em pH 3,0 é de pureza elevada.

4.4.2. Cromatografias em PCI-Ni?* com a fracdo I-70

Uma vez obtidos resultados satisfatérios com a fracdo G-70, partiu-
se para a realizacido da cromatografia com a fracdo I-70, que vem a ser
uma fragdo rica em insulina. Repetiu-se as mesmas condigoes
operacionais do experimento anterior e o cromatograma obtido esta
apresentado na Figura 4.36 e o balanco de massa de proteina total na
Tabela 4.25. Nota-se neste cromatograma, que novamente, a maior parte
da alimentacéo € eluida na etapa de lavagem. Os picos obtidos em pH 5,0
e 2,3 foram analisados em HPLC, bem como a amostra alimentada na
coluna IMAC e a fragdo 7, correspondente a etapa de lavagem. Esta analise
indicou que o glucagon s6 elui em pH 2,3 e a insulina somente nas fracoes
da regeneracio. A Figura 4.37 apresenta os cromatogramas das analises
em HPLC da amostra injetada na coluna IMAC e da fracdo 57,
correspondente ao pico em pH 2,3. Apesar de ndo haver uma purificacdo
completa do glucagon em relacdo 4 insulina, a razdo entre as
concentracées de insulina e glucagon na alimentacido da coluna IMAC e na
fracdo do pico em pH 2,3 (dada pela razdo entre a area dos picos de
insulina e glucagon, com os tempos de retencio de 15,6 e 214,
respectivamente) passou de 2,6 para 0,5, ou seja, houve um
enriquecimento em termos de glucagon de 5 vezes. A insulina eluiu
majoritariamente durante a etapa de regeneracdo, conforme indicou a
analise em HPLC.

Verifica-se também com estes experimentos que a forca de interacdo
das proteinas pelo adsorvente variou de acordo com a fonte inicial. Para os

tipos de amostra testadas neste trabalho (proteina de alta pureza, fragcao
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Figura 4.36. Perfil cromatografico da fracdo I-70 em PCI-Ni**. Vazao
utilizada: 0,35 ml/min. Tampao de equilibrio: tampao fosfato de sédio 20
mM, NaCl 1,0 M, pH 7,0. L (e)- lavagem com o tampao de equilibrio; 1{4),
2(v), 3(¢) € 44~ eluicao com tampdo fosfato de sédio 20 mM, pH 5,0, 4,0,
3,0 e 2,3, respectivamente.

Tabela 4.25. Balanco de massa do cromatograma da fracéo I-70 em PCI-

Niz+,
proteina |alimen-| lavagem eluicdo em pH recuperacto
total tacto 5,0 4,0 3,0 2,3 total
massa {mg)l 4,5 2,1 0,6 0,1 0,2 0,2 3,2
(%) 100,0} 46,7 13,3 2,2 4,4 4.4 71,1
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Figura 4.37. Analise em HPLC das fracoes I-70 da alimentacéo (a) € do
pico eluido em pH 2,3 (b).
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rica em glucagon ¢ fra¢ao rica em insulina) a condicdo requerida para a
eluicao de glucagon variou, sendo que o aumento da concentracio de
impurezas fez com que o glucagon passa-se a eluir em valores de pH cada
vez mais acidos: o glucagon de alta pureza eluiu do adsorvente PCI-Ni2* em
pH 4,0 com 1,0 M de NaCl (Figura 4.17), o glucagon presente na fracdo G-
70 eluiu em pH 3,0 (Figura 4.34) ¢ o glucagon presente na fracdo I-70
eluiu somente em pH 2,3 (Figura 4.35).
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CAPITULO 5

CONCLUSOES E SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS

5.1. CONCLUSOES

Este trabalho teve por objetivo realizar estudos de adsorcido de
glucagon € insulina em silica-IDA-Me?* através da técnica de cromatografia
de afinidade por ions metalicos (IMAC) visando desenvolver um processo
de purificacdo de glucagon a partir de fracdo de processamento industrial
de insulina. Para tal, foram realizados experimentos preliminares em
tanques agitados e posteriormente passou-se a utilizar uma coluna de
cromatografia liquida de baixa pressiao, empacotada com silica-IDA e
foram testados os metais Cu?*, Ni** e Zn?* na imobilizacdo. Esses
experimentos foram realizados com proteinas de alta pureza em soluc¢io
tampao. Uma vez determinada a condicdo mais promissora de separacdo
da insulina do glucagon, passou-se para os ensaios com as fracoes de
processamento industrial de insulina.

A principal conclusao resultante deste trabalho foi que a aplicagdo da
técnica IMAC, utilizando ‘PCI-Ni2* e eluicdo com abaixamento de pH, na
purificacdo de glucagon a partir de fragdo industrial de insulina é
potencialmente viavel. No entanto, o pH requerido para eluir o glucagon
variou de acordo com o conteido de impurezas na amostra inicial, sendo
necessario um agjuste no pH de eluicdo para a aplicacio da técnica com
outras fontes de glucagon.

QOutras conclusoes relevantes obtidas foram:
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a) A solubilidade do glucagon no tampéao fosfato de sé6dio 20 mM com NaCl
1,0 M e pH 7,0 de até 0,55 mg/ml viabilizou o uso da técnica IMAC
nestas condicoes.

b) Os experimentos em tanques agitados, utilizando PCI-Cu?* e glucagon
de alta pureza, mostraram que a afinidade do glucagon pelo ion
metalico cobre é forte e a eluicdo total s6 ocorre em pH 2,1 na auséncia
de NaCl 1,0 M ou com a adicao de de imidazol a uma concentracio de
100 mM no tampao de adsorcao.

c) A cromatografia em PCI-Cu?* de glucagon de alta pureza utilizando o
tampao fosfato de s6dio 20 mM em todas as etapas apresentou uma
maior estabilidade na linha de base.

d} A presenca do sal NaCl 1,0 M nos tampébes de eluicdo em PCI-Cu?*
indicou uma melhor seletividade na separacado de glucagon e insulina,

apesar da baixa resolucio.

e) A interacdo, tanto do glucagon quanto da insulina, pelo ligante Cu?* foi
intensa, nao sendo possivel eluir toda a insulina durante o gradiente de

pH; somente com a regeneracdo usando EDTA esta eluicdo foi possivel.

f) O glucagon e a insulina apresentaram diferenca na afinidade por todos
os ions metalicos testados. Porém, os experimentos realizados com o
Ni* e Zn?* mostraram diferencas de afinidade mais significativas em
relacdo ao Cu?*, sendo que a cromatografia com o ligante Ni2* e eluicdo
com gradiente degrau de pH apresentou resultado mais promissor para
a separacao da insulina do glucagon.

g) O fator de separacdo a entre a insulina e o glucagon aumentou com o
aumento do pH.
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h} A purificacio de glucagon a partir fracdo de processamento industrial
de insulina rica em glucagon, fracdo G-70, utilizando o ion metalico Ni2*
e eluicdo com gradiente degrau de pH, possiblitou um enriquecimento
do glucagon presente no pico em pH 2,3.

i) A aplicacdo da técnica IMAC a partir de uma fracdo rica em insulina,
fracdo I-70, e a dessorcao com gradiente degrau de pH, apresentou um

pico em pH 2,3 rico em glucagon com fator de purificacao igual a 5.

5.2 SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS
As sugestdes para a continuidade deste trabalho podem ser

divididas em trés grupos principais que incluem:

1. Aprimoramento nos parametros operacionais que favorecam uma melhor
separacao das proteinas de interesse. Os experimentos sugeridos para tal
incluem a determinacdo das isotermas de adsor¢do a um pH maior que
7,0, pois como o fator de separacdo a aumentou com o aumento do pH, é
possivel que se consiga alguma seletividade ja na etapa de adsorcao
usando o pH 7,5 ou 8,0. Outra sugestao seria testar um gradiente linear
de pH na cromatografia com o ion metalico Ni?* para uma melhor
separacao do glucagon presente na fracdo industrial. Uma terceira
sugestdo seria testar a purificacdo do glucagon presente na fracdo
industrial em uma cromatografia com o ion metalico Zn?* imobilizado.
Apesar deste metal ter sido desconsiderado com base nos experimentos
com as proteinas puras, o comportamento do glucagon presente na fragdo
industrial se mostrou diferir do glucagon de alta pureza para os
experimentos com o ion metalico Ni2*. Como o glucagon presente na fracao
I-70 s6 eluiu da coluna com PCI-Ni?* no pH 2,3, um experimento com o
Zn?* e eluicdo com gradiente linear de pH poderia propiciar melhores

resultados de purificacso.
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2. Caracterizagao do glucagon obtido apés a purificagdo. Os experimentos
sugeridos incluem o mapeamento proteolitico e¢ a eletroforese SDS-PAGE
em gel de poliacrilamida que forneceria uma analise qualitativa da pureza
do produto obtido.

3. Determinacao dos pardmetros utilizados para a ampliacao de escala do
processo. Sugere-se a realizacdo das curvas de ruptura (curvas de
“breakthrough®) a varias concentracoes e vazbes de alimentacdo para
determinacdo de capacidade dinamica, dos efeitos de diferentes vazdes na
separacdo do glucagon da insulina e a perda de eficiéncia frente a
capacidade determinada em ensaios de equilibrio. Ainda neste grupo de
experimentos, sugere-se a caracterizacdo das particulas do adsorvente
quanto a porosidade, area superficial e densidade de ligante.
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ANEXO

Este capitulo apresenta as cromatografias em PCI-Cu?* de insulina
bovina utilizando o tampéo fosfato em todas as etapas cromatograficas
(Figura 7.1 € Tabela 7.1) e da mistura de insulina bovina e glucagon
(Figura 7.2 e Tabela 7.2). A analise em HPLC desta mistura indicou a
presenca de 72% de insulina e 28% de glucagon na alimentac¢édo da coluna
IMAC. No pico obtido em pH 2,1, correspondente a fracdo 51, esta relacao
se inverte, sendo que a analise em HPLC indicou 25% de insulina e 75%
de glucagon. A insulina dessorve majoritariamente durante a etapa de
regeneracio, 96% da proteina da fracdo 71 corresponde a insulina.
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Figura 7.1. Perfil cromatografico de insulina bovina em PCI-Cu*
utilizando o tampado fosfato em todas as etapas cromatograficas. Vazao
utilizada: 0,35 ml/min. Tampao de equilibrio: tampéao fosfato de sédio 20
mM, NaCl 1,0 M, pH 7,0. L- lavagem com o tampao de equilibrio; 1, 2, 3 -
eluicado com tampio fosfato de sodio 20 mM, pH 4,0; 3,0 e 2,1,
respectivamente. 4 - Regeneracdo com solugao de EDTA 50 mM, NacCl1,0
M, pH 8,0.

Tabela 7.1. Balanco de massa do cromatograma da insulina bovina em
PCI-Cu?.

L ; alimen- lavagem eluicdo em pH regene- | recupe-
total tacdao ragdo
4,0 3,0 2,1 racao total
massa (mg)| 4,7 0,3 0,1 0,0 3,0 1,3 47
{%) 100,0 6,4 2,1 0,0 63,8 27,7 100,0
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Figura 7.2. Perfil cromatografico de insulina bovina e glucagon em PCI-
Cu?* utilizando o tampéo fosfato em todas as etapas cromatograficas.
Vazao utilizada: 0,35 ml/min. Tampdo de equilibrio: tampao fosfato de
s6dio 20 mM, NaCl 1,0 M, pH 7,0. L- lavagem com o tampao de equilibrio;
1, 2, 3 - eluicdo com tampdo fosfato de sédio 20 mM, pH 4,0; 3,0 e 2,1,
respectivamente. 4 - Regeneracao com soluciao de EDTA 50 mM, NaCll1,0
M, pH 8,0.

Tabela 7.2. Balanco de massa do cromatograma da insulina bovina e
glucagon em PCI-Cu?',

protefna | alimen- lavagem eluicto em pH regene- | recupe-
total tacdo _ racdo
4,0 3,0 21 | " | total
massa (mg) 6,1 0,5 0,1 0,1 4,2 1,1 6,0
(%) 100,0 8,2 1,6 1,6 68,9 18,0 98,4
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