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RESUMO

Taninos hidrolisaveis sdo compostos fendlicos que formam estruturas estaveis com
proteinas, em determinadas condigbes estruturais e ambientais, através de interagdes
hidrofdbicas e ligagdes de hidrogénio. Diante desta caracteristica dos taninos e frente
ao aumento da demanda por hemoderivados, cujos processos de produ¢ao ocorrem
em varias etapas e séo de custo elevado, este trabalho visa avaliar a capacidade dos
taninos hidrolisaveis de precipitar proteinas. Neste estudo, foram avaliados diferentes
fatores que podem influenciar na capacidade do acido galico (AG) e do acido tanico
(AT) de precipitar proteinas plasmaticas humanas. Até entao, a literatura relata este
tipo de precipitagdo somente com proteinas isoladas. As condigdes utilizadas para a
analise da capacidade de precipitacdo dos taninos foram realizadas em fung¢ao do
solvente (agua e solugao etandlica 30%), da ordem de ajuste do pH (antes e apds a
adicdo da solugao de tanino no plasma), do pH do meio (3,0; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0;
6,5; 7,0; 7,5 e 10), da raz&o tanino/plasma (1 g, 1,5 g e 2 g/100ml) e do tempo de
homogeneizacédo (15 e 30 min). Para cada experimento foram realizadas duas
precipitagdes sucessivas. Os precipitados obtidos (P1 e P2) e o ultimo sobrenadante
(S2) foram utilizados para a avaliagao das condigdes de precipitacdo. A analise dos
produtos obtidos foi feita através das técnicas de eletroforese PAGE nativo, de
quantificacéo proteica pelo método de Bradford, do potencial zeta e de espalhamento
dindmico de luz. As diferentes condicdes realizadas neste estudo permitiram
estabelecer os melhores parametros para a precipitacdo de proteinas plasmaticas
utilizando taninos. Para o AG, a solucéo etandlica demonstrou maior eficiéncia como
solvente, com 63,8% das proteinas no P1. Porém, este tanino demonstrou baixa
solubilidade e menor interagdo com as proteinas, sendo a razdo AG/plasma 1,5
insuficiente para precipitar todas as proteinas em duas etapas de precipitacdo. Assim,
os experimentos com o AG foram descontinuados. Nos ensaios com o AT, a agua
mostrou ser o solvente mais adequado, com 74,8% das proteinas no P1. O ajuste de
pH depois da adicdo da solucdo de AT propiciou a estabilidade do pH e maior
formacado de precipitado proteico. Nas variacbes de pH, as precipitagdes foram
influenciadas pelos pHs préximos aos pontos isoelétricos da albumina e da IgG,
respectivamente no pH 4,5, com P1=88,86% P2=11,14% e, no pH 7,0, com P1=



47,27% e P2= 50,48% das proteinas. Contudo, houve formacao de precipitados em
todas as condigbes de pHs testados. As imagens de eletroforese mostraram a
predominancia de trés bandas — gamaglobulina, alfa-1 e albumina — nos dois
precipitados, independente dos pHs utilizados. Com o aumento da razao AT/plasma,
houve um aumento progressivo de precipitado proteico na primeira etapa de
precipitagcdo. Em relacdo ao tempo de homogeneizagdo, 15 minutos mostrou ser
suficiente para precipitar todas as proteinas do meio, com 72,3% destas no P1. Diante
dos resultados obtidos, concluimos que os taninos hidrolisaveis sao efetivos como
precipitantes de proteinas plasmaticas humanas. Adicionalmente, foi verificado que o
acido tanico é mais eficiente na precipitagcdo quando comparado ao acido galico.

Palavras-chave: Plasma. Proteinas do sangue. Precipitagdo Fracionada. Taninos

Hidrolisaveis.



ABSTRACT

Hydrolysable tannins are phenolic compounds that form stable structures with proteins,
under certain structural and environmental conditions, through hydrophobic
interactions and hydrogen bonds. In view of this characteristic of tannins and the
increasing demand for blood products, whose production processes occur in several
stages and are of high cost, this work aims to evaluate the hydrolyzable tannins
capacity to precipitate proteins. In this study, were evaluated different factors that may
influence the capacity of gallic acid (GA) and tannic acid (TA) to precipitate human
plasma proteins. Until now, the literature reports this type of precipitation only with
isolated proteins. The conditions used for the analysis of the tannin precipitation
capacity were performed as a function of the solvent (water and ethanolic solution
30%) of the order of pH adjustment (before and after the addition of the tannin solution
in the plasma), environment ph (3,0; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e 10), of the
tannin/plasma ratio (1 g, 1,5 g e 2 g/100ml) and homogenization time (15 and 30 min).
For each experiment, two successive precipitations were performed. The precipitation
obtained (P1 and P2) and the last supernatant (S2) were used for the evaluation of
precipitation conditions. The analysis of the obtained products was done through the
techniques of native PAGE electrophoresis, and protein quantification by the Bradford
method, zeta potential and dynamic light scattering. The protein quantification allowed
the evaluation of the influence of all the variations applied, according to the yield of
precipitate in each precipitation step. The zeta potential and dynamic light scattering,
provided information on the variation of fillers and tannins complexation with proteins
as a function of pH. The electrophoresis images provided information on precipitated
proteins according to their charges and sizes. The different conditions performed in
this study allowed to establish the best parameters for precipitation of plasma proteins
using tannins. For GA, the ethanolic solution demonstrated greater efficiency as
solvent, with 63.8% of proteins in P1.However, this tannin demonstrated low solubility,
less interaction with proteins, being the AG/plasma ratio of 1,5 insufficient to precipitate
all the proteins in two steps of precipitation. Thus, experiments with GA were
discontinued. In the TA tests, water was the most suitable solvent, with 74.8% of the
proteins in P1. The pH adjustment after addition of the TA solution provided pH stability



and increased formation of protein precipitate. In pH variations, the precipitations were
influenced by the isoelectric points of albumin and 1gG, respectively at pH 4.5, with
P1=88.86% and P2=11.14% and, at pH 7.0, with P1=47.27% and P2=50.48% of the
proteins. However, there was precipitate formation at all pHs conditions tested. The
electrophoresis images showed the predominance of three bands - gamma globulin,
alpha-1 and albumin - in the two precipitates, independent of the pHs used. With the
increase AT / plasma ratio increase, occurred a progressive increase of protein
precipitate in the first stage of precipitation. Regarding the homogenization time, 15
minutes showed to be sufficient to precipitate all the proteins from the medium, with
72.3% of these in P1. According to the results obtained, we conclude that the
hydrolyzable tannins are effective as precipitants of human plasma proteins. In
addition, tannic acid has been found to be more efficient at precipitation when

compared to gallic acid.

Keywords: Plasma. Blood Proteins. Fractional Precipitation. Hydrolyzale Tannins.
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1 INTRODUGAO

O processo de fracionamento do plasma foi desenvolvido por Edwin Cohn na
década de 40 e teve seu avango com a producao industrial de albumina humana
(ROBERT, 2011). O método de Cohn (1946), o mais utilizado na sua forma original ou
com algumas alteragbes (BURNOUF, 2016), utiliza uma mistura de etanol a frio em
diferentes concentracdes, controle de pH e temperatura para obter fragdes distintas
de proteinas plasmaticas. Porém, altas concentracbes de etanol podem alterar a
conformacgédo da proteina e formar agregados insoluveis, processo chamado de
desnaturacdo. lIsso altera a funcionalidade da maioria dos fatores de coagulagéo e
inibidores de protease (BERTOLINI; GOSS; CURLING, 2013).

Com a evolugdo das metodologias de fracionamento, outras proteinas foram
sendo fracionadas e produzidas em escala industrial. Dentre os produtos derivados
do plasma estdo a albumina, imunoglobulinas poliespecificas e hiperimunes, varios

fatores de coagulagao, anticoagulantes e inibidores de protease (BURNOUF, 2016).

O aumento da demanda mundial de plasma para a producao de hemoderivados
demonstra o crescente consumo de proteinas plasmaticas (figura 1). Entre 1984 e
2014, a demanda mundial de albumina aumentou de 267,1 para 780,1 toneladas; a
de imunoglobulinas subcutanea e intravenosa, de 15,7 para 43,6 toneladas e de fator
VIIl, de 1,308 para 3,842 milhdes de unidades internacionais (ROBERT, 2015). Esse
aumento se deve as crescentes necessidades terapéuticas que utilizam proteinas
plasmaticas como forma de tratamento (FARRUGIA, 2014). Fatores como o aumento
e melhoria do diagndstico e identificagdo dos pacientes, maior disponibilidade dos
produtos, diferentes apresentagdes, conscientizagdo dos meédicos quanto aos seus

usos e o uso off label' criam perspectivas para um maior crescimento da demanda.

' Prescri¢do de um medicamento aprovado pela agéncia reguladora (ANVISA no Brasil), mas para uma indicacdo
nao aprovada e ndo constante na bula do produto (BRASIL. ANVISA, 2005).
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Figura 1 - Aumento da demanda mundial de plasma para suprir a produgao de albumina, Fator VIl e
Imunoglobulina G polivalente intravenosa (IVIG), entre 1974 e 2014, em milhdes de litros.
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Fonte: Robert, 2014.

Os processos atuais de producdo dos hemoderivados envolvem varias etapas
e utilizam tecnologias de custos elevados (BURNOUF, 2016). Esses fatores e o
aumento da demanda de proteinas plasmaticas cria a necessidade de rever as
metodologias ja utilizadas e buscar uma nova alternativa para o fracionamento de
proteinas, seja com novas metodologias ou utilizando métodos complementares aos
atuais, com o objetivo de melhorar seus rendimentos, sua produtividade e sua

eficiéncia.

Os taninos sdo compostos fendlicos soluveis em agua e muito conhecidos pela
capacidade de complexar e precipitar proteinas (BATE-SMITH; SWAIN, 1962). S&o
conhecidos devido ao seu uso no curtimento de couro, producédo de vinho, cerveja
(CANNAS, 2015), e também por apresentarem inumeras atividades biologicas
(AKINYEMI et al., 2015; CHUNG et al., 1998; DORES, 2007; KIM et al., 2010a). Além
das caracteristicas bioquimicas e fisicas das proteinas e taninos (estrutura quimica,
carga proteica, ponto isoelétrico), a concentragdo de ambos os compostos e o pH do

meio influenciam na precipitagcdo (ADAMCZYK et al., 2012).

A partir da literatura, constatamos que os taninos foram até entdo utilizados
para precipitacdo de proteinas isoladas, em especial a albumina sérica bovina (BSA)
(HAGERMAN; BUTLER, 1978; OSAWA; WALSH, 1993; HOFFMANN; MUETZEL;
BECKER, 2002; ADAMCZYK et al., 2012; XIAO; KAI, 2012). Esse fato despertou
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nosso interesse em avaliar a capacidade de precipitagcdo proteica dos taninos
hidrolisaveis, utilizando como matéria prima o plasma humano, que contém um pool
de proteinas plasmaticas. Dentre os taninos hidrolisaveis, os acidos galico e tanico
foram definidos para a realizagcdo deste estudo, uma vez que sao recorrentes na
literatura sobre precipitagdo proteica, bem como pelo baixo custo (HAGERMAN,;
BUTLER, 1980; DAWRA; MAKKAR; SINGH, 1988; VERZA, 2006; ADAMCZYK et al.,
2011, 2012).

Desta forma, pretendemos avaliar a influéncia de solubilizantes e
concentragdes dos taninos, o pH de melhor desempenho de precipitagéo e a eficiéncia
dos taninos como agentes precipitantes de proteinas plasmaticas. Além dessas
informacdes, poderemos também analisar fatores que influenciem na formacéo do

complexo tanino-proteina.

Neste contexto, a propriedade de precipitacdo proteica dos taninos pode
representar sua insergdo como tecnologia alternativa de precipitagao de proteinas
plasmaticas. Ademais, vislumbra-se a possibilidade de reducdo de etapas no
processo de producdo de hemoderivados. As a¢des antimicrobiana (AKIYAMA et al.,
2001; CHUNG et al., 1998; KIM et al., 2010) e antifungica (DORES, 2007) dos taninos

também podem propiciar uma maior seguranga as formulagdes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 HEMODERIVADOS

2.1.1 Os Hemoderivados num contexto mundial

O sangue esta ligado a concepgao e a sustentabilidade da vida, despertando o
interesse dos homens ha muito tempo (CAIRUTAS, 2001). As praticas de sua
utilizagdo eram baseadas na intuicdo e senso comum (FUNDACAO PRO-SANGUE,

2017). Com o passar do tempo surgiu o seu uso com finalidade terapéutica.

De acordo com Martins (2014), a hemoterapia vem sendo utilizada ha muitos
anos em varios procedimentos médicos e tratamentos de doencgas, utilizando o
sangue, seus componentes e seus derivados. Os hemocomponentes e
hemoderivados sao obtidos do sangue humano apés doagdo. A ANVISA em sua
Resolucéao de Diretoria Colegiada (RDC) N°46/2000, define que:

Hemocomponentes: é a parte de uma unidade de sangue total,

separada da mesma por processos fisicos (BRASIL, 2000).

Hemoderivados: Sao produtos farmacéuticos obtidos a partir do
plasma humano, submetidos a processos de industrializagdo e
normatizacdo que lhes conferem qualidade, estabilidade, atividade e
especificidade (BRASIL, 2000).

As necessidades médicas diante da segunda guerra mundial, conhecimentos
bioquimicos das proteinas e a técnica de fracionamento desenvolvida por Edwin Cohn
na década de 40, foram fatores propulsores para o surgimento dos derivados
plasmaticos. A técnica consiste na utilizagao de etanol a frio como agente precipitante
em diferentes concentracdes, variagoes de pH e forca ibnica, explorando assim a alta
solubilidade e baixo ponto isoelétrico das proteinas plasmaticas para separa-las em
fragdes (figura 2) (COHN et al., 1946).
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Figura 2 - Esquema para precipitacao de proteinas plasmaticas desenvolvido por Edwin Cohn (1946).
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A principal fragdo proteica obtida pelo método de Cohn, a fracdo V, era
composta basicamente por albumina, muito util no tratamento de hemorragias como
expansor volémico (AMORIM FILHO, 2013). Logo sua produgao cresceu para atender
as necessidades da guerra, em substituigido ao plasma utilizado em transfusdes
sanguineas, facilitando a logistica grandiosa e complexa para os campos de guerra
(OLIVEIRA, 2016). Esta tecnologia foi difundida pelo mundo, que entdo comegou a

produzir albumina em escala industrial na década de 50 (MRB, 2017a).

A descoberta das imunoglobulinas anti-Rho (D) aconteceu depois de 1960,
assim como os fatores VIl e IX da coagulagdo (ROBERT, 2011), melhorando o
tratamento e a vida das pessoas com imunodeficiéncias e hemofilias, respectivamente
(AMORIM FILHO, 2013). Na década de 70, Kistler e Nitschmann fizeram modificagbes
na metodologia de Cohn, melhorando o processo de fracionamento. Essas mudangas
permitiram obter melhores rendimentos na producéo de algumas proteinas. Dentre as
mudangas, a purificagcdo de proteinas especificas por processos de cromatografia
aumentou os rendimentos, em especial dos fatores de coagulacdo e das
imunoglobulinas (MRB, 2017a).

Na década de 80, com o surgimento do virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), causador da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS/SIDA), surgem nos
EUA os primeiros casos de contaminacédo de pacientes hemofilicos e transfundidos
(AMORIM FILHO, 2013). A confirmac&o da transmissdo desse virus e do virus da
hepatite C (VHC) demonstrou o potencial de transmissao viral dos derivados do
plasma (OLIVEIRA, 2016). Essas descobertas causaram grande impacto e
transformacao na industria de fracionamento, visto que a producdo de hemoderivados
requer um rigoroso controle de qualidade (AMORIM FILHO, 2013; OLIVEIRA, 2016).

Devido a possibiidade dos hemoderivados transmitirem doencas
infectocontagiosas e poder agravar o estado clinico do paciente (EMA, 1996; JUNIOR,
V. et al, 2011), as vigilancias sanitarias e governos criaram normas e
regulamentag¢des mais estritas para as industrias de hemoderivados, aumentando as
exigéncias relacionadas as boas praticas de fabricacdo (BPF) (AMORIM FILHO,
2013). Essas medidas obrigaram os estabelecimentos de coleta de sangue a fazerem
uma maior triagem sorologica e implantarem um sistema de rastreamento do material

coletado em cada doagao. Ja as industrias tiveram que implantar metodologias de



31

inativagao viral, como o aquecimento dos concentrados de fatores de coagulagéo e
tratamento por solvente-detergente (OLIVEIRA, 2016).

Ainda nos anos 80, a Imunoglobulina G intravenosa (IVIG) foi introduzida no
mercado americano (ROBERT, 2011), pois antes desse periodo eram utilizadas
gamaglobulinas intramusculares (AMORIM FILHO, 2013). Em 1990, a IVIG se tornou
o hemoderivado de escolha para producdo (ROBERT, 2011). Esse interesse na
producao também se deve ao surgimento dos fatores VIII e IX recombinantes, que
baixaram os valores dos fatores de coagulagédo, gerando menor interesse da industria
por eles (AMORIM FILHO, 2013). Atualmente o prego médio imunoglobulina chega a
133 ddlares americanos por grama (FOUCHE et al., 2016).

Em 2008, existiam 65 plantas de fracionamento de plasma no mundo, sendo
65% de empresas comerciais. Os outros 35% eram formados por pequenas industrias,
e muitas vezes nao tinham autorizacido de comercializagdo do produto fora de seu
pais e até fracionavam um unico produto. Muitas dessas industrias se fundiram, no
intuito de se tornarem rentaveis e mais competitivas (CURLING; GOSS; BERTOLINI,
2013).

Dentre os paises fracionadores, os Estados Unidos e a Alemanha permitem a
coleta de plasma por aférese (plasmaférese') para a produgdo de hemoderivados.
Suas legislagdes sanitarias permitem até duas coletas por semana, se limitando a cem
(100) coletas por ano, e que o doador seja remunerado. Com isso os Estados Unidos
€ considerado o maior produtor de plasma do mundo, com capacidade de suprir sua

demanda interna e comercializar o excedente produzido (CGEE, 2006).

' Plasmaférese: envolve a retirada do sangue venoso, separagéo das células sanguineas do plasma e
reinfusdo de células com o plasma do doador ou outra solugéo de substituicdo. As células sanguineas
podem ser separadas por centrifugacdo ou membrana de filtragdo (JAYNE, 2008).
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2.1.2 O Processo de Fabricagcao dos Hemoderivados

2.1.2.1 Matéria Prima

O sangue é considerado um material vivo, pois possui uma composi¢cao
complexa, onde a maioria dos seus componentes possuem atividade bioquimica,
podendo reagir entre si e com fatores externos, como temperatura, pH, forga idnica,
superficie do material, contaminagdo microbiana, entre outros (BRASIL, 2013). O
maior componente sanguineo € o plasma (50%), uma solugédo de pH 7,4, composto
principalmente por agua (90%) e diversas proteinas (~7%). Dentre os componentes
dissolvidos tém-se também hormodnios, gases respiratérios, nutrientes e eletrdlitos
(figura 3). Diante da composig&do do sangue total, o fracionamento permite aumentar
0 aproveitamento dos componentes sanguineos, pois cada um pode ser armazenado
de acordo com seu perfil e permite atender diferentes indicagdes clinicas (MESCHER,
2013; OLIVEIRA, 2016).

Figura 3 - Composigéo do sangue total, do plasma e das proteinas sanguineas.
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Fonte: Adaptado de Cairutas (2001) e Martins (2014).
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No Brasil, a doacdo de sangue € regulamentada pela Lei n°® 10.205/2001
(BRASIL, 2001a) e por regulamentos técnicos editados pelo Ministério da Saude. A
legislagao brasileira diz que toda doagao de sangue deve ser altruista, voluntaria e
nao gratificada (BRASIL, 2001b). Esta permite que apenas o plasma excedente de
doacdes voluntarias dos hemocentros brasileiros possa ser destinado a elaboragao
de hemoderivados (BRASIL, 2001a), sendo vedada a comercializagado de plasma e
seus derivados (BRASIL, 1988; ANVISA, 2014).
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Varios processos e etapas sao percorridos para que uma bolsa de plasma seja
destinada a industria produtora de hemoderivados, comeg¢ando com a selecdo de

doadores até a sua disponibilizagdo para a industria (figura 4) (MARTINS, 2014).

Figura 4 - Ciclo do sangue, desde a sele¢ao de candidatos a doacao até o fracionamento pela
industria de hemoderivados.
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O sangue total coletado durante o processo de doagéo (~450 ml) é recolhido
em bolsa estéril e descartavel. Passa por processo fisico para a separagdo dos
hemocomponentes, como concentrado de hemacias, concentrado de plaquetas
plasma fresco congelado (PFC), plasma fresco congelado em 24 horas (PFC24),

plasma isento de crioprecipitado'' (PIC) e crioprecipitado (ANVISA, 2014).

O PFC é o plasma congelado em no maximo oito horas apds a coleta, a uma
temperatura inferior a -20°C, para manter estaveis todas as suas proteinas (ANVISA,
2000). Este tipo de plasma pode ser utilizado na terapéutica transfusional para
reposicao deficitaria de fatores de coagulagdo. As bolsas de plasma excedentes nos
centros de hemoterapia sédo direcionadas a industria de hemoderivados (BRASIL,
2013). Esse plasma excedente do uso terapéutico é também chamado de plasma
recuperado (AMORIM FILHO, 2013).

O plasma também pode ser obtido por aférese, que utiliza uma maquina
separadora de células, permitindo a coleta seletiva de componentes sanguineos. Por
devolver outros componentes a corrente sanguinea do doador, esse tipo de
procedimento permite a coleta de aproximadamente 800 ml de plasma/doagdo e um
maior numero de doagdes por ano. A Europa permite até 20 doacdes/ano e os Estado
Unidos, até 100 doagdes/ano (AMORIM FILHO, 2013). Do volume total de plasma
mundial utilizado para fracionamento, cerca de 35% é obtido por centrifugacdo do
sangue total (plasma recuperado) e 65% ¢é obtido por plasmaférese (BURNOUF,
2007).

Todo o sangue coletado é triado e passa por testes laboratoriais especificos
para sua finalidade. O sangue total, seus componentes e derivados plasmaticos
passam por rigoroso controle de qualidade até serem liberados para utilizagdo no seu
destino final, seja nos servigos de hemoterapia ou na industria farmacéutica (ANVISA,
2014).

liCrioprecipitado: fragdo formada por glicoproteinas insollveis a frio, obtida a partir do plasma fresco
congelado, composta principalmente fator VIII, fator de Von Willebrand, fator Xlll e fibrinogénio
(ANVISA, 2014).
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2.1.2.2 Producdo de Hemoderivados

Os hemoderivados s&o produtos farmacéuticos classificados como
medicamentos bioldgicos, pois sao originarios do plasma humano, que é composto
por células e fluidos (SCHARER, 2010). Sao oriundos do fracionamento industrial do
plasma por processos fisico-quimicos em varias etapas, que Ihes conferem qualidade
e atividade (ANVISA, 2000, 2011; WORLD HEALTH ORAGANIZATION, 2007).

A formulagdo de um lote de um derivado plasmatico € bem complexa e
dispendiosa se comparada a produgcdo de um medicamento sintético, pois abrange
desde a coleta do sangue até a fabricagdo do produto final. Os custos com plasma

giram em torno de 57% do valor gasto no processo fabril (BAKER, 2014).

O primeiro método de producdo de hemoderivados foi desenvolvido pelo
americano Edwin Cohn, para a produgéo de albumina humana. Sua metodologia era
desenvolvida com a adi¢cao de diferentes concentracoes de etanol ao plasma para
diminuir a constante dielétrica do meio, variagdes de pH de acordo com os pl das
proteinas, forca idnica para diminuir a solubilidade proteica e baixas temperaturas
para evitar a desnaturacéo das proteinas (COHN et al., 1946).

A producido de hemoderivados geralmente segue como base a metodologia
desenvolvida por Cohn, conforme demonstrado na figura 2. Esta metodologia vem
evoluindo, principalmente nos quesitos de tratamentos para inativacdo viral e

purificacdo, com a implementagao de novas etapas (BURNOUF, 2014).

O fracionamento plasmatico € utilizado para separar produtos de uma mistura
e envolve uma sequéncia de processos, dentre eles: separacdo das proteinas
plasmaticas (precipitacéo e/ou cromatografia), purificagdo (cromatografia de afinidade
ou troca ibnica) e inativagdo ou remocao viral (tratamento solvente-detergente, calor,
ou acido octandico em uma ou mais etapas ou multiplas etapas de filtragao) (WHO,
2007).

Como produtos mais comumente comercializados temos: albumina,

imunoglobulinas, fatores de coagulagéo (Fator VII, Fator VIII, Fator IX, Fator de von
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Willenbrand) e complexo protrombinico (Fatores II, VII, IX e X da Coagulagao)
(WORLD HEALTH ORAGANIZATION, 2007). Estes produtos fazem parte da
RENAME (Relagao Nacional de Medicamentos Essenciais) elaborada pelo Ministério
da Saude (BRASIL, 2015).

2.2 PROTEINAS PLASMATICAS

As proteinas possuem inumeras atividades funcionais, como armazenamento,
transporte, comunicagéo celular, adesao celular, resposta imune, expressao génica,
entre outras (KANMERT, 2011). Alteragées no meio em que elas se encontram, como
pH, temperatura, agitacao e alteragéo de forga ibnica podem provocar modificagbes
estruturais, como desnaturagdo proteica parcial ou total (PONCIN-EPAILLARD et al.,
2012).

Cada fracao plasmatica possui caracteristicas diferentes de solubilidade, o que
permite fraciona-las. Durante o processo de fracionamento podem ser obtidas cerca
de 20 proteinas diferentes, utilizadas para o tratamento de deficiéncias proteicas
congénitas ou adquiridas (BURNOUF, 2016). Dentre estas, podemos citar algumas
proteinas que se destacam na fabricagcdo de hemoderivados, juntamente com os
respectivos rendimentos esperados a partir de um litro de PFC: albumina (25 a 28 g),
imunoglobulina G (3 a 5 g), fator VIII (150 a 200 Ul), Fator IX (250 a 300Ul),
antitrombina Il (250 Ul), alfa-1-antitripsina (0,20 g), além de produtos de globulina
hiperimunes (ROBERT, 2011). Abaixo descreveremos as proteinas plasmaticas mais

comumente fracionadas e comercializadas.

2.2.1 Albumina

A albumina humana foi a primeira proteina plasmatica a ser produzida em
escala industrial utilizando o método de Cohn (MORE; BULMER, 2013). A evolugéo
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das técnicas de producdo de albumina permitiu a obtengcdo de um produto com maior
pureza e também, o aproveitamento de outras proteinas durante o processo de
fracionamento (MARTINS, 2014).

Sua estrutura é formada por uma cadeia polipeptidica de 585 aa, com peso de
66 kDa e possui uma forma elipsoide (figura 5), que Ihe confere uma estrutura flexivel
(BERTOLINI; GOSS; CURLING, 2013). Esse tipo de estrutura a permite se ligar a

ERER]

varios tipos de substancias. Sua cadeia apresenta”’qqq grande numero de grupos
tiol, presentes nas cadeias laterais das cisteinas. Os grupos tiol permitem a formagéao
de pontes dissulfidicas, o que confere grande estabilidade a molécula (MORE;

BULMER, 2013).

Figura 5 - Organizagéao estrutural da Albumina
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-
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'.\1,

Molécula formada por trés dominios (I, Il e lll) que sao divididos em dois subdominios (A e B).
Fonte: Bertolini; Goss; Curling (2013).

Esta proteina plasmatica é sintetizada pelo figado e distribuida tanto nos
compartimentos intravascular (plasma) como extravascular (VINCENT et al., 2014),
representando cerca de 60% das proteinas plasmaticas (VINCENT, 2009). A sua alta
solubilidade em agua se deve ao fato de possuir carga negativa (pl 4,9) (MORE;
BULMER, 2013). E também considerada uma proteina multifuncional. Ela participa de
inumeros processos fisioldgicos e fisiopatoldgicos, dentre eles, a regulagdo da
pressdo osmotica coloidal, ligagao e transporte de substancias enddégenas e
exdgenas, propriedades antioxidantes, modulagao de 6xido nitrico, equilibrio acido-
base (VINCENT et al., 2014), efeitos antiplaquetarios e anti-inflamatérios (VINCENT,
2009).
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As preparagdes de albumina sdo encontradas sob a forma de solugdo aquosa
estéril, com pureza minima de 95% e coloragdo de amarelada a esverdeada (MORE;
BULMER, 2013). E indicada para os tratamentos de choque hemorragico e néo
hemorragico, sindrome nefrética ou ascite, hipovolemia e hipotensao pds-cirurgica
(MORE; BULMER, 2013), edema resistente a diurético, pacientes hipoproteinémicos,
hipoalbuminemia, queimaduras (WORLD HEALTH ORAGANIZATION, 2002),
sindrome hepatorrenal e cirrose (OLIVEIRA, 2016).

2.2.2 Imunoglobulina G (IgG)

As imunoglobulinas sédo glicoproteinas derivadas dos linfocitos B, com peso
molecular de 150 kDa, responsaveis pela imunidade humoral e s&o classificadas em
IgA, IgD, IgE, 19G e IgM (KANMERT, 2011). A 1gG (figura 6) corresponde a cerca de
75% das imunoglobulinas do plasma, sendo considerada uma das principais
moléculas da imunidade humoral (AFONSO; JOAO, 2016). E composta por quatro
subtipos, sendo elas IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4 (AHMED et al., 2014), os quais se
diferenciam pela quantidade de ligagdes dissulfeto intermoleculares e pelo tamanho
da regido de juncdo das porgdes Fab com a por¢cao Fc (regido da dobradiga)
(KANMERT, 2011).
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Figura 6 - A estrutura da Imunoglobulina.
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A estrutura da Imunoglobulina é formada por doze dominios, divididos em duas cadeias leves
(rosallaranja) e duas cadeias pesadas (azul escuro e claro). Possui dois fragmentos Fab idénticos,
sendo cada um composto por dois dominios constantes (Cns € CL) e dois dominios variaveis (Vu e

VL). O fragmento Fc é dividido em duas porgdes idénticas, onde cada uma € composta por dois
dominios (Ch1 e Chz). As porgdes s&o unidas por pontes dissulfeto.
Fonte: Adaptado de http://brasil.bestpractice.bmj.com/best-practice/monograph/891.htmi?locale=el&.
Acessado em 05/02/17.

Uma caracteristica importante da IgG € a sua estabilidade, e na faixa de pH de
pH 5,0 a 9,0 é termicamente estavel. A formacéo de agregados pode ocorrer quando
ha aquecimento em meio acido (pH 2,0 a 4,0) (ABATUROV et al., 1969). Apresenta
carga igual a zero em seu pl, igual a 6,9 (COHN et al., 1946). A diminuicdo da
estabilidade pode levar a desnaturagdo (solugdes hidrofébicas ou temperatura
elevada), condigbes estas que aumentam as chances de desdobramento e formagéo
de agregados (LIU; MAY, 2012). Para evitar a presengca de agregados em uma
formulacao de IgG, utiliza-se as enzimas pepsina e papaina, que fazem a quebra da
imunoglobulina e separagdo dos fragmentos Fab dos fragmentos Fc, deixando os
fragmentos Fab livres para se ligarem a antigenos (RADOSEVICH; BURNOUF, 2010).

Para wuso clinico, as imunoglobulinas podem ser classificadas em
imunoglobulinas especificas e poliespecificas (ANVISA, 2004). As imunoglobulinas
especificas ou hiperimunes sdo preparagdes com altos niveis de anticorpos

especificos para determinadas doencgas, como Rubéola, Sarampo, Coqueluche,
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Varicela, Hepatite A (ANVISA, 2004; SOARES, 2002), Hepatite B, Tétano, Anti-D
(anti-RhoD), Citomegalovirus (CMV), Raiva (MARKETING RESEARCH BUREAU
(MRB), 2017b) Caxumba, Difteria (ANVISA, 2004 ).

O componente principal das imunoglobulinas poliespecificas € 1gG, mas
possuem em sua composicdo também IgA e IgM (ANVISA, 2004). As IgGs sao
utilizadas para deficiéncias imunolégicas primarias ou genéticas, e para deficiéncias
secundarias ou adquiridas (cancer, doencgas infecciosas graves), podendo ser usadas
tanto na substituicdo quanto na reposi¢cao de proteinas (ANVISA, 2004; SOARES,
2002). Estdo sendo cada vez mais utilizadas no tratamento de condi¢bes
neuroldgicas, infecciosas, hematoldgicas, entre outras (NOVARETTI; DINARDO,
2011).

2.2.3 Fator VIll da Coagulacao (FVIII)

E uma glicoproteina que tem como peso molecular 300kDa, com uma cadeia
polipeptidica de 2351 aa, bastante labil, sendo que sua concentragao in vitro sofre
uma redugdo em 50% em 12 horas a 4°C. Apds producdo e secregao pelos
hepatdcitos, o FVIII se liga ao Fator de von Willebrand, formando um complexo nao

covalente, o que permite a sua circulagdo (CHTOUROU, 2013).

A falta, reducéo ou mutagado do fator VIII da coagulagdo sdo as causas da
Hemofilia A. Esse disturbio genético e hereditario ocorre devido a uma mutagao do
gene codificante deste fator (CHTOUROU, 2013), que afeta a coagulag&o sanguinea,
dando origem a hemorragias de dificil controle (MARTINS, 2014). No Brasil, a
Hemofilia A atinge 45,65% dos pacientes com algum tipo de deficiéncia de fator da
coagulagdo. Desse montante, 98,26% sdo homens (BRASIL. MINISTERIO DA
SAUDE. SECRETARIA DE ATENCAO A SAUDE. COORDENACAO-GERAL DE
SANGUE E HEMODERIVADOS., 2015), com prevaléncia de 1 a cada 10.000
(BRASIL, 2014).
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Antes da produc¢do dos medicamentos derivados do plasma, o tratamento para
Hemofilia A era feito com transfusdo sanguinea e depois com crioprecipitado rico em
FVIII (CHTOUROU, 2013). Hoje o tratamento é feito com medicamentos, sob
demanda ou de forma profilatica, com infusdo de FVIII plasmatico ou recombinante,
numa dosagem variando de 25 Ul/kg a 50 Ul/kg, de uma a trés vezes por semana
(BRASIL, 2014).

2.2.4 Fator IX da Coagulagao (FIX)

O FIX é uma proteina plasmatica glicosilada, formada por um polipeptideo de
431 aa, com peso molecular de 56 kDa e atua na cascata de coagulagcédo. Esta
presente em baixa concentragcdo no plasma, 3 a 5 mg/L, mas n&do se degrada
rapidamente, permanecendo estavel por até duas semanas a 4°C (GRANCHA et al.,
2013).

Essa proteina é sintetizada no figado e liberada na forma inativa, podendo ser
ativada pelas vias intrinseca (apos interagdo com o fator Xla) e pela via extrinseca
(ap6s interacao do fator tecidual com o fator VII) , desempenhando importante papel
na cascata de coagulagao (MARTINS, 2014). A ativacao do FIX é dependente da
vitamina K e da ligagdo ao calcio (GRANCHA et al., 2013). A auséncia ou deficiéncia
desse fator causa uma doenca hereditaria autossémica recessiva, chamada Hemofilia
B (OLIVEIRA, 2016).

A Hemcdfilia B ja foi tratada com complexo protrombinico (FlIl, FVII, FIX e FX),
Proteina C e S, mas os outros fatores além do FIX n&o contribuem para o tratamento,
podendo até causar trombose. Com o avango das técnicas de fracionamento e
purificacdo, hoje se utiliza o concentrado de FIX plasmatico ou recombinante
(GRANCHA et al., 2013).

A incidéncia de hemofilicos B chega a 8,93% dos pacientes com algum tipo de
deficiéncia de fator de coagulagdo, sendo que 97,18% desse montante € composto
por homens (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. SECRETARIA DE ATENCAO A
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SAUDE. COORDENACAO-GERAL DE SANGUE E HEMODERIVADOS., 2015), com
prevaléncia de 1 a cada 40.000 (BRASIL, 2014). Essa alta incidéncia em homens, nas
Hemofilias A e B, ocorre porque as deficiéncias de fatores de coagulacéo se da devido
ao defeito do cromossomo X. Ja as mulheres, por possuirem dois cromossomos X,
sdo consideradas portadoras do gene, mas com rara manifestacdo da doenca
(MANSO et al., 2007).

2.2.5 Fator de von Willebrand (FVW)

O FvW é uma glicoproteina multimérica, com peso molecular de 360 kDa,
composta por 2813 aa (CHTOUROU; POULLE, 2013) . Sua sintese é feita por células
endoteliais e megacariécitos, presentes no plasma e nas plaquetas. A sua deficiéncia,
qualitativa ou quantitativa, é provocada por mutagdo do gene que codifica o FVW
(BRASIL, 2008). Geralmente esta presente no plasma na concentragao de 7-10 ug/ml
(CHTOUROU; POULLE, 2013).

Este fator da coagulagdo pode ser encontrado no subendotélio dos vasos
sanguineos, nas células endoteliais, nas plaquetas e no plasma. Sua fungéo é mediar
a agregacgao plaquetaria no subendotélio dos vasos sanguineos lesados, formando
trombos e contribui indiretamente para o processo de coagulagdo através da ligagao
e estabilizagdo do FVIII (BRASIL, 2008; CHTOUROU, 2013). O FvW esta envolvido
na homeostase primaria (LAWRIE et al., 2013).

A doenga de von Willebrand é classificada em trés tipos de acordo com a
intensidade de deficiéncia do FvW, sendo estes o tipo 1 (deficiéncia parcial
quantitativa), tipo 2 (deficiéncia qualitativa) e tipo 3 (deficiéncia total quantitativa)
(CHTOUROU; POULLE, 2013; MARTINS, 2014). Dentre as coagulopatias
hereditarias, € reconhecida como a mais comum, atingindo cerca de 1,3% da
populagdo mundial (CHTOUROU; POULLE, 2013). No Brasil atinge 31,06% dos
portadores de coagulopatias, 2015), com prevaléncia de 1 portador a cada 10.000
pessoas (CHTOUROU; POULLE, 2013).



43

O tratamento é feito em caso de manifestagbes hemorragicas e antes da
realizagao de procedimentos invasivos, fazendo a corre¢cado do baixo nivel de FVIIl e
da anormalidade da adesdo e agregagao plaquetaria. Para isso utiliza-se a

desmopressina, concentrados de FVIII/FVW e drogas auxiliares (BRASIL, 2008).

2.2.6 Complexo Protrombinico (PPSB)

O concentrado de complexo protrombinico € uma mistura de fatores de
coagulagao do complexo protrombinico inativados. E formado por fatores sintetizados
no figado, dependentes da vitamina K: Fator Il (protrombina), Fator VII (proconvertina),
Fator X (fator de Stuart) e Fator IX (fator anti-hemofilico B) (ROMISCH; POCK, 2013).

E utilizado como profilaxia em pré-operatério, tratamento de hemorragia em
pacientes com deficiéncia destes fatores, complementacdo do tratamento de
pacientes que fazem uso de antagonistas da vitamina K (Ex: varfarina), e quando ha
deficiéncia de um fator dependente de vitamina K e ndo ha disponibilidade desse fator
especifico purificado (FRANCHINI; LIPPI, 2010; ROMISCH; POCK, 2013). E utilizado
principalmente quando se precisa uma ag¢ao rapida para uma coagulopatia
(SORENSEN et al., 2011).

Os riscos de utilizagdo do PPSB estdo associados a eventos trombogénicos,
devido ao excesso de protrombina, mas isso pode ser controlado com o
monitoramento da coagulagao do paciente (SORENSEN et al., 2011). Os PPSB atuais
provocam menos risco de trombose, pois possuem em sua formulagdo alguns
inibidores da coagulagao para equilibrar os fatores de coagulagéo, tais como heparina,
antitrombina, Proteina C, Proteina S e Proteina Z (FRANCHINI; LIPPI, 2010;
ROMISCH; POCK, 2013).
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2.3 TANINOS

Em 1962, os taninos foram caracterizados como compostos fendlicos
poliméricos, soluveis em agua, com capacidade de formar complexos insoluveis com
gelatinas e alcaloides e capacidade de se ligar e precipitar proteinas (BATE-SMITH;
SWAIN, 1962). S&o utilizados ha muitos séculos no curtimento do couro, na produgéo
de vinho, cerveja, entre outros. Normalmente, percebemos a presenga de taninos ao
ingerir frutas e vinhos, pois em contato com as proteinas salivares provocam sensag¢ao
caracteristica de adstringéncia (CANNAS, 2015).

Taninos sdo compostos fendlicos de alto peso molecular derivados do
metabolismo secundario de plantas, comumente oriundos do metabolismo de
carboidratos por diferentes reagdes bioquimicas (SANTOS; MELLO, 2003). Sua
estrutura deve ser composta de pelo menos um fenol, mas pode conter agucares e
acidos organicos (CARVALHO, 2007), com peso molecular variando de 500 a 3000
Da.

Estes compostos s&o encontrados sob forma livre e mais comumente, sob a
forma de ésteres ou heterosideos, o que |lhes confere solubilidade em agua e em
solventes organicos polares (SIMOES et al., 2001). Mesmo com a presenga de
hidroxilas (OH) em sua estrutura, os taninos ndo reagem como alcoois organicos e
sim como acidos organicos fracos, sendo mais fracos do que os acidos carboxilicos
(NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION (NCBI), 2017a). A
presenca de fendis na estrutura dos taninos lhes confere elevada reatividade quimica,
caracterizando-os como excelentes doadores de hidrogénio, o que permite a formagéao
de ligacbes de hidrogénio intra e intermoleculares com os grupos carboxilicos das
proteinas (OZDAL; CAPANOGLU; ALTAY, 2013).

Por estarem presentes em varias partes das plantas (caule, folha, raiz e fruto),
despertam grande interesse econdmico e ecoldgico, aumentando o interesse de se
estudar suas interagbes com proteinas (CANNAS, 2015). As maiores concentragdes
de taninos podem ser encontradas em plantas de folhas largas, em regides com clima
quente (SHEWANGZAW, 2016), fraca qualidade do solo e escassez de agua
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(BUNGLAVAN; DUTTA, 2013). As concentragbes também podem variar de acordo
com a idade da planta, parte coletada, periodo e local da coleta (DORES, 2007).

Sao muito conhecidos pela agado adstringente, antidiarreica e hemostatica
(VERZA, 2006). Ao precipitar proteinas, os taninos propiciam efeito antioxidante,
antimicrobiano (AKIYAMA et al.,, 2001; CHUNG et al.,, 1998; KIM et al., 2010;
SANTOS; MELLO, 2003), antifungico (DORES, 2007), antimutagénico (AKINYEMI et
al., 2015), antiviral (KILKUSKIE et al., 1992), moluscicida (SANTOS; MELLO, 2003),
entre outros. Sdo eficazes em processos de queimaduras e cicatrizacdo de feridas
(VERZA, 2006). Também sado considerados nefroprotetores, pois diminuem a
toxicidade renal de drogas antitumorais utilizadas na quimioterapia (AKINYEMI et al.,
2015).

Com base na estrutura quimica e propriedades, os taninos podem ser divididos
em taninos condensados e taninos hidrolisaveis. Os taninos condensados (figura 7)
sdo constituidos por oligdmeros ou polimeros de flavondides, derivados das
proantocianidinas, onde os mondmeros sao unidos por ligagées carbono-carbono.
S&o estruturas complexas, podendo ou n&o serem soluveis em agua
(SHEWANGZAW, 2016), e nao sofrem hidrélise em acido ou base (HAGERMAN,
1992).

Figura 7 - Estruturas de taninos condensados (a) procianidina, (b) proantocianidina e (c) catequina

Fonte: Khanbabaee e Ree (2001), Hagerman (2002a).

Os taninos hidrolisaveis (Ce — C1)n (figura 8), podem produzir polialcoois e

acidos fendlicos através de hidrélise por acidos, bases ou enzimas. Como resultado
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da hidrélise de um acido fendlico, temos o acido galico (galotanino) e seus derivados
ou acido elagico (elagitanino) (HAGERMAN, 1992). Sdo formados por grupos hidroxila
esterificados com os grupos fendlicos ou sédo esterificados para outros residuos de
acido galico, formando cadeias de residuos de acido galico longos (SHEWANGZAW,
2016).

Figura 8 - Estruturas de taninos hidrolisaveis de galotaninos [(a) acido galico, (b) acertanina, (c)
Pentagaloil glucose], e elagitaninos: [(d) acido elagico].

OH
OH OH
HOQ,OH 0 oH
OH o) OH 0
OH ¢ 0 o OH O OH
Pt HO
H,c-0" O 0 5
0 il 0 00 o on HO OH
OH OH HO 0 o
OH ) OH HO ©
o-C OH OH
g HO OH
OH OH HO OH

(a) (b) ©) (@

0

Fonte: Hagerman (2002a), Okuda e Ito (2011).

Os galotaninos s&o taninos hidrolisaveis compostos por uma unidade de acido
galico ou mais unidades esterificados nas hidroxilas de um poliol, tendo como
exemplos o acido galico (com uma unidade de acido galico) e o acido tanico (de oito
a dez unidades de acido galico) (VERZA, 2006). Os taninos galicos sao extraidos
principalmente de espécies de carvalho, quebracho e acacia (SANTOS; MELLO,
2003).

2.3.1 Acido Galico (AG)

O acido galico (acido 3,4,5-tri-hidroxibenzdico), de férmula CeH2(OH)sCOOH, é
composto por um anel benzénico como nucleo, ligado a um grupo carboxilico e trés

grupos OH nas posicdes 3, 4 e 5 (DEGUCHI, 2014), conforme a figura 9.



47

Figura 9 - Estrutura molecular do acido galico.
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Fonte: Disponivel em http://www.coompo.com/compounds/Gallic+acid+C7836.html. Acessado em 27 mar 2016.

O AG é um galotanino originario de polifenol (XIAO; KAI, 2012), de cor branca
ligeiramente transparente a amarelado, com peso molecular de 170,11954 g/mol. E
soluvel em agua (1g/87 ml), alcool (1g/6 ml), glicerol (1g/10 ml), acetona (1g/5 ml), e
praticamente insoluvel em benzeno e cloroférmio (NCBI, 2017a). Sua solubilidade é
aumentada a medida que se aumenta a temperatura e o tempo de solubilizagao
(DANESHFAR; GHAZIASKAR; HOMAYOUN, 2008). A producdo do AG, em escala
industrial, utiliza a glicoproteina tanase para a degradagdo do &cido tanico
(FERNANDES; SALGADO, 2015).

O 4&acido galico, por fazer parte do grupo fendlico, € um bom doador de
hidrogénio, o que favorece a formacgao de ligagcdes de hidrogénio com o grupo carboxil,
grupo funcional da cadeia lateral dos residuos de aminoacidos (OZDAL;
CAPANOGLU; ALTAY, 2013). A interagdo AG-proteinas € estabilizada por ligagdes
de hidrogénio e interacdes eletrostaticas (MADHAN et al., 2003).

A atividade antioxidante € a mais conhecida do AG, mas outras atividades
farmacoldgicas também s&o descritas na literatura. Dentre estas estdo as acdes
antibacteriana (XIAO; KAI, 2012), antifungica (NGUYEN et al., 2013), anticancerigena
(WANG et al., 2014; RAJAN; MURALEEDHARAN, 2017), anti-inflamatéria (NOUBIGH
et al., 2012), hepatoprotetora (NABAVI et al., 2013), diurética (KATEEL; RAI; KUMAR
J., 2014), antiparkinsoniana (MOHAMMAD-BEIGI et al., 2015), antiviral (KILKUSKIE
et al., 1992), cardioprotetora e anti-helmintica (NAYEEM et al., 2016).
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2.3.2 Acido Tanico (AT)

O acido tanico € um tanino hidrolisavel, de férmula C7sHs2046 que corresponde
a glicose decagaloil, formado por um nucleo poliol (glicose) esterificado com acidos
fendlicos, podendo variar de oito a dez residuos de acido (grupo galoil) por molécula
de glicose (HAGERMAN, 1992; KOUPANTSIS; PAVLIDOU; PARASKEVOPOULOU,
2016; MOHAMED FAKER EL-DIN et al., 2015; SIENIAWSKA; BAJ, 2017), , conforme
a figura 10.

Figura 10 - Estrutura molecular do acido tanico.

HO.

Fonte: Disponivel em http://www.coompo.com/compounds/Tannic+acid+C8029.html. Acessado em 05/04/2017.

O AT é um galotanino de cor marrom, com peso molecular de 1701,206 g/mol.
Possui alta solubilidade, sendo soluvel em agua (1g/0,35 ml), glicerol (1g/1 ml), alcool
e acetona (NCBI, 2017b). Este acido tem sido muito utilizado em trabalhos como
agente precipitante de proteinas (BSA, HSA, proteinas salivares e digestivas)
(BUCHSBAUM; SWAIN, 1985; DAWRA; MAKKAR; SINGH, 1988; HOFFMANN;
MUETZEL; BECKER, 2002; MARKS; ADAMCZYK et al., 2011, 2012; OMAR,;
MORGENTHALER, 2016).
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Varias atividades do acido tanico ja foram estudas e comprovadas. Dentre elas
esta a atividade antioxidante, que € proporcionada pelas hidroxilas presentes na
molécula. Sua acao antioxidante € maior do que a do acido galico, pois esse tipo de
acao depende da quantidade e posi¢des das hidroxilas (AKINYEMI et al., 2015). A
atividade antimicrobiana se deve a presenga do grupo galoil (grupo 3,4,5-tri-
hidroxibenzoilo) na molécula de tanico, que priva os micro-organismos da absor¢ao
de ferro (KIM et al., 2010).

O AT apresenta acdo antiviral, por inibicdo da hemaglutinacdo ou da
infecciosidade (KONISHI; HOTTA, 1980). Também atua como agente topico em
queimaduras para precipitacdo das proteinas desnaturadas pelo calor (CHUNG;
REED, 2012), antidiabético, anticancerigeno (KIM et al., 2013). Apresenta efeitos
antigénicos, cujas intensidades podem variar de acordo com o antigeno especifico,
dependendo também da localizagdo do antigeno dentro da célula (BERRYMAN et al.,
1992).

Konish e Hotta (1980) restauraram reversivelmente a atividade do virus
chikungunya apés descomplexar proteinas e taninos, com variagdo do pH do
complexo. Com isso, considera-se que a ligagao entre a proteina e moléculas de acido

tanico seja tdo fraca que dificilmente modificaria a composi¢ao da proteina.

2.4 UTILIZACAO DE TANINOS PARA PRECIPITAR PROTEINAS

Na literatura observam-se relatos da utilizagdo de taninos para precipitar
proteinas, principalmente na interagdo de taninos com proteinas digestivas e salivares

e, em estudos de estabilidade de vinhos.

KUTZ et al., (1980) utilizaram pds de partes individuais de algodoeiro para
precipitar proteinas séricas. Suspeitaram que a precipitacao tivesse ocorrido devido a
presenca de tanino polifenélico na composi¢ao do precipitante vegetal. Por motivo de
comparagao, outra precipitagado foi realizada com o p6 de algodao tratado com
polivinilpirrolidona (PVP) para a retirada de taninos, e apds o tratamento n&o houve
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precipitacdo de beta-lipoproteina e gamaglobulina. Com isso, relacionaram a

precipitagdo com a presencga de taninos no po de algodao.

Hagerman et al. (1992) avaliaram os efeitos de dietas artificiais contendo
taninos bem diferentes (galotaninos e taninos condensados), em grandes ruminantes
(veados, ovelhas), e compararam os resultados com os obtidos com forragens
naturais. Observaram que os taninos hidrolisaveis eram facilmente digeridos por
sofrerem hidrolise e os taninos condensados diminuiam a digestibilidade das

proteinas, devido as diferentes estruturas quimicas.

Alguns estudos citam a utilizagdo de taninos para a precipitagao de proteinas,
mas os estudos de complexacao, precipitacao e interacdo entre taninos e proteinas
acabam sendo desenvolvidos com proteinas isoladas, sendo a maioria com a BSA
(HAGERMAN; BUTLER, 1978; MAKKAR; DAWRA; OSAWA; WALSH, 1993; SINGH,
1988; HOFFMANN; MUETZEL; BECKER, 2002; ADAMCZYK et al., 2012; XIAO; KAI,
2012)

Serafini e colaboradores (1997) avaliaram o efeito do alcool sobre a interagao
tanino/proteina (T/P), utilizando taninos do vinho para precipitar BSA, e puderam
concluir que o alcool produziu uma reducio linear na interagdo tanino-proteina,

aumentando simultaneamente a capacidade antioxidante do vinho.

Hoffman e colaboradores (2002) propuseram um método de determinagao
proteica utilizando o método dot-blot modificado, aplicado no ensaio de precipitagcédo
tanino-BSA. A modificagdo proposta foi a substituicdo do método radioativo de
determinacao proteica por um ensaio dot-blot com corante fluoréforo, substituindo o
meétodo radioativo por uma medida fluorimétrica. Assim, os ensaios permitiam verificar
as manchas de proteinas in situ, usando uma cémera de video e analise de imagem
do computador. Varios conjuntos de filtros foram testados e, em seus testes,
conseguiram obter filtros que produzissem resultados iguais ao do método de
comparagao, mas com reducao de 70% no tempo de trabalho que o método original

exigia.

Carvalho e colaboradores (2004) estudaram a interacdo de taninos de

diferentes fontes (casca de uva, semente de uva e vinho) com BSA, utilizando método
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de fluxo continuo por deteccdo nefelométrica. Mesmo com excesso de proteina, a
quantidade de agregados insoluveis permaneceu constante para a interagdo com
casca de uva e vinho. Ja com taninos da semente de uva, houve uma diminuicdo da
quantidade de agregados insoluveis. Mostraram com isso que a técnica nefelométrica
de fluxo foi um método versatil, podendo ser utilizado para amostras complexas,

portanto confiavel para estudar a interacido entre taninos e proteinas.

Kurlbaum e Hogger (2011) avaliaram as propriedades farmacodinamicas e
farmacocinéticas de sete taninos presentes no extrato da casca de pinheiro maritimo.
Eles analisaram a extensado da ligagdo dos taninos com proteinas plasmaticas apods a
ingestdo oral do extrato, determinando a interagdo proteica com cada tanino e

mostraram que a fragédo do tanino ligada a proteinas é protegida contra a degradacao.

2.5 INTERAGCAO TANINO-PROTEINA

As interacbes e o processo de precipitagdo tanino/proteina (T/P) séao
dependentes das estruturas quimicas e concentragdes de ambos (CANNAS, 2015),
temperatura, pH, adi¢cao de sais e a composigao de alguns solventes. A temperatura
e o pH afetam o grau de ligagdo, mas néo a afinidade de interagao entre a proteina e
o tanino (OZDAL; CAPANOGLU; ALTAY, 2013).

Algumas caracteristicas proteicas sao importantes e favorecem a interagéao,
como a riqueza em prolina das proteinas (conferem estruturas mais flexiveis),
estruturas mais abertas, grande tamanho molecular e seu ponto isoelétrico
(MCMANUS et al.,, 1981; CARVALHO; MATEUS; DE FREITAS, 2004). Em
contrapartida, os taninos também possuem caracteristicas que influenciam na
interagcdo, como a alta mobilidade conformacional, o grande peso e tamanho
molecular (CANNAS, 2015), a quantidade e disposigdo dos grupos galoil (VERZA,
2006), a metilacdo, a hidroxilagdo, a glicosilacdo, a hidrogenagao (OZDAL;
CAPANOGLU; ALTAY, 2013) e a solubilidade em agua (HAGERMAN; RICE;
RITCHARD, 1998).



52

O peso molecular do tanino influencia muito na interacdo. As proteinas
possuem espacos interfibrilares que serdo ou nao intercalados pelos taninos,
dependendo do peso molecular. Caso o peso molecular seja elevado, a molécula do
tanino ndo conseguira se intercalar entre os espacgos interfibrilares de uma proteina.
Se o peso for baixo a molécula se intercala, mas pode ndo conseguir formar a
quantidade de ligagdes necessarias para assegurar a estabilidade do complexo
(DORES, 2007).

Alguns mecanismos de precipitagdo de proteinas por taninos tém sido
propostos atualmente e divergem opinides de alguns autores. A primeira proposi¢cao
€ composta por dois estagios, onde ha inicialmente a complexagéo entre o tanino e a
proteina e posterior precipitagdo do complexo (KAWAMOTO; NAKATSUBO;
MURAKAMI, 1996). Essa proposta considera somente a associagao entre o tanino e
a proteina, desconsiderando a interagao entre diferentes moléculas de proteinas.

A segunda proposicédo considera que a precipitagao ocorra por interagdes de
superficie. A interacdo decorreria da natureza multidentada dos taninos, permitindo
gue um unico tanino pudesse interagir mediante diferentes grupos fendlicos, de modo
simultaneo, com uma série de residuos de uma mesma proteina (VERZA, 2006; LE
BOURVELLEC; RENARD, 2012). Isso justificaria a afinidade entre os taninos com
elevado tamanho molecular e as proteinas (CHARLTON et al., 2002; VERZA, 2006).

A terceira proposi¢cdo considera que a precipitagdo ocorra em trés estagios.
Inicialmente varias moléculas de taninos se ligam a uma mesma proteina. Isso ocorre
até que haja saturagéo dos sitios de ligagdo de uma proteina e ocorra a associagéo
de duas moléculas proteicas, favorecendo a formacédo de complexos e a precipitagao
(CHARLTON et al., 2002; VERZA, 2006).

Os complexos reversiveis T/P sao formados por ligagbes de hidrogénio,
interacdes hidrofdbicas e ligagdes idnicas. As ligagdes de hidrogénio sao reversiveis
e pH dependentes, e ocorrem entre as hidroxilas do grupo fendlico e o oxigénio do
grupo carboxilico da proteina. As interacées de "empilhamento" hidrofobicas s&o
reversiveis e pH dependentes, e ocorrem entre sitios hidrofobicos dos residuos de
aminoacidos e aneéis aromaticos da porcéo fendlica. Estas interagdes sdo também

complementadas por ligagdes idnicas, que ocorrem entre a porgao catibnica da
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proteina e os grupos hidroxila negativamente carregados do tanino (figura 11)
(HOFMANN et al., 2006; LE BOURVELLEC; RENARD, 2012; BUNGLAVAN; DUTTA,
2013).

Figura 11 - Os mecanismos de interagao entre taninos e proteinas.
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Fonte: BOURVELLEC; RENARD, 2012.

De acordo com Hagerman e colaboradores (1998) e Verza (2006), a polaridade
do tanino pode ser utilizada para predizer a natureza de sua ligagdo com a proteina.
Quanto maior a quantidade de grupos galoil, maior sera a polaridade, determinando
que a complexacao de tanino e proteina é predominantemente formada por ligagdes

de hidrogénio. Ja para taninos n&o polares, a complexacao se da predominante por
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interagbes hidrofébicas. Em um estudo realizado por Simon et al., (2003), eles
observaram que os taninos se ligam somente a um lado do peptideo, sendo este a
porcao hidrofilica. Nesse local, ocorrem ligagbes de hidrogénio entre os grupamentos
OH dos taninos e os grupamentos carboxila de alguns residuos de prolina, formando

ligagdes de hidrogénio.

A intensidade de ligagao dos complexos ¢é influenciada pela natureza hidrofilica
ou hidrofdbica das proteinas e pela hidrofobicidade dos taninos. A hidrofobicidade dos
aneéis aromaticos e a hidrofilicidade dos grupos hidroxilas dos taninos fazem com que
estes se tornem ligantes multidentados, fazendo multiplas ligagdes ndo covalentes
com as proteinas (BRUDZYNSKI; MALDONADO-ALVAREZ, 2015). Quanto maior a
hidrofobicidade, mais forte sera a ligagao entre o complexo (OZDAL; CAPANOGLU;
ALTAY, 2013). A formagéo de complexos pela interagdo T/P reduz a solubilidade dos
mesmos (no caso de proteina soluvel), levando a agregacdo e precipitagcao
(HAGERMAN, 1992; CARVALHO, 2007; ADAMCZYK et al., 2012).

Os complexos formados entre taninos e proteinas anibnicas ou no ponto
isoelétrico sdo reversiveis, dependentes do pH, quantidade e peso molecular dos
reagentes (MEJBAUM-KATZENELLENBOGEN et al.,, 1959). A dissociacédo dos
complexos T/P pode ser feita por tratamentos com variagdo do pH, uso de
detergentes, polimeros ou cafeina, para que haja a diminuigdo da concentracdo de
taninos (HAGERMAN, 1992). A cafeina proporciona uma recuperacdo de mais de
90% de proteinas. Seu uso para a remogao de taninos em misturas da origem a
proteinas isoladas e ao complexo cafeina-tanino, dependo da razdo molar de cafeina
para tanino (MEJBAUM-KATZENELLENBOGEN et al., 1959).

Para a dissociacdo do complexo, também podem ser usados polissacarideos
neutros e aniénicos (pectina, goma arabica, xantana, gelatina), pois estes podem
romper a ligagcéo entre o tanino e competir com a agregacgéao proteica. Eles também
podem desenvolver uma estrutura que seja capaz de encapsular e se complexar com
o tanino, conforme demonstrado na figura 12 (FREITAS; CARVALHO; MATEUS,
2003). Polimeros como polivinilpirrolidona (PVP) podem ser utilizados na dissociagao,

através de competicdo com a proteina (VERZA, 2006).



55

Figura 12 - Possiveis mecanismos (i e ii) envolvidos na inibicdo da agregacgéao de taninos (T) e
proteinas (P) por carboidratos (C).
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Fonte: CARVALHO; FREITAS; MATEUS, 2010

2.6 TECNICAS EXPERIMENTAIS UTILIZADAS NOS ESTUDOS DE INTERAGAO
T/P

2.6.1 Precipitagcao de proteinas

Por ser uma técnica simples, a precipitacdo vem sendo uma operagao bastante
utilizada em industrias e laboratérios para separar as proteinas, baseada na
solubilidade das mesmas (PESSOA JUNIOR; KILIKIAN, 2005; COELHO, 2012). A
precipitacdo seletiva de proteinas pode ser utilizada para recuperar uma proteina
especifica, um grupo de proteinas e até a totalidade das proteinas de uma solugéo
proteica que se deseja (LOVRIEN; MATULIS, 1997).
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Alguns fatores podem influenciar na precipitacdo, como as caracteristicas
fisicas e bioquimicas das proteinas e dos agentes precipitantes. Dentre esses fatores,
podemos citar a estrutura quimica, concentracao da proteina e do precipitante, o ponto
isoelétrico (pl), a carga, a estrutura e o tamanho da proteina, e outros fatores como o
pH do meio (KRAUS; DAHLGREN; ZASOSKI, 2003; ADAMCZYK et al., 2012), a forga
ibnica (FREITAS; CARVALHO; MATEUS, 2003), temperatura (KAWAMOTO;
NAKATSUBO, 1997) e solventes (BUENO; SILVA; QUEIROZ, 2011).

O pH afeta a disposi¢cao de cargas em uma proteina, pois 0 excesso de cargas,
tanto positivas (pH acido) quanto negativas (pH basico), podem aumentar a sua
solubilidade. As proteinas podem ser precipitadas utilizando seu ponto isoelétrico, que
consiste no pH em que a molécula proteica ndo tem nenhuma carga liquida. A
auséncia de cargas diminui a repulsdo entre moléculas e a interagdo com o solvente,
favorecendo a interacdo proteina-proteina e precipitagdo. A existéncia ou nio de
carga determina a interacdo da proteina com o meio aquoso (PESSOA JUNIOR;
KILIKIAN, 2005).

ions inorganicos, como polifendis e taninos vegetais, utilizados em condicdes
de acida a neutra, precipitam bem as proteinas. Quando os polianions se ligam a
proteina, a deixam com uma conformag¢do mais compactada e pouco hidratada. A

contragdo molecular da proteinas leva a precipitagcao (LOVRIEN; MATULIS, 1997).

2.6.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida

A técnica de eletroforese em gel € muito utilizada para analise de amostras
bioldgicas e os principais tipos utilizam agarose ou poliacrilamida na composi¢céo do
gel (WESTERMEIER et al., 2005). A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) é
utilizada para separar e analisar amostras de proteinas e moléculas de acido nucleico,
e pode ser feita sob condi¢ées desnaturantes ou redutoras (SDS-PAGE) e de forma
nativa (PAGE NATIVO) (HEGY!I et al., 2013).
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A eletroforese SDS-PAGE permite separar as proteinas, de forma qualitativa,
de acordo com seus pesos moleculares. Essa técnica utiliza como agente
desnaturante o detergente aniénico dodecil sulfato de sddio (SDS), que rompe as
interacbes nao-covalentes e como agente redutor o mercaptoetanol, que reduz as

ligagdes dissulfeto e rompe as ligagdes cruzadas das proteinas (HEGYI et al., 2013).

A eletroforese PAGE NATIVO permite caracterizar e separar as proteinas de
acordo com sua carga liquida e seu peso molecular. Ela pode fornecer também,
informagdes qualitativas sobre a estrutura nativa da molécula, caracterizando,
identificando e isolando uma substédncia ou uma mistura de substancias
(WESTERMEIER et al., 2005).

O gel utilizado para a separagéo das proteinas é formado pela copolimerizagao
da acrilamida na presenca da bisacrilamida (N, N-metilenobisacrilamida), formadora
de ligagbes cruzadas. A polimerizagao se inicia com a adigdo do oxidante persulfato
de amodnio (APS), para evitar que o oxigénio neutralize os radicais livres formados e
com a adigdo do catalisador de radicais livres tetrametilenodiamina (TEMED)
(WILSON; WALKER, 2009). Como resultado, ha a formagao de um gel poroso, que

permite a migragao das proteinas diante de um potencial elétrico (HEGYI et al., 2013).

A porosidade do gel ou grau de reticulagado é determinada pela concentragao
de acrilamida e bisacrilamida, onde uma maior concentragdo desses componentes
diminui a mobilidade eletroforética das proteinas (WESTERMEIER et al., 2005). O gel
€ polimerizado entre duas placas de vidro (figura 13a) e pode ser dividido em dois
tipos de géis: o gel de resolugdo ou separagdo com poros pequenos, € o gel de
empilhamento com poros grandes (WILSON; WALKER, 2009).

A técnica é realizada com o gel preparado preso em um suporte (figura 13b),
colocado dentro de uma cuba vertical com tampao (13c). As amostras sao colocadas
no gel de empilhamento, o qual contem pequenos pogos formados com o auxilio de
um pente, e entdo a cuba é fechada com uma tampa que possui eletrodos. A eles é
ligada uma fonte de tensao, que faz a migragao das proteinas (figura 13d) (WILSON;
WALKER, 2009).
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Figura 13 — Etapas da técnica de eletroforese PAGE nativo: (a) polimerizagéo do gel, (b) colocagao
do gel no suporte, (c) suporte com gel dentro da cuba e (d) cuba montada com o gel e ligada a fonte
de energia.

Fonte: Disponivel em: http://www.bio-rad.com/pt-br/product/mini-protean-tetra-cell?pcp_loc=catprod.
Acessado em 18 out 2017.

A migracao proteica depende da relagcdo entre as caracteristicas fisicas do
sistema de eletroforese e das proteinas. As proteinas possuem grupos funcionais
ionizaveis e, em determinado pH, elas adquirem carga positiva ou negativa (WILSON;
WALKER, 2009). Sob a influéncia de um campo elétrico aplicado a um meio condutor
(tampao), uma corrente elétrica flui e faz com que as proteinas sejam deslocadas na
diregcdo do eletrodo de carga oposta. Por possuirem cargas elétricas e massas
diferentes, as moléculas migram em diferentes velocidades e se separam em fragdes
distintas (WESTERMEIER et al., 2005). As de menor massa migram mais
rapidamente que as de maior massa. Alguns fatores podem interferir na migragao das
proteinas, como: for¢ga do campo elétrico, pH e concentracado do tampéao, temperatura
do sistema, tamanho do poro do gel, tamanho, carga e forma da proteina (BIO-RAD,
2012).

A corrente elétrica e a poténcia empregadas em uma corrida eletroforética séo

selecionadas de acordo com a espessura do gel, mas pode variar durante a corrida,
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devido a condutividade do tamp&o e do gel. O tampao de corrida tem em sua
composi¢éo a glicina e o gel tem ions CI. A glicina tem ponto isoelétrico (pl) 6,5 e
como o gel de empilhamento é preparado com tampao a pH 6,8, ndo ha quase
nenhuma carga liquida, deixando a glicina com baixa mobilidade e baixa capacidade
de transporte. Isso deixa a velocidade de migracao relativamente elevada. Devido ao
fato do gel de empilhamento ter poros grandes, a mobilidade ndo depende do tamanho

da molécula, e sim da carga liquida (HEGYI et al., 2013).

A passagem das moléculas para o gel de resolugdo encontra uma maior
resisténcia, devido a diminuicdo dos poros e a diferenga de pH entre o tamp&o do gel
de separagao (pH=8,8) e o pH da glicina. Isso faz com que elas migrem de forma mais
lenta e algumas zonas figuem mais concentradas. Essa mudancga de gel ndo afeta o
baixo peso molecular da glicina, com isso as moléculas passam e se tornam mais
carregadas. A mobilidade, agora, ja depende da carga e tamanho da molécula
(WESTERMEIER et al., 2005; HEGY!I et al., 2013). O azul de bromofenol, um corante
de rastreamento presente no tampao de amostra, permite acompanhar a distancia
percorrida pelas proteinas no gel até o final da corrida, evitando que moléculas sejam
arrastadas do gel para o tampao de corrida (HEGY]1 et al., 2013).

As proteinas que foram isoladas no gel ndo podem ser visualizadas a olho nu,
mas podem ser visiveis apos o gel ser corado com corantes especificos (normalmente
Azul de Coomassie Brilhante R-250 ou nitrato de Prata) e ser descorada com solugéo
descorante acida (WILSON; WALKER, 2009).

2.6.2.1 Leitura e interpretagcao do gel de eletroforese

Para a leitura do gel utiliza-se um equipamento que permite o escaneamento
por densitometria. Geralmente o software de analise esta ligado ao software de
digitalizacdo (WESTERMEIER et al., 2005). Na eletroforese de proteinas plasmaticas
geralmente predominam cinco bandas, que correspondem a albumina, alfa-1-
globulina, alfa-2-globulina, betaglobulina (que pode se dividir em beta-1-globulina e

beta-2-globulina) e gamaglobulina. Eventualmente, pode ser observada a presenga
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da pré-albumina. As figuras 14a e b, apresentam em um gel de eletroforese as
disposi¢cdes das cinco bandas principais presentes no soro plasmatico. Os pesos
moleculares de marcadores proteicos sdo utilizados como referéncia para a
quantificagdo de cada banda, formando um diagrama (figura 14c) (WESTERMEIER et
al., 2005).

Figura 14 - Padrao de eletroforese PAGE nativo de proteinas plasmaticas: (a) padrdo de bandas de
proteinas plasmaticas, (b) amostra de plasma de um individuo sadio e (c) Conversao das bandas de
eletroforese em um eletroferograma.
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Fonte: https://www.slideshare.net/mprasadnaidu/plasma-proteins-32909503. Acessado em 08/06/2017

2.6.3 Quantificagao de proteinas

O método de Bradford (1976) € rapido e sensivel, mas os resultados das
dosagens dependem muito do grau de pureza do corante (BRADFORD, 1976).
Também & um método simples, barato e que sofre menos interferéncia de conteudos
nao proteicos presentes em amostras bioldgicas e de reagentes. Ele utiliza o corante
Azul de Coomassie Brilhante G-250, que se liga aos aminoacidos arginina, lisina,
triptofano, histidina, tirosina e fenilalanina que compdéem as proteinas (através de
forgas de van der Walls e interagdes eletrostaticas) (OWUSU-APENTEN, 2002), mas
nao se liga a aminoacidos livres (KRUGER, 2002). A maior resposta é obtida em
ensaios que tenham residuos de arginina, com leitura por espectroscopia a 595 nm
(OLSON e MARKWELL, 2007).
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A metodologia de Bradford € muito utilizada na quantificagcdo de proteinas
soluveis, e € superior aos meétodos de Lowry e biureto, isso por sofrer menor
interferéncia de fendlicos. Porém, para a utilizacdo em amostras com metabdlitos
secundarios de plantas, € preciso utilizar esta metodologia com modificagdes. Alguns
reagentes minimizam as interagdes proteinas-taninos (PVP, TCA, 2-mercaptoetanol,
EDTA) e podem ser utilizados quando associados a esse método (OWUSU-
APENTEN, 2002). Como referéncia para a quantificagéo, utiliza-se um padrao proteico

que permite tracar uma curva padrao e estimar a concentragao de proteinas no meio.

Os valores considerados como referéncia das concentragdes relativas de
proteinas totais e das cinco principais fracdes proteicas presentes no plasma humano
(individuo normal), sao descritos na tabela 1. A albumina é a proteina mais abundante
no plasma, correspondendo em meédia cerca de 60% da concentracido total de
proteinas (TUAZON, 2014). A faixa da gamaglobulina €& composta pelas
imunoglobulinas, predominantemente pela IgG (~14% das proteinas totas)
(STANDRING; BORLEY, 2010).

Tabela 1 - Concentragao de proteinas totais e das principais fragdes de proteinas presentes no
plasma de um individuo normal.

Concentragdo (%) Concentracdo (g/dL)

Proteinas Totais 100 % 6,0 -8,2
Albumina 55 -69,5 3,3—-5,7
a-1 Globulina 1,7-4,9 0,1-04
a-2 Globulina 5-11 0,3-0,9
B Globulina 11,7-14,6 0,7-1,2
y Globulina 8,3—-18,3 0,5-1,5

Fonte: Tuazon (2014).

2.6.4 Espalhamento Dinamico de Luz (EDL) e Potencial Zeta ()

Muitos processos de separacgao e purificagdo de produtos biolégicos podem ser
controlados pelo tamanho e propriedades elétricas de superficie das particulas

(proteinas). Um estudo relata o uso de EDL e ¢ para avaliar o tamanho das particulas
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e as cargas superficiais de moléculas em diferentes concentracdes e pHs
(THONGKAEW et al., 2014).

A medida do tamanho de particula pode ser utilizada para determinar o grau de
agregacéao das proteinas, que pode variar de acordo com o pH e forga ibnica. S&o
técnicas muito utilizadas para estudar a formacao de complexos tanino/proteina e para
otimizar processos de precipitagao, seguido por centrifugacao ou filtracado (BOWEN et
al., 1998; LE BOURVELLEC; RENARD, 2012).

O espalhamento dindmico de luz € uma técnica granulométrica que determina
algumas propriedades de uma particula em suspensdo, baseadas no didmetro
esférico como tamanho das particulas, formagao de agregados, monitoramento de
ligacéo a ligantes e investigagéo do comportamento de solugdes complexas. E muito
utilizada para dimensionar proteinas, dispersdes e colbéides (SHAW, 2014).

As particulas se movimentam constantemente e de forma aleatéria, e isso é
chamado de movimento browniano, sendo que a velocidade do movimento varia de
acordo com o tamanho da molécula (quanto menor, maior a velocidade), temperatura
(quanto maior, maior a velocidade) e viscosidade do meio (quanto menor, maior a
velocidade) (DOMINGUES et al., 2008; SHAW, 2014). A dispersédo de luz é obtida
com a emisséo de um feixe de luz (laser) que colide com as particulas, se dispersando
em diferentes intensidades de acordo com o movimento browniano (MALVERN,
2014). A analise das variagdes de intensidade de luz gera o coeficiente de difuséo
translacional (D), que define a velocidade de difusdo e pode ser convertido no

diametro hidrodinamico (dn) através da equagéo de Stokes-Einstein:

_ kT
= 3nnD

, onde k é a constante de Boltzmann, T é a temperatura, n € a viscosidade (SHAW,
2014).

Além do tamanho de particula, o calculo do Potencial Zeta permite
compreender a influéncia das cargas na agregacao e dispersao de particulas em meio
liquido. Pode ser usado como indicador de estabilidade do sistema coloidal,

possibilitando diminuir o tempo e custo de uma formulacdo. Isso € possivel porque os
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grupos funcionais presentes na superficie das particulas podem se dissociar ou
adsorver ions em meio aquoso, influenciando no potencial de superficie das particulas
(DOMINGUES et al., 2008; SALGIN; SALGIN; BAHADIR, 2012).

A variacdo de pH leva a ionizagdo de aminoacidos em meio aquoso, dando
origem a carga superficial negativa das proteinas. Assim, as proteinas influenciam nas
cargas do meio em que se encontram, sendo o plasma ou solugdes. Devido a carga
superficial negativa, alguns ions de carga oposta (cations) se ligam a superficie das
proteinas plasmaticas, através de atracéo eletrostatica. Essa camada compacta de
ions formada ao redor da proteina, e que chega a se mover com ela, é chamada
Camada Stern (HUNTER, 1981).

As cargas negativas das proteinas continuam atraindo ions, mas estes séo
repelidos pelas cargas positivas da Camada de Stern. Com isso, uma camada de
contra ions é formada, chamada de camada difusa (HUNTER, 1981). Os ions que
estdo fortemente ligados a molécula se movem com ela na presenga de um campo
elétrico. Essas duas camadas, sendo uma que se move e a outra ndo, sao delimitadas
pelo Plano de Cisalhamento (DOMINGUES et al., 2008). O movimento de cargas
neste plano gera uma diferenga de potencial elétrico, e o dimensionamento dessas
interagcdes eletrostaticas entre superficies carregadas é conhecido como Potencial
Zeta (HUNTER, 1981). Toda essa distribuicdo de cargas e formacdo de camadas
podem ser visualizadas na figura 15.
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Figura 15 - Representacédo esquematica da distribuicdo de cargas e formagao da dupla camada
elétrica que circunda uma particula em meio aquoso. O potencial zeta é formado no plano de
cisalhamento.

:-—-E Dupla camada elétrica
+ g
* :
+ q-‘ O /

Plano de cisalhamento

Particula com carga de
superficie negativa

Q

Camada Stern
-100

Camada difusa

Potencial de superficie

Potencial Stern

my
Potencial Zeta

T r .2

Distincia da superficie da particula

Fonte: Disponivel em https://nanocomposix.com/pages/characterization-techniques#smps. Acessado em 20 maio
2017.

A carga superficial da particula depende do pH da solugdo em que se encontra,
podendo chegar a zero se o pH estiver no seu ponto isoelétrico (NANOCOMPOSIX,
2016). Outras caracteristicas como tipo e concentracdo de sal no meio aquoso
também interferem na carga elétrica das moléculas (SALGIN; SALGIN; BAHADIR,
2012). Estes e outros fatores podem influenciar a mobilidade das proteinas, como a
viscosidade e a constante dielétrica do liquido de dispersao, e também o potencial
eletrocinético, presente entre a particula em movimento e o liquido
(WONGSAGONSUP et al., 2005).

A intensidade do ¢ indica o grau de repulsdo entre as particulas de cargas
semelhantes (HORIBA INSTRUMENTS, 2009), e tem grande influéncia na

performance dos processos de separagao de proteinas plasmaticas (BOWEN et al.,
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1998). Na regido do ponto isoelétrico da proteina, o ¢ fica em torno de zero, o que
significa que ocorreu a precipitagdo ou coagulacdo completa da substéncia
(WONGSAGONSUP et al., 2005).

A técnica é realizada adicionando a amostra de uma solugéo, dispersdo ou
suspensao em uma cubeta que possui dois eletrodos. Quando um potencial elétrico €
aplicado ao eletrodo, ha uma mobilidade eletroforética em diregdo ao eletrodo que
possui carga contraria a das particulas. O equipamento de leitura entdo emite um feixe
de laser, fazendo com que as particulas se movam através dele. Com isso, a variagao
na intensidade da luz do meio ocorre numa frequéncia proporcional a velocidade da
particula. A medida dessas variagdes permite calcular o potencial zeta
(NANOCOMPOSIX, 2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar o perfil de precipitagcao das proteinas plasmaticas, a partir do plasma
humano, utilizando acido galico e acido tanico como agentes precipitantes, sob
diferentes condicdes de precipitagao.

3.2 ESPECIFICOS

e Avaliar diferentes solventes (agua e solugéo etandlica 30%) para o acido galico e
acido tanico durante as precipitagdes de proteinas a partir do plasma humano;

e Avaliar a influéncia da ordem de ajuste do pH do plasma, antes ou apds a adigéo
das solugdes dos taninos;

e Avaliar a variagao do tempo de homogeneizagao e concentragdes de acido galico
e acido tanico;

e Estudar a influéncia do pH durante as precipitacoes;

e Verificar as proteinas precipitadas nas pastas brutas obtidas por eletroforese em
gel de poliacrilamida;

¢ Quantificar as proteinas pelo método de Bradford;

e Avaliar a interacdo do tanino/proteina através do perfil de agregacdo das
moléculas por EDL e suas cargas superficiais pelo .
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENGCAO DO PLASMA

Os experimentos deste trabalho foram realizados apds a aprovagéo do Comité
de Etica em Pesquisa da UFPE e da Fundacéo de Hematologia e Hemoterapia de
Pernambuco - HEMOPE (Processo n° 1.727.579). O material de partida utilizado nos
experimentos foi o plasma fresco congelado, obtido por doagdo de voluntarios do
estado de Pernambuco. As bolsas de plasmas foram cedidas pela Fundagao
HEMOPE e séo consideradas excedentes, ou seja, aquelas bolsas que nao sao
utilizadas nos servicos de hemoterapia de Hospitais e Clinicas. Visando garantir
seguranga, todo o plasma disponibilizado foi previamente triado no setor de sorologia
do HEMOPE, sendo realizados testes sorologicos determinados em legislagcéo
sanitaria especifica. Todas as informagdes do doador foram mantidas em sigilo pelo
Hemocentro, sendo fornecidas para a UFPE apenas as informacgdes sobre os testes
sorologicos realizados, seguindo todos os critérios de doagao exigidos pela RDC n°
34, de 11 de Junho de 2014 (ANVISA, 2014).

4.2 MATERIAIS

Todos os insumos farmacéuticos utilizados nos processos experimentais
possuiam grau de pureza que atendiam os requisitos farmacopeicos. Os acidos galico
e tanico foram obtidos comercialmente. A IgG foi obtida por Gouveia (2013) em
parceria com o HEMOPE e UFPE, estudo este que visou a producdo de
imunoglobulina humana intravenosa pelo método de Cohn-Oncley, e foi cedida ao

Laboratdrio de Pesquisa em Biotecnologia e Hemoderivados da UFPE.
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4.3 DEFINICAO DOS PARAMETROS PARA AS PRECIPITACOES

Para realizar as precipitagbes, alguns parametros foram pré-determinados.
Baseado em testes iniciais realizados e nao descritos aqui, foram utilizados: 1,5 g de
tanino em relagdo ao volume de plasma (1,5g/100ml), diluidos em 125 ml de agua
(225 ml de volume final e concentragcdo de 0,67% de tanino) e 41,4 ml de solugao
etandlica 30% (141,4 ml o volume final, concentracao de 1,06 % de tanino). Os ajustes
de pH foram feitos apds a adi¢cao das solugdes dos taninos nos sobrenadantes l e Il e

o tempo de homogeneizagao foi de 30 minutos.

Em relacdo aos pHs de precipitacdo, na tentativa de precipitar algumas
proteinas de acordo com seus pontos isoelétricos, foram utilizadas duas proteinas
como referéncia, albumina e a imunoglobulina G, que possuem respectivamente
pontos isoelétricos iguais a 4,9 e 6,9. Tais proteinas foram selecionadas por estarem

em maiores concentragdes no plasma.

Todos os experimentos foram realizados com duas precipitacdes sucessivas, e
para cada uma delas houve um ajuste de pH. Baseado na sequéncia de precipitagao
proteica do método de Cohn (1946), que obtém as imunoglobulinas na fragao Il + lll e
a albumina na fragdo V, foram realizados o ajuste de pH para 6,9 na primeira
precipitacédo, visando a precipitacdo da IgG, e o ajuste de pH para 4,9 na segunda
precipitacédo, visando a precipitacdo da albumina. Essa ordem é indicada para que
nao ocorram perdas de imunoglobulina durante o processo, dado sua menor
concentracdo em relacao a albumina. Estas condi¢cdes de pH foram utilizadas para as
variagdes de solventes, ordens de ajustes de pH, concentragdes de taninos e tempos
de homogeneizagdo. Para os testes de variagbes de pH, para cada variagdo de pH
realizada, o mesmo pH foi utilizado para as duas etapas de precipitagéo.

Adicionalmente, os experimentos foram realizados a temperatura ambiente
(~25°C). No entanto, optou-se por realizar a centrifugacdo das misturas a baixa
temperatura (8°C), pois isso favorece a formag&o de sedimentos mais firmes no fundo

dos tubos e evita 0 aquecimento das amostras (ZUMBO, 2013).
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4.4 PRECIPITACAO DE PROTEINAS PLASMATICAS UTILIZANDO ACIDO GALICO
E ACIDO TANICO

As solugdes (aquosa e etandlica 30%) de AG e AT, foram preparadas em
baldes volumétricos antes de iniciar as precipitacoes, considerando a propor¢ao de
1,5 g de cada tanino para 125 ml de agua ultrapura (solugao de acido galico 0,07 M e
de acido tanico 0,007 M) e/ou 41,4 ml de solugéo etandlica 30% (solugdo de acido
galico 2,13 M e de acido tanico 0,213 M).

Bolsas de plasma (~200 ml) foram descongeladas a +4°C por 24 horas, em
quantidade suficiente para realizar experimentos com 100 ml cada. O plasma foi
clarificado por centrifugacao a 3500 RPM, a 8°C por 20 minutos. O crioprecipitado
formado foi separado vertendo o criosobrenadante em béquer e teve seu pH e
temperatura medidos. Separou-se em diferentes béqueres 100 ml de
criosobrenadante para realizar o experimento correspondente a cada condigao
proposta (de acordo com a figura 16), em temperatura ambiente (~25°C). Em seguida,
a solucéo de tanino preparada (125 ml de solugdo aquosa ou 41,4 ml de solugéo
etandlica de tanino) foi adicionada a 100 ml de criosobrenadante. Posteriormente, as
misturas foram tratadas com acido cloridrico (HCI) 6M ou hidroxido de sédio (NaOH)
5M para ajuste do pH, tendo seus pHs ajustados para diferentes valores. O ajuste foi
realizado antes ou apds a adigcdo das solugdes de taninos. As misturas foram
homogeneizadas em temperatura ambiente no agitador magnético, nos diferentes
tempos propostos e em seguida, centrifugadas de acordo com os parametros
anteriormente citados. O precipitado | e uma aliquota de 1,5 ml do sobrenadante |
foram armazenados a -20°C para realizacdao da quantificagdo proteica e da
eletroforese. O sobrenadante | teve seu pH e temperatura medidos. Cada solucéo de
tanino foi adicionada novamente no sobrenadante |, seguindo a proporgéo de 1,5 g de
tanino para 100 ml de sobrenadante. As misturas foram novamente tratadas com
acido cloridrico (HCI) 6M ou hidréxido de sodio (NaOH) 5M para ajuste do pH, antes
ou depois da adicdo das solugbes dos taninos. Apdés a homogeneizagdo em
temperatura ambiente no agitador magnético, por diferentes tempos, o precipitado Il
foi separado por nova centrifugacédo e ambos, o precipitado Il e o sobrenadante I,
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foram armazenados a -20°C para testes posteriores. O fluxograma da metodologia é
ilustrado na figura 17.

Figura 16 - Condic¢des utilizadas nos experimentos: (1) solventes para os taninos, (2) ordens de ajuste
de pH, (3) concentragdes dos taninos, (4) tempos de homogeneizagao e (5) ajustes de pH.
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Em cada experimento foi utilizada somente uma condigdo. Para as condigbes de 1 a 4, a mesma
variagao foi utilizada nas duas etapas de precipitacdo. Para a condigédo 5, de pH, foram utilizados os
pHs como descritos acima, na primeira e segunda precipitagdes, respectivamente. Alguns parametros
foram pré-determinados para iniciar as precipitagdes, como: 125 ml de agua, ajuste de pH depois da
adicao do tanino, concentracédo de 1,5% de tanino em relagdo ao volume de plasma, tempo de
homogeneizagao de 30 minutos e pHs de 6,9 e 4,9, considerando os pontos isoelétricos da IgG e da
albumina.
Fonte: O autor.
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Figura 17 - Fluxograma geral do processo de produgao de pastas brutas de proteinas plasmaticas.
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4.5 ANALISE DAS PROTEINAS FRACIONADAS EM GEL DE POLIACRILAMIDA
PARA ELETROFORESE (PAGE) NATIVO

As pastas brutas obtidas com os precipitados | e Il, e sobrenadantes Il, foram
analisados por eletroforese PAGE nativo em gel de poliacrilamida. Utilizou-se o kit
Mini-PROTEAN Tetra Cell, fonte elétrica e reagentes obtidos da BIORAD®. Os géis de
poliacrilamida foram preparados nas concentragdes de 4% (gel de empilhamento) e
10% (gel de separagdo), em tubos falcon, seguindo o protocolo do manual do

equipamento, conforme a tabela 2.

Tabela 2 - Composigéo dos géis para eletroforese PAGE nativo.

Volume em ul para um gel

Solugbes Gel de empilhamento Gel de separagéo

4% 10%

Agua destilada 1240 2490

Acrilamida/Biscacrilamida 268 1980

Tampao Tris-HCI pH=8,8 - 1500

Tampao Tris-HCI pH=6,8 500 -

APS 10% 10 30

TEMED 2 4,2

Conjuntos de placas de vidro (lisa e espagadora) foram montados no suporte
do kit adquirido. Foram aplicados 3,5 ml do gel de separagéo, com pipeta, no conjunto
de placas e cobertos com butanol 50% até sua total polimerizagdo. Em seguida, o
butanol foi removido, através de capilaridade, por papel filtro até total secagem.
Posteriormente foi adicionado 1,0 ml de gel de empilhamento e em seguida, encaixado
o pente para formacédo dos pogos de aplicacdo (10 pogos em cada gel). Os géis
polimerizados, ja sem o pente, foram transferidos para o suporte com eletrodos e
encaixados dentro da cuba. Adicionou-se o tampao de corrida entre as placas até
cobrir os pogos. Todas as amostras foram preparadas utilizando 50 pg de pasta bruta
umida formadas com os complexos T/P, diluida em 950 ul de agua ultrapura. Em
seguida, as amostras foram misturadas ao tampao de amostra na proporgao 1:2. Em

um dos pogos formados no gel de empilhamento foi aplicado 10 pyl de marcador
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proteico como referencial padrdo (BIORAD®) e no restante dos pogos, foi aplicada
uma aliquota de 10 uyl de amostra. Finalizada a aplicagdo, a cuba foi tampada e
conectada a fonte elétrica mantendo 80 V de corrente inicial por 10 minutos para o gel
de empilhamento, seguido de 120 V até o final da corrida para o gel de separagéo,
mantendo a amperagem livre. Apds a corrida, os géis foram removidos das placas de
vidro. Cada gel foi colocado em um recipiente com 25 ml de corante Coomassie de
Azul Brilhante e agitados de forma lenta por 1 hora. A descoloragdo para a
visualizacdo das bandas proteicas foi realizada em duas etapas de 30 minutos com
solugdo descorante contendo 45 ml de metanol, 4 ml de acido acético e agua q.s.p.
100 ml.

A captagdo das imagens das bandas proteicas foi realizada por meio do
densitdbmetro Bio-DS-5000 plus Microtek e do software LPixlmage (Loccus

Biotecnologia®).

4.6 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS TOTAIS

4.6.1 Preparo da curva de calibragao de BSA

Para o preparo da solucao estoque de BSA em um balao volumétrico de 10 ml,
foram dissolvidos 250 pL de BSA 40 mg/ml em &agua ultra-pura, obtendo uma
concentragdo final de 1 mg/mL. As solugbes de trabalho foram preparadas
adicionando aliquotas de 10, 20, 40, 60, 80 e 100 pL da solugao estoque, em ftriplicata,
em tubos de ensaio e acrescentados agua até o volume final de 100 pL. O branco foi
preparado em outro tubo de ensaio com 100 pL de agua. Aos tubos foram adicionados
2,5 ml do reagente de Bradford e foram levemente agitados em vortex. As leituras das
absorbancias foram feitas no comprimento de onda de 595 nm, no espectrofotdmetro
Biospectro SP-220, utilizando uma unica cubeta de plastico. O branco foi utilizado para
zerar o equipamento e em seguida, foram feitas as leituras dos padrdées e das

amostras.
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4.6.2 Quantificagao das amostras dos sobrenadantes | e Il

Foram preparadas diluigdes de duas amostras nas proporcdes de 1, 1:2, 1:4,
1:10 e 1:20, em triplicata, para efeito de padronizacdo. Em cada tubo foram
adicionados 100 uL das amostras e 2,5 ml do reagente de Bradford. A solugéo corada
foi agitada em vortex e depois de 5 minutos suas absorbancias foram lidas em

espectrofotdbmetro, conforme descrito no item anterior.

As amostras do plasma de origem foram diluidas a 1% e as amostras dos
sobrenadantes a 5%, com agua ultrapura. Depois, 500 yL de cada amostra diluida
foram misturados com 125 pL de acido tricloroacético a 72%. Apds 1 h de incubacao
a +2° C e centrifugacao (14600 rpm, 15 min), os sobrenadantes foram descartados e
os precipitados dissolvidos em 1000 yL de NaOH 1 M. Em seguida, 100 pyL das
solucdes resultantes foram colocadas em tubos de ensaio e foram adicionados 2,5 mL
de reagente de Bradford. A solugédo corada foi agitada em vortex e depois de 5

minutos suas absorbancias foram lidas em espectrofotdémetro.

4.6.3 Calculo das concentragoes proteicas

Os calculos das quantidades de proteinas plasmaticas presente nos plasmas
de origem e nos sobrenadantes | e Il foram baseados na curva padrédo de BSA e sua
equacao da reta. Os valores obtidos foram multiplicados pelo fator de diluicio inicial
de cada amostra (x 20 para amostras preparadas a 5% e x 100 para amostras
preparadas a 1%) e também pelo fator de correcédo, que corresponde as diluigdes
realizadas durante a execugcdo da metodologia de quantificagdo (x 20). As
concentracdes de proteinas precipitadas foram dadas como perda percentual da
quantidade inicial de proteinas plasmaticas presentes no plasma de origem do
experimento. Entdo, 100% significa que a quantidade total das proteinas foi

precipitada e um resultado de 0% significa que n&o houve precipitagdo. As
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quantificacbes foram realizadas em triplicata, sendo calculada a média e desvio
padrao de cada amostra.

4.7 ESPALHAMENTO DINAMICO DE LUZ E POTENCIAL ZETA

O diametro hidrodinamico das particulas e o potencial zeta foram medidos no
aparelho Zetasizer NanoZS (Malvern Instruments Ltd., Reino Unido) com um laser He-
Ne (A = 633 nm), angulo de espalhamento fixado em 173°, temperatura a 25°C e 2
minutos de estabilizacdo da temperatura antes das medi¢gdes. Todas as medidas

foram executadas utilizando os mesmos parametros.

Foram analisadas inicialmente amostras diluidas em agua ultrapura, de 1gG
(0,05g/10 ml), e para ambos os acidos galico e tanico (0,15g/10 ml), considerando a
concentragao das solugdes de taninos de 1,5% em relagéo ao volume da solugao de
IgG. Posteriormente, foram analisadas as misturas das solugdes de IgG + acido galico
e IgG + acido tanico, na proporgédo de 2000:30 pl de IgG/tanino. A forga ibnica das
amostras foi mantida constante e o pH ajustado para 3,0, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5,
7,0, 7,5 e 10,0, diretamente antes das medi¢cdes. Os eppendorfs com as solucdes
foram homogeneizados e deixados em repouso durante 10 minutos. As amostras
foram analisadas em triplicata, e para cada amostra foram realizadas trés medidas no

modo automatico do equipamento.

Para a técnica do potencial zeta foram utilizadas células zeta descartaveis DTS
1060 e para o espalhamento dinamico de luz, cubeta de dimensionamento DTS 0012.
As medidas foram analisadas utilizando o software do equipamento ZetaSizer 10.11.1,
Malvern®. Os dados finais obtidos sdo referentes a média das triplicatas + desvio

padrao da média e os graficos foram plotados no programa Origin® 8.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com afinalidade de avaliar os perfis de precipitagao das proteinas plasmaticas
pelos taninos (acido galico e acido tanico), foram realizados ensaios com variagdes
de pH, ordem de ajuste de pH (antes ou apds a adigdo da solugao de tanino), tempo
de homogeneizagao e concentragéo dos precipitantes. As variagdes foram realizadas
em duas etapas para possibilitar, através do ajuste de pH, a precipitagado da proteina
desejada. Para cada experimento, as precipitacbes foram realizadas em pequena
escala para determinar as condi¢des ideais. A partir desses testes, foi possivel obter
o melhor parametro de cada variacdo. As comparagdes foram feitas utilizando-se
eletroforese PAGE nativo, potencial zeta, tamanho de particulas e quantificacdo de
proteinas.

5.1 CARACTERITICAS DAS PASTAS BRUTAS

As precipitagdes utilizando os AG e AT resultaram em pastas brutas distintas
(figura 19), em relagéo as coloragdes, as texturas e nas quantidades de precipitados.
As coloracdes das pastas estdo relacionadas as caracteristicas de coloragcédo dos
precipitantes. As cores dos precipitados do AT aumentaram de intensidade a partir do
pH 7,0 e o AG a partir do pH 6,0, sugerindo uma possivel oxidagdo dos taninos com
o aumento do pH e oxigenagédo do meio. O acido tanico (marrom) formou uma pasta
bruta marron, mais cremosa e com maior formacgao de precipitado em relagdo ao acido
galico. O acido galico (branco), gerou uma pasta esbranquigada, de textura mais
ressecada e menor rendimento de precipitados. As quantidades de precipitados

podem ser relacionadas a estrutura dos taninos.
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Figura 18 — Imagens dos taninos (po) utilizados para precipitagéo de proteinas plasmaticas (em cima)
e de suas respectivas pastas brutas obtidas (a baixo). A esquerda esta o acido tanico e a direita, o
acido galico.

Fonte: O autor

5.2 ANALISE DAS PROTEINAS PLASMATICAS

De acordo com as eletroforeses das pastas brutas obtidas, observamos a
predominancia de trés bandas: a gamaglobulina, a alfa2-globulina e a albumina.
Mesmo realizando as precipitagdes em duas etapas sucessivas, utilizando como
ajuste de pH os pontos isoelétricos da IgG e da albumina, respectivamente, ainda foi
possivel observar a presenga de mais de uma banda proteica em cada etapa de

precipitacao.

As imagens de eletroforese também mostraram que o perfil eletroforético das
proteinas muda apds a formagao de complexos soluveis em agua, pela combinagao
das moléculas de taninos e proteinas plasmaticas. Na figura 19a, no padréao
eletroforético de plasma humano (individuo saudavel), as bandas da albumina, alfa-2-
globulina, betaglobulina e gamaglobulina estdo bem delimitadas, e ha tragos da alfa-

1-globulina.
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Figura 19 - Imagens de eletroforeses PAGE nativo: (a) plasma 1%, (b) precipitacao utilizando solugéo
aquosa de AT e (c) precipitagdo utilizando solugdo aquosa de AG.

(b) Precipitacao com (c) Precipitacao com
Agua + AT Agua + AG

Gama —» ' ' ™~ H "

Alfa-2 — B

(a) Plasma

Alfa-1 —

Albumina—" - Banda Z —» -- Banda Z ‘ -

Pl P2 S2 P12

P1 = Precipitado I; P2 = Precipitado Il; S2 = Sobrenadante I
Parametros utilizados nas precipitagdes: pH 6,9 na 12 precipitacéo e 4,9 na 22 precipitacado; 1,5 g de
tanino para 100 ml de plasma; tempo de homogeneizagao de 30 minutos; ajuste de pH apds a adigao
do tanino.

Fonte: O autor

E possivel visualizar nas eletroforeses (figuras 19b e c) a presenga de uma
banda adjacente as bandas das proteinas plasmaticas, chamada aqui de banda Z,
principalmente unida a banda da albumina. Esta banda se moveu e ampliou outras
bandas no gel, e isso ocorreu devido a presenca de complexos maiores do que as
proteinas isoladas. A presenca dessa banda pode ser justificada pela carga negativa
dos grupos hidroxilicos fendlicos nos complexos e pela mudanca na mobilidade
eletroforética de uma proteina apds a complexacdo desta com o tanino, visto que a
forma e a carga da proteina afetam a mobilidade eletroforética. A auséncia de banda
Z com algumas proteinas pode ser justificada pela instabilidade do complexo. No
estudo de Kusuda e colaboradores (2006), a formagao de uma nova banda também é
visualizada e eles sugerem que isso ocorra devido a formagcdo de complexo
heterogéneos, resultantes da ligagcdo de diferentes quantidades de moléculas de

taninos, ligadas a uma molécula de proteina.

As figuras 19b e ¢ também revelam que a mudanga do perfil da mobilidade
eletroforética do complexo acido tanico/proteina (AT/P) é diferente da mobilidade do

complexo acido galico/proteina (AG/P). Essa diferenca de mobilidade pode ser
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atribuida ao acido carboxilico presente na molécula de AG (KUSUDA; HATANO;
YOSHIDA, 2006).

5.3 QUANTIFICAGAO DAS PROTEINAS PLASMATICAS

Devido a interferéncia do tanino na quantificacdo de conteudos proteicos, o
método de escolha para a quantificagao de proteinas foi o método de Bradford com
adaptagdes para diminuir a interferéncia dos taninos, método este descrito por
Adamczyk et al. (2012). As quantificagbes das proteinas foram realizadas precipitando
os complexos tanino-proteina remanescentes nos sobrenadantes com TCA e
posterior solubilizagdo dos precipitados formados com hidroxido de sédio (NaOH),
também utilizado para aumentar a sensibilidade do método frente a diferentes
proteinas.

5.3.1 Curva de calibragao

Para determinar as concentragcdes das amostras por espectrofotometria, foram
obtidas as absorbancias de amostras de diferentes concentragdes, a partir de uma

solucdo padrédo de BSA cuja concentragdo era conhecida (1 mg/ml).

A curva de calibragdo do padrao apresentou linearidade dentro do intervalo de
90 a 110%, na faixa de concentragdo estabelecida, cobrindo uma faixa linear de
trabalho suficiente para quantificagao das proteinas. Os resultados obtidos a partir da
linearidade demonstraram que a variavel dependente (absorbancia) é diretamente
proporcional a variavel independente (concentragdo do analito) dentro do intervalo
estudado, e que a equagao matematica obtida expressa adequadamente esta relagao.
A analise de regresséao linear demonstrou um coeficiente de correlacdo de 0,9976,
situado dentro do critério minimo aceitavel, com variabilidade menor que 1%. Isto

comprova que ha adequacdo do método no que concerne a relacido entre as
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concentracdes de BSA e as respostas espectrofotométricas, revelando boa qualidade

da reta de calibracao (grafico 1). A equacéo da reta é dada por:

y = 8,4456x + 0,0344

, onde ycorresponde a absorbancia medida de cada amostra do padrao de calibragao,

e x corresponde a concentracdo dos mesmos.

Grafico 1 - Curva padrao de BSA (0,01 - 0,1 mg/ml), dada a equagédo da reta y= 8,4456x + 0,0344,
com R2=0,9976.

1,000
0,900 .
0,800 .

0,700 .

0,600 e

0,500 e

0,400 P

0,300 s

0,200 O

0,100 o

0,000
0,000 0,040 0,080 0,120

Absorbancia

Concentragao de BSA (mg/mL)

Em relagao a repetibilidade, o método apresenta coeficiente de variagao inferior
a 5 %, considerando os dados homogéneos, estabelecendo valores com 95% de

confianga.

As concentragdes proteicas foram calculadas através da equacao da reta
obtida com a curva padrdo de BSA e multiplicadas pelo fator de dilui¢ao inicial (de
acordo com o tipo de amostra) e pelo fator de corregdo (FC=20), devido a dilui¢des
ocorridas durante a execugao da quantificacdo. Para os resultados apresentados em

porcentagem, foi utilizada a seguinte férmula:

PTP — PRS

% de proteinas plasmaticas precipitadas = 1P x 100
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, onde PTP corresponde as proteinas totais do plasma e PRS corresponde as
proteinas remanescentes nos sobrenadantes. Quantidades de proteinas precipitadas
inferiores ao limite de quantificagdo foram descritas como 0%. As concentragdes de

proteinas totais variaram de 7,75 a 8,12 g em 100 ml de plasma.

5.4 AVALIACAO DA INFLUENCIA DOS SOLUBILIZANTES PARA O AT E AG NAS
PRECIPITACOES

5.4.1 Solubilizagao dos taninos

A adicao dos acidos em po, diretamente no plasma, pode formar aglomerados
que né&o se desfazem com a homogeneizagao. Para facilitar a mistura do plasma com
os agentes precipitantes, foram preparadas solugbes de AG e AT, utilizando como
solventes agua ultrapura e solugao etandlica 30%. A inclusao da solugéo etandlica foi
devido a dificuldade encontrada na solubilizagdao do AG. O alcool € um co-solvente
miscivel em solventes polares e por esse motivo, € muito utilizado em precipitagdes
proteicas (COHN et al., 1946).

O volume de agua utilizado para a solubilizagdo dos taninos foi de (125 ml para
1,5 g de tanino), volume este considerado elevado quando comparado ao volume
inicial de plasma (100ml), porém, necessario para solubilizar o AG. Como descrito na
literatura, a solubilidade deste tanino € de 1g para 87ml de agua (NCBI, 2017a).
Conforme observado em nossos ensaios e também relatado por Noubigh et al. (2012),
a solubilidade deste acido se mostrou maior quando se aumentou a temperatura da

dissolugédo, mas é desaconselhavel para evitar a desnaturagéo proteica.

O AT por sua vez, é facilmente solubilizado em agua, sendo que 1g se dissolve
em 0,35 ml (NCBI, 2017b). Para solubilizar 1,5 g deste acido, também foram utilizados
os volumes de 125 ml de agua e 41,4 ml de solugéo etandlica 30%, para permitir a

comparacao das quantidades de precipitados obtidos com os dois taninos.
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A concentragédo de 30% da solugédo etandlica foi definida com o objetivo de se
usar um menor volume de solugéo para solubilizar o AG (41,4 ml para dissolver 1,5g),
quando comparado ao de agua (125 ml para 1,5 g de tanino) e, também com foco na
preservacao da estrutura das proteinas. O mesmo volume foi utilizado para solubilizar
o AT. Por serem utilizados 100 ml de plasma no inicio de cada precipitagcao, apés a
mistura da solugao de tanino ao plasma, a concentracio final de alcool etilico foi de
8,78%. De acordo com Kundu e colaboradores (2017) e Yoshikawa et al. (2012),
concentragdes moderadas de etanol (10% - 40%) vém sendo utilizadas com eficiéncia
em métodos de fracionamento de proteinas plasmaticas, pois concentracées mais

elevadas podem desestabilizar e desnaturar proteinas.

Quanto a temperatura, a solugdo aquosa nao provocou nenhuma variagao, e
com a solugdo etanolica, a variagdo foi de apenas 1°C. Hagerman et al. (1992)
afirmam que temperaturas entre 4 e 44°C nao costumam afetar a interacdo T/P e

Dawra (1988), relata que a maior interagdo T/P ocorre a ~25°C.

A pouca solubilidade do AG em agua reflete a baixa capacidade de formagéao
de ligagdes de hidrogénio, e isso ocorre devido ao tamanho da molécula e presenca
de poucas hidroxilas livres (BENDER, 2014). Por outro lado, o AT possui maior
numero de grupos hidroxila em sua molécula, acarretando no aumento das ligagdes

de hidrogénio com os solventes, aumentando sua solubilidade.

5.4.2 Influéncia dos solubilizantes dos AT e AG nas precipitagoes

Avaliando a influéncia dos solubilizantes para o AT, os géis de eletroforese das
proteinas precipitadas a partir do acido dissolvido em agua (figura 20a) e em solugao
etandlica 30% (figura 20b), demonstraram uma grande semelhanga no perfil de
precipitagdo. O grafico 2 também demonstra semelhanga em relagdo as quantidades
de precipitados obtidos, tanto utilizando a agua como solubilizante (P1=74,8% e
P2=25,2%) quanto com solugéo etandlica (P1=74,62% e P2= 25,38%). A figura 20c

demonstra o perfil de precipitagcdo com solugao etandlica 30% sem adi¢ao de tanino.
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Figura 20 — Imagens de eletroforeses PAGE nativo das precipitagces realizadas utilizando diferentes
solubilizantes para o AT: (a) Agua, (b) Solucéo etandlica 30% e (c) Solugéo etandlica 30%, sem
adicao de tanino

(a) Agua + AT (b) Sol. Etandlica 30% (c) Sol. Etandlica
+ AT 30%
Fa F'y
LI [
.. [ R ] -, e

P1 P2 S2 P1 P2 82 Pl P2 &4

P1 = Precipitado I; P2 = Precipitado Il; S2 = Sobrenadante Il
Parametros utilizados nas precipitagdes: pH 6,9 na 12 precipitacéo e 4,9 na 22 precipitacado; 1,5 g de
tanino para 100 ml de plasma; tempo de homogeneizagao de 30 minutos; ajuste de pH apds a adigao
do tanino.

Fonte: O autor

Grafico 2- Distribuicéo (%) das quantidades de proteinas plasmaticas nos P1, P2 e S2, utilizando
diferentes agentes solubilizantes para o AT: agua, solugéo etandlica 30% e solugao etandlica 30%
sem adigao de tanino.
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Na precipitagao realizada com AT/agua, o AT forma ligacdes de hidrogénio com
agua. Isso promove uma competicdo entre o AT e a agua pelos carboxilatos das
superficies das proteinas. A presenca de muitas hidroxilas na molécula do AT
favorece a sua interagao com as proteinas, levando a uma maior precipitacdo. Como

relatado por Bender (2014), a agua faz melhor solvatagao de ions, deixando também
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os fendis do AT livres para interagirem com as proteinas através de interagdes
hidrofébicas, favorecendo assim a formacéao de complexos.

Na precipitacdo realizada com AT/solucdo etandlica, devido a baixa
concentracdo de etanol utilizada, ha menor interacdo deste com o AT, deixando
hidroxilas do AT disponiveis para realizarem ligagdes de hidrogénio com as proteinas.
A presenga do etanol também favorece as interagdes hidrofébicas entre os grupos
fendlicos do tanino e as proteinas. O fato do AT ser um polifenol, sua maior superficie
de interag&o faz com que este atue como um ligante multidentado com as proteinas,

sobrepondo a capacidade de precipitacdo do etanol.

Na precipitagao realizada somente com solugao etandlica 30% foram obtidos
13,15% e 61,75% das proteinas precipitadas nos P1 e P2, respectivamente, restando
ainda proteinas no S2 (grafico 2). O perfil eletroforético obtido dessa precipitacéo
(figura 20c) € notadamente diferente da precipitagcao realizada com AT em diferentes
solventes (figuras 20a e b). Isto demonstra que o perfil de precipitacdo obtido

utilizando o AT é préprio do tanino e ndo do seu solvente.

A menor precipitacdo utilizando apenas solucédo etandlica, provavelmente se
deve ao fato da concentracéo final de etanol utilizado (8,78%) ter sido insuficiente para
baixar a constante dielétrica do meio, com isso ha menor exposicdo dos grupos
hidrofobicos proteicos e consequentemente menor precipitagdo (figura 20c). Isso
demonstra que mesmo possuindo a capacidade de alterar a constante dielétrica do
meio, a capacidade de precipitacdo do etanol depende da sua concentracao e da
molécula de tanino utilizada. Schilcher et al. (2013) realizaram precipitagdes com
solucdes etandlicas nas concentragdes de 7 a 70%, e puderam confirmar que uma
precipitacao efetiva ocorre entre 28 e 35%. Eles também verificaram que ocorreu uma
precipitacdo ndo especifica de proteinas plasmaticas, com a presenca de varias

proteinas em um precipitado, predominantemente a IgG e a HSA.

Em relacdo ao AG, nas imagens de eletroforese (figura 21 a e b) e nas
quantificagbes (grafico 3), & possivel visualizar que o perfil de precipitagdo do AG em
agua e diferente do perfil do AG em solugao etandlica. Na precipitagdo utilizando agua
como solvente, os valores de proteinas precipitadas foram de 56,34% no P1 e 29,88%

no P2, restando 13,7% no S2. O perfil eletroforético (figura 21a) demonstrou que a
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banda da albumina apresentou maior intensidade no P1 e a banda da 1gG apresentou
maior intensidade no P2, maiores intensidades estas fora de seus pontos isoelétricos
(pl), 4,9 e 6,9 respectivamente. Ademais, as duas precipitagdes nao foram suficientes

para precipitar todas as proteinas, restando proteinas no S2.

Figura 21 - Imagens de eletroforeses PAGE nativo das precipitagoes realizadas utilizando diferentes
solubilizantes para o AG: (a) Agua, (b) Solugéo etanol em agua 30% e (c) Solugcao etandlica 30%,
sem adigao de tanino

(a) Agua + AG (b) Sol. etandlica (c) Sol. etandlica
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il T

. o bea

-
. |

P1 P24 62 P1 P2 S2 P1 P2 S2

P1 = Precipitado I; P2 = Precipitado Il; S2 = Sobrenadante I
Parametros utilizados nas precipitagdes: pH 6,9 na 12 precipitacéo e 4,9 na 22 precipitacado; 1,5 g de
tanino para 100 ml de plasma; tempo de homogeneizagao de 30 minutos; ajuste de pH apds a adigao
do tanino.
Fonte: O autor

Grafico 3 - Distribuicado (%) das quantidades de proteinas plasmaticas nos P1, P2 e S2, utilizando
diferentes agentes solubilizantes para o AG: agua, solugéo etandlica 30% e solugéo etandlica 30%
sem adigao de tanino.
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Utilizando a solugdo etanodlica como solvente para o AG, tivemos 30,57% das
proteinas no P1 e 63,83% no P2, restando apenas 5,6% de proteinas nao precipitadas
no S2. A eletroforese (figura 21b) demonstra um melhor perfil das bandas, restando
pouca proteina no sobrenadante 2. Comparando-se estes resultados com os da
precipitagdo utilizando apenas solugao etandlica 30% (sem a presenga de taninos),
podemos observar maior semelhancga entre estes perfis de precipitagdo, no entanto,
a precipitacao realizada com AG/solugao etandlica demonstra maior formacao de P1
e P2 (figura 21c). Isso pode ser justificado devido a menor constante dielétrica do

meio, favorecendo assim a interagcao AG/P.

Diferentemente do AT, o perfil de precipitacao utilizando AG e solugao etandlica
demonstra sofrer maior influéncia dos solubilizantes. Como a estrutura do AG é
formada apenas por um grupo galoil, o seu poder de interagir através de interagdes
hidrofobicas e através de ligagdes de hidrogénio com as proteinas € menor. Como as
caracteristicas da precipitacdo etandlica se sobressaem as do AG, ocorre maior

precipitacdo do AG em solugao etandlica do que em agua.

As figuras 21a e b e os dados do grafico 3 demonstram que proporg¢ao de tanino
utilizado (1,5 g de AG para 100 ml de plasma), se mostra insuficiente para precipitar
as proteinas em duas etapas. Essa desvantagem pode ser explicada pelo pequeno
tamanho e menor flexibilidade da sua molécula. Nossos estudos demonstraram que
mesmo nao precipitando todas as proteinas em duas etapas e com menor formacao
de precipitado que o AT, o AG demonstrou capacidade de precipitacdo proteica. De
acordo com Verza (2006), tal fato pode ocorrer porque o grupo carboxila se mostra
mais efetivo na complexagé&o proteica do que as hidroxilas. Kurlbaum e Hogger (2011)
também descreveram a menor capacidade de ligacdo do AG a proteinas.
Diferentemente do nosso estudo, Hagerman e colaboradores (1992) relataram que o
acido  galico, monogaloilglucoses,  digaloilglucoses, trigaloilglucoses e

tetragaloilglucoses nao precipitam proteinas.

O AT, formado por dez grupos galoil, apresentou maior propensdo em formar
complexos com as proteinas do que o AG, formado por um grupo galoil. Segundo
Frazier et al. (2003) e Mcmanus et al. (1981), fatores como a estrutura molecular, a
mobilidade conformacional e peso molecular influenciam na interagdo T/P. Verza

(2006) descreve que a molécula de tanino deve ser grande o suficiente para se
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intercalar entre os espacos interfibrilares das proteinas, ndo devendo ser pequenas e
nem muito grandes, aumentando assim sua capacidade de ligagéo.

A formacao dos precipitados proteicos, mesmo que em quantidades diferentes,
sugere que os taninos se ligam as proteinas quando sao dispersos em meios aquosos.
Como a agua apresenta boa capacidade de solvatagdo dos ions, manteve os
complexos T/P estaveis em relacdo ao pH e temperatura, e ndo possui acao
desnaturante, a agua foi eleita o solvente mais adequado para os experimentos

seguintes.

5.5 INFLUENCIA DA ORDEM DE AJUSTE DE PH, ANTES OU APOS O ADICAO DA
SOLUCAO DE AT

Os valores de pH 6,9 e 4,9 foram escolhidos por representarem os pl da IgG e
da albumina, respectivamente. Os pl favorecem a precipitagao das proteinas, devido
as suas cargas liquidas serem iguais a zero. Durante as precipita¢des foram testadas
duas ordens de ajuste de pH, antes e depois da adigdo das solugdes dos taninos nos

sobrenadantes | e Il.

No ensaio com AT, em que o ajuste de pH foi realizado antes da adi¢cdo da
solugao do tanino, foi verificado que a adigdo da solu¢do (pH ~4,4) no sobrenadante |
ajustado (pH 6,9) ndo promoveu variagao de pH. Para o AG, sua solugao (pH ~2,9)
foi adicionada no sobrenadante | ajustado (pH 6,9), o pH baixou para 4,7. Essa
variagdo é justificada pela presenca do acido carboxilico na molécula do AG. As
variagdes de pH provocadas quando o ajuste de pH foi realizado antes da adi¢gdo das

solugdes dos AG e AT, podem ser visualizadas na figura 22.
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Figura 22 - Estabilidade dos pHs com a realizagdo dos ajustes de pH antes da adi¢do dos taninos,
nos sobrenadantes | e Il. Os pHs foram ajustados para 6,9 e 4,9, respectivamente.
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Como visualizado na figura 23, quando o ajuste de pH é realizado depois da
adicao das solugdes dos taninos nos sobrenadantes |, ha modulagéo do pH conforme

desejado, permitindo precipitar as proteinas de acordo com seus pl. Os pHs se
mantiveram estaveis apos a agitagao.

Figura 23 - Estabilidade dos pHs com a realizagdo dos ajustes de pH depois da adi¢gao dos taninos,
nos sobrenadantes | e Il. Os pHs foram ajustados para 6,9 e 4,9, respectivamente.
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Para o AG, o ajuste de pH antes da adigdo do acido n&o permite a modulagao
do pH desejado. Portanto, como o objetivo das nossas precipitagdes era precipitar as
proteinas plasmaticas em seus pontos isoelétricos (pl), foi necessario fazer o ajuste

do pH apds adicionar o AG.

Embora o AG tenha demonstrando seu poder de precipitacdo no tépico anterior,
ficou evidenciada a menor afinidade do AG em relacdo as proteinas plasmaticas,
quando comparado ao AT. A menor capacidade de precipitacdo, a baixa solubilidade
em agua, maior oxidagado com as variagdes de pH (sugerida pelas mudancgas de cores
dos experimentos) e a necessidade de concentragdo maior que 1,5% para precipitar
todas as proteinas, podem comprometer sua utilizagdo como agente precipitante de
proteinas plasmaticas. Portanto, o AT foi eleito o agente precipitante para a

continuagao dos experimentos

Para o AT, através do grafico 4 e da figura 24b, é possivel observar que os
ajustes de pH antes ou depois da adi¢ao do tanino n&o influenciam significantemente
na precipitacdo proteica, tendo apenas um leve aumento na precipitacdo do
experimento em que o ajuste foi realizado apds a adi¢ado da solugéo de tanino (P1 =
74,8% e P2 = 25,2%).

Figura 24 - Imagens de eletroforeses PAGE nativo das precipitagdes realizadas utilizando diferentes
ordens de ajuste de pH, (a) antes e (b) depois da adigdo da solugao aquosa de AT

(a) Antes (b) Depois
2l A
~.

we " A

Rl R &’ - P1 P2 S2

P1 = Precipitado I; P2 = Precipitado Il; S2 = Sobrenadante Il
Parametros utilizados nas precipitagdes: dgua como solvente; pH 6,9 na 12 precipitacéo e 4,9 na 22
precipitacéo; 1,5 g de AT para 100 ml de plasma; tempo de homogeneizagédo de 30 minutos.

Fonte: O autor.
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Graéfico 4 - Distribuicado (%) das quantidades de proteinas plasmaticas nos P1, P2 e S2, utilizando
diferentes ordens de ajuste de pH para o AT: antes e depois da adi¢do do tanino.
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PT — Proteinas Totais.

Como o intuito era precipitar proteinas distintas em seus pl, os experimentos
seguintes foram realizados utilizando o ajuste de pH apds a adi¢do da solugéo de AT,
permitindo a modulagao do pH desejado. Segundo Lovrien e Matulis (1997), realizar
o ajuste de pH depois da adi¢gao do tanino também serve, muitas vezes, como um

agente protetor das proteinas, pois evita assim o desdobramento provocado pela
alteracao do pH.

5.6 INFLUENCIA DA RAZAO ACIDO TANICO/PROTEINA NAS PRECIPITACOES

Diferentes razbes AT/P foram utilizadas nas precipitagdes de proteinas
plasmaticas, sendo estas 0,01, 0,015 e 0,02 (1, 1,5 g e 2 g para 100 ml de plasma).

Estas razdes foram determinadas em relagao ao volume de plasma.

As figuras 25 a-c e o gréafico 5 demonstram que a medida que se aumentou as
razdes de AT de 0,01 para 0,02, as quantidades de proteinas no P1 aumentaram,
sugerindo que as precipitagdes realizadas sdo concentragdo dependentes. As trés
razoes utilizadas se mostraram suficientes para precipitar todas as proteinas em duas

etapas, ndo restando proteinas remanescentes nos S2. Contudo, mesmo utilizando
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os pHs 6,9 e 4,9, respectivamente, a razdo de 0,01 demonstrou inespecificidade de
bandas de IgG e de albumina, de acordo com os pHs utilizados (Figura 25a). As
razdes de 0,015 e 0,02 (figuras 25b e c) apresentam um melhor delineamento das
bandas. Com o aumento da razao AT/P, é possivel inferir que mais sitios proteicos
foram preenchidos pelo AT, diminuindo a interagdo das proteinas com a agua e
aumentando, consequentemente, a precipitacdo. Portanto, maiores quantidades de

precipitados sdo obtidas com uma maior razao tanino/proteina.

Figura 25 - Imagens de eletroforeses PAGE nativo das precipitagdes realizadas utilizando diferentes
razbes AT/P: (a) 0,01, (b) 0,015 e (c) 0,02.

(a) 0,01 (b) 0,015 (c) 0,02
3 - n- LA
- P - -
= o wd
Ble R TsE P1 P2 S2 EREIES S2

P1 = Precipitado I; P2 = Precipitado Il; S2 = Sobrenadante Il
Parametros utilizados nas precipitagdes: agua como solvente, pH 6,9 na 12 precipitagcéo e 4,9 na 22
precipitacdo; tempo de homogeneizagdo de 30 minutos; ajuste de pH apos a adigao do tanino.

Fonte: O autor

Grafico 5 - Distribuicdo (%) das quantidades de proteinas plasmaticas nos P1, P2 e S2, das
precipitacdes realizadas utilizando diferentes razées de AT/P: 0,01, 0,015 e 0,02.
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92

Brudzynski e Maldonado-Alvarez (2015) relataram que a formac&o dos
complexos T/P e a solubilidade destes dependem da proporcao de tanino em relagao
as proteinas, onde o aumento da proporg¢ao influencia no carater hidrofilico dos
complexos, favorecendo as interagdes hidrofdbicas entre os residuos nao polares dos
taninos e proteinas. De acordo com Obreque-Slier et al. (2010) e Le Bourvellec e
Renard (2012), a baixa proporc¢ao de AT/P favorece a interagdo com as moléculas de
proteinas separadamente, pois ha menos locais de ligagdo, e quando a proporgao é
elevada, as moléculas de tanino podem formar estruturas de dimeros ou

supramoléculas, através da ligacdo de uma molécula de AT a uma ou mais proteinas.

5.7 INFLUENCIA DO TEMPO DE HOMOGENEIZACAO NAS PRECIPITACOES

Em relagdo as condigbes de tempo de homogeneizagdo, os dois tempos
utilizados nas precipitagdes (15 e 30 minutos) se mostraram suficientes para precipitar

todas as proteinas em duas etapas sucessivas.

Figura 26- Imagens de eletroforeses PAGE nativo das precipitacdes realizadas utilizando diferentes
tempos de homogeneizagao: (a) 15 min, (b) 30 min.

(a) 15 min (b) 30 min
WT m
.

P1. = BERE S2 P1 P2 S2

P1 = Precipitado |; P2 = Precipitado Il; S2 = Sobrenadante Il
Parametros utilizados nas precipitagdes: agua como solvente, pH 6,9 na 12 precipitagcéo e 4,9 na 22
precipitacéo; 1,5 g para 100 ml de plasma e ajuste de pH apds a adi¢ao do tanino.
Fonte: O autor
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Grafico 6- Distribuicdo (%) das quantidades de proteinas plasmaticas nos P1, P2 e S2, das
precipitagdes realizadas utilizando diferentes tempos de homogeneizagao: 15 min e 30 min.
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Os dados demonstram que mesmo dobrando o tempo de homogeneizagao de
15 para 30 min, o aumento de P1 n&o foi significativo, sendo 72,3 % e 74,8 %
respectivamente (figura 26a e b, grafico 6). Desta forma, o tempo de 15 minutos

mostra ser suficiente para precipitacdo com o AT

Em nossos ensaios, apos a mistura da solugcado de AT nos sobrenadantes, era
visivel a formagdo de complexos AT/P. Em um estudo semelhante, Hagerman e
colaboradores (1998) estudaram a interacdo da BSA com dois taninos, uma
procianidina heptadecamérica e um pentagaloilglucose, e observaram que a
precipitacdo da BSA ocorreu rapidamente apds a mistura com ambos os taninos,

independentemente do tempo de 5 a 60 minutos.

Adicionalmente, Canon et al. (2013) relataram que periodos longos de
homogeneizagdo de taninos e proteinas podem provocar lenta dissociagdo, com
expansao e redispersdo das moléculas. Com isso, alguns taninos podem alterar seus
sitios de ligacéo, optando por ligar duas vezes a mesma proteina ao invés de se ligar
a duas proteinas diferentes. Essas mudangas podem ser provocadas pela

redistribuicdo dos taninos entre as proteinas disponiveis.
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5.8 INFLUENCIA DE DIFERENTES pHs NAS PRECIPITACOES DE PROTEINAS

5.8.1 Avaliagcao do perfil de precipitagao de proteinas plasmaticas pelo AT em

diferentes pHs

O pH é um dos principais fatores que podem afetar as interacdes entre taninos
e proteinas. Ha relatos na literatura de que a precipitagcao de proteinas por taninos é
pH sensivel, ocorrendo de forma mais eficiente em torno dos pl (HAGERMAN;
BUTLER, 1978; NACZK et al., 2001). Nos experimentos anteriores, foram utilizados
os pHs 6,9 e 4,9, que correspondem aos pl da IgG e da albumina, respectivamente.
No entanto, foi observado que outras proteinas eram precipitadas além destes pHs.
Levando isso em consideragao, foi realizada a avaliagdo do efeito do pH sobre a
eficacia do AT para precipitar proteinas plasmaticas entre os pHs 3 e 10.

No pH 3 houve fraca interacdo AT/P e baixa precipitacdo do complexo. Na
imagem de eletroforese, pode-se observar a presenga de bandas no P1 e P2, todavia,
€ possivel ver que no S2 ainda ha proteinas que n&o foram precipitadas (figura 27a).
Isso ocorre porque o AT apresenta fraca dissociagao das hidroxilas (OH) e os grupos
carboxilicos terminais das proteinas devem estar protonados. A presencga de poucos
sitios de interagao justifica a fraca precipitagdo. Ha um aumento significativo de P1 do
pH 3 (48,24%) para 4,5 (88,86 %), conforme visualizado no grafico 7. Essa variagao
se deve a uma maior dissociacao das OH do AT e maior interacdo com as carbonilas
das proteinas. Adicionalmente, pode-se observar nas eletroforeses do pH 4 ao pH 6,5
(figuras 27 b-g) e pelas quantificagdes (grafico 7), que duas etapas de precipitagao
foram suficientes para precipitar todas as proteinas, ndo apresentando proteinas

remanescentes no S2.
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Figura 27 - Imagens de eletroforeses PAGE nativo das precipitagdes realizadas utilizando diferentes
pHs: (a) 3,0, (b) 4,0, (c) 4,5, (d) 5,0, (e) 5,5, (f) 6,0, (g) 6,5, (h) 7,0, (i) 7,5, (j) 10,0.
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P1 = Precipitado I; P2 = Precipitado Il; S2 = Sobrenadante I
As precipitagdes foram realizadas com os seguintes pardmetros: agua como solubilizante, pHs
(citados acima) iguais nas duas precipitagdes; concentracdo de 1,5% de AT em relagdo ao volume de
sobrenadante; tempo de homogeneizagédo de 30 minutos; ajuste de pH apés a adigdo do tanino.
Fonte: O autor

Gréfico 7 - Distribuicéo (%) das quantidades de proteinas plasmaticas nos P1, P2 e S2, das
precipitacdes realizadas utilizando diferentes pHs: 3,0; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e 10.
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Os maiores valores de precipitagdo foram observados nos pHs 4,5 (88,86%) e
5,0 (88,18%), o que se justifica por serem pHs préximos ao pl da albumina (4,9). No
pl, a carga liquida de uma proteina é igual a zero, pois suas cargas positivas e
negativas estarao em equilibrio. Logo havera redugéo da repulsao eletrostatica entre
as proteinas, fazendo com que estas interajam menos com a agua e se tornem menos
soluveis. A menor solubilidade da proteina e a carga negativa do AT, favorecem a

interacao AT/P e a precipitacido do complexo.

As quantidades de proteinas precipitadas nos P1 diminuiram sucessivamente
com o aumento do pH de 4,5 (88,86%) para 10 (31,41%). Um dos motivos da
diminuicdo dos P1 se deve ao fato da albumina ser a proteina mais abundante no
plasma (60%) e, acima de seu pl, apresenta carga negativa devido a ionizagdo de
suas cadeias laterais acidas (COOH). Assim, as cargas negativas do tanino repelem
as cargas negativas da proteina, aumentando a repulsdo entre elas a medida que se
aumenta o pH. No entanto, essa diminuigdo é gradual, podendo serem vistas bandas
de albumina nos precipitados e sobrenadantes (figuras 27 c-j). As eletroforeses e
quantificacbes das condi¢des de pH realizadas divergem do que foi descrito por
Hagerman e Butler (1978), pois estes afirmam que a BSA é substancialmente

precipitada por taninos hidrolisaveis apenas entre os pHs entre 3 e 5.

No pH 7, o P2 atinge sua concentragdo maxima (P2=50,48%). Tal fato pode
ser justificado por este pH ser proximo ao pl da IgG, portanto, seus grupos carboxilicos
ainda estdo pouco desprotonados. As moléculas de IgG sofrem ionizagdo até
atingirem carga liquida igual a zero em seu pl, favorecendo a interagao AT/P. A partir
do pH 7, tém-se a diminui¢do do P2, que ocorre devido as cargas negativas da I1gG
repelirem as moléculas de AT, também negativamente carregadas.

De acordo com os dados da quantificacdo proteica, os maiores picos de
precipitagdo ocorreram nos pHs 4,5 e 7, proximos aos pl da albumina e da IgG
respectivamente, pontos estes que as proteinas apresentam carga nula, favorecendo
a precipitagcado. Ozdal e colaboradores (2013) também chegaram a essa concluséo,
onde o aumento de precipitado do complexo pode ser atribuido a solubilidade minima

da proteina nesse pH.
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Com o aumento da ionizagcao, a formacéo de P1 do pH 7,5 para o pH 10,0
diminuiu 26,99%, sem formacao de P2 apds o segundo ajuste de pH, aumentando o
S2 em 51,24% (figuras 27i e j). Apesar da repulsdo entre o AT e as proteinas no pH
10, ainda é possivel observar uma fraca precipitacdo, que provavelmente é causada
por interagdes hidrofébicas entre os anéis aromaticos do AT e os sitios hidrofébicos
das proteinas.

E possivel visualizar nas eletroforeses de todas as condi¢des de pH (figura 27
a-j), que tanto no P1 quanto no P2, as bandas referentes a albumina e a
gamaglobulina estdo presentes, sugerindo que as proteinas também foram
precipitadas fora de seus respectivos pontos isoelétricos. Le Bourvellec e Renard
(2012) relatam que o fato de proteinas globulares com pl acidos precipitarem mais

facilmente, possivelmente justifique a presenga constante da albumina.

Adamczyk et al. (2012) utilizaram em seus ensaios diferentes concentragdes
de AT e BSA, nos pHs 4,7 e 7. Para todos os experimentos com pH 4,7 a precipitagao
de BSA foi mais elevada, por estar proximo ao seu pl, e consequentemente, ter menor
repulsao eletrostatica entre as moléculas proteicas. Ja em pH 7 foi observado que
mesmo em menor concentragao, houve precipitacdo de BSA com as diferentes razdes
de T/P urilizadas. Hagerman e Butler (1978) estudaram a precipitagcdo de varias
proteinas (BSA, pepsina, tripsina, lisozima e ovoalbumina) em fungcdo do pH e
puderam concluir que, para as proteinas testadas, a precipitagao ndo era inteiramente
dependente da formacgéao de ligacédo de hidrogénio com grupos fendlicos, mas que as

interacdes hidrofdbicas também eram responsaveis pela formacédo de complexos.

Mesmo com o AT precipitando em todos os pHs testados, em meios muito
acidos ou basicos, as proteinas podem mudar sua conformacgao estrutural, podendo
sofrer alteragdes parciais ou totais, com perda da fungao bioldgica (figura 28).
Segundo (PONCIN-EPAILLARD et al.,, 2012), as proteinas s&o estaveis em sua

conformagéo normal.
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Figura 28 - Representacao de altera¢des da estrutura conformacional proteica em fungéao do pH do
meio em que se encontra, utilizando como exemplo a BSA.
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Em pH< 3,5, a estrutura da proteina se encontra completamente expandida, com aminoacidos
expostos. Apresenta uma forma parcialmente expandida em pH 3,5 a 4. A conformag&o normal
(nativa), com forma de coragao, é encontrada em pH de 4 a 8. Em pH > 8, a BSA adota conformacgao
basica e menos caracterizada.

Fonte: Edri; Regev (2008).

5.8.2 Avaliagao do perfil de precipitagao de IgG pelo AT em diferentes pHs

Com o intuito de verificar se ha diferenca no perfil de precipitacdo de uma
proteina isolada em relagdo a um pool de proteinas plasmaticas, foram realizadas
precipitagdes de IgG (96% de pureza) com AT.

No pH 4, devido a baixa dissociagado do AT, ha menor formacgao de precipitados
com a IgG, com 31,01% no P1, 57,56% no P2, restando 11,13% de IgG no S2 (figura
29a e grafico 8). Entre os pHs 5 e 7, ha um aumento significativo de P1(31,01% para
100%) e, consequentemente, uma diminuicdo do P2 (57,56 para 0%), conforme
visualizado no grafico 8. Esse aumento de P1 se deve ao aumento de dissociagéo das
OH do AT e ligagédo ao grupo carboxilico da proteina. O aumento e a diminuigdo de
P1 e P2 respectivamente, podem também serem visualizados nas imagens de

eletroforese (figuras 29 a-g).
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Figura 29 - Imagens de eletroforeses PAGE nativo das precipitagdes de IgG, realizadas utilizando
diferentes pHs: (a) 4,0, (b) 4,5, (c) 5,0, (d) 5,5, (e) 6,0, (f) 6,5, (g) 7,0, (h) 7,5.

(a) pH=4,0 (b) pH=4,5 (c) pH=5,0 (d) pH=5,5 (e) pH=6,0 (f)pH=6,5  (9) PH=T,0 (h) pH=T,5
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As precipitacdes foram realizadas com os seguintes pardmetros: agua como agente solubilizante,
pHs iguais nas duas precipita¢des; concentracéo de 1,5% de AT em relagdo ao volume de IgG;
tempo de homogeneizagédo de 30 minutos; ajuste de pH apés a adigédo do tanino.
Fonte: O autor.

Gréfico 8 - Distribuicéo (%) da quantidade de IgG precipitada nos P1, P2 e S2, para avaliagao das
precipitacdes realizadas utilizando diferentes pHs: 4,0; 4,5; 5; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5.
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PT — Proteinas Totais.

No pH 7, o P1 atinge sua concentragdo maxima (100%), por ser um pH préximo
ao pl da IgG (6,9), com menor repulsao eletrostatica das proteinas e maior interagéao

com o AT. A figura 29g mostra que no pH 7, toda a IgG foi precipitada no P1,
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apresentando apenas tragos de albumina, devido a grau de pureza da amostra ser de
96%.

Entre os pHs 5,5 e 7,5, a concentracao de 1,5% de AT, em relagéo ao volume
de IgG, se mostrou suficiente para precipitar todas as proteinas em duas etapas
sucessivas (grafico 8). Isso pode ser comprovado pela auséncia de proteinas no S2
(figuras 29 d-h). Essa faixa de pH ¢é indicada para a precipitagao da IgG pelo AT, pois
evita alteragbes estruturais nas proteinas, mantendo sua conformagao normal (pH 4
a 8) (figura 29).

Assim como ocorreu com as precipitagdes feitas a partir do plasma, a maior

formacgao de complexos AT/IgG ocorre de em torno de seu pl (pH 7).

5.9 AVALIACAO DA INTERACAO AT/IgG POR ESPALHAMENTO DINAMICO DE
LUZ (EDL) E POTENCIAL ZETA (Q)

Para uma melhor elucidagao da interagdo do AT com a IgG, entre os pHs 3,0 e
10,0 aqui estudados, o perfil de agregagao das moléculas, bem como suas cargas
superficiais foram analisadas por EDL e ¢. Primeiramente foi avaliado o perfil de uma
solugao pura de IgG 0,5% e de uma solugédo de AT 1,5%, para fins de comparagéo.
Posteriormente, foi avaliada a mistura da solugédo de IgG com a solugao de AT 1,5%
(em relagéo ao volume de IgG), proporgao esta utilizada nas etapas anteriores deste

trabalho.

Como pode ser visto no grafico 9, os tamanhos médios de complexos a partir
de uma solugéo de IgG encontram-se entre 4,521 nm (pH 3) e 6,458 nm (pH 10). Os
complexos de IgG aumentaram de tamanho do pH 3 ao 7, de 4,521 nm para 12,11
nm, sendo este o tamanho maximo atingido. Tal fato ocorreu devido a desprotonagao
do grupo carboxilico a medida que o pH aumentou, diminuindo assim a repulséo
eletrostatica entre as moléculas. Isto pode ser observado no grafico 10, onde em pH
3,0 a carga superficial da IgG esta em torno de 27 mV, chegando a 0, no seu pl,
diminuindo mais até -29 mV no pH 10. No pl, as cargas positivas e negativas estéo
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em equilibrio e favorecem a interagao das proteinas. Do pH 7 ao 10, os tamanhos de
particulas diminuem 1,88 vezes (12,11 nm para 6,458 nm), pois as proteinas estao
negativamente carregadas, aumentando a repulsao eletrostatica (grafico 10).

Gréfico 9 — Demonstra a relagao entre o raio hidrodindmico dos complexos de IgG (medido pela
intensidade de espalhamento de luz) e as diferentes condi¢des de pH.
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Grafico 10 - Variagbes do potencial zeta da I1gG, do acido tanico e da mistura de IgG e &cido tanico,
em diferentes pHs.
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A adicao de uma solugao de AT a solugao de IgG provoca leve alteragéo na

carga superficial do complexo AT/IgG, mas em compensagéo, provoca grande
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alteracao no perfil de agregagao (Graficos 10 e 11). Entre os pHs 3 e 5, as variagdes
de tamanho dos complexos AT/P sao pequenas, se mantendo entre 47,62nm e 64,82
nm (grafico 11). Entretanto, é possivel observar que os complexos AT/IgG ja se
mostram maiores em relacdo aos agregados apenas de IgG, nestes mesmos pHs
(graficos 9 e 11). A fraca afinidade pode ser explicada pela baixa dissociagédo do AT
(HYOK; DULTZ, 2007). Os complexos formados podem ter sido favorecidos por

interacoes hidrofdbicas e, com menos intensidade, por interacdes eletrostaticas.

Grafico 11 — Distribuigdo do tamanho de particula do complexo IgG/AT em fungéo do pH.
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Os tamanhos dos complexos de AT/IgG aumentaram acentuadamente entre os
pHs 5,5 ao 6,5 (4601 nm - 5298 nm), devido a ionizagao proteica e maior dissociagao
do AT, diminuindo assim a repulsao eletrostatica entre as moléculas a medida que o
pH aumenta. Os complexos atingiram tamanho maximo no pH 6,5 (5298 nm), pH

préximo ao pl da IgG.

Os complexos de AT/IgG formados (5298 nm no pH 6,5) foram 437,5 vezes
maiores que os complexos somente de IgG (12,11 nm no pH 7). Isso pode ser
explicado pelo tamanho e a capacidade de ligagao da molécula do AT as proteinas.
Elevados tamanhos de particulas podem ser obtidos pela agdo do AT como um ligante
multidentado, se ligando a mais de uma proteina, ou varias moléculas de AT se ligam

a mesma proteina ou com a auto agregagao de complexos ja formados (CHARLTON
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et al., 2002). Segundo Canon et al. (2013), tais recombinagbes podem ocorrer em
funcdo do movimento browniano e da disponibilidade de tanino nas superficies das

moléculas.

Do pH 6,5 para o pH 10, os tamanhos de particulas diminuem bruscamente
(5298 nm para 7,813 nm), pois as proteinas estao negativamente carregadas devido
a ionizagao dos grupos carboxilicos, e o AT apresenta maior densidade de carga
negativas (¢ = -58mV), aumentando a repulsao eletrostatica, a expansao da estrutura
proteica e a solubilidade das moléculas (HAYNES; NORDE, 1994). Ocwieja e
colaboradores (2015) citam também a possibilidade de hidrolise das moléculas de AT
em condigdes basicas, onde a liberagdo de acido galico durante a hidrdlise poderia

desfavorecer a interacdo com outras moléculas.

Como pode ser observado no grafico 10, por ser o AT um polianion, apresenta-
se negativamente carregado para toda a gama de pH testado, com uma mobilidade
eletroforética de -19 mV (pH 3) e -58 mV (pH 10). A eletronegatividade do AT se deve
ao grande numero de grupos galoil presentes em sua molécula, que permitem
interagbes com as proteinas, sendo ligagdes de hidrogénio através das hidroxilas ou

interagcdes hidrofébicas através dos anéis aromaticos (ABOUELMAGD et al., 2016).

A alteragdo da carga superficial da IgG ao ser misturada ao AT ocorreu entre
os pHs 5,5 e 7,5 (Grafico 10), justamente na faixa de pH onde ocorrem maiores
agregagodes (Grafico 11). O aumento das cargas negativas na superficie da 1gG,
devido a desprotonagao, favorece a formacédo de ligagbes de hidrogénio com as
hidroxilas livres do AT, o que favorece a agregacgao entre as moléculas. A estabilidade
dos complexos aumenta quando as cargas das proteinas e dos taninos se anulam
(HAYNES; NORDE, 1994). Como esperado, a maior agregagao ocorreu proximo ao

equilibrio das cargas (pl).

Comparando-se os resultados do EDL e do potencial zeta entre as solucdes
contendo apenas IgG e AT/IgG é possivel observar que a medida que o pH aumenta
em diregdo ao pl da IgG ha uma maior interagdo entre as moléculas de proteinas e
taninos, sendo esta interacdo claramente maior préximo ao pl. Estes dados
corroboram os resultados obtidos na quantificagdo proteica e nas imagens de

eletroforese (item 4.8.2), onde a precipitagcdo maxima da IgG ocorre em seu pl.



104

6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho demonstram que a capacidade de
precipitacdo de proteinas por taninos hidrolisaveis estruturalmente diferentes e a
solubilidade dos complexos podem ser alterados a partir de variagdes de parametros

durante a técnica de precipitagao.

A agua, comparada a solugao etandlica 30%, mostrou-se o solubilizante mais
indicado para o AT, pois além de nao ser um agente desnaturante, permite a
exposicao de grupos fendlicos para realizar interagdes hidrofobicas com as proteinas.
Assim sendo, favoreceu a precipitagao, que pdde ser observada no teste quantificagcao
proteica. Todavia, a solubilizagdo do AG com agua, ndo demonstrou resultado
semelhante. Para a solubilizagdo do AG com solugao etandlica 30%, apesar de ter
demonstrado melhor resultado do que com agua, com maior interagdo AG/P, a
concentragado de 1,5% nao foi suficiente para uma precipitagdo total das proteinas
plasmaticas. Isso demonstra a influéncia dos solubilizantes sobre a formacao de
precipitado e, mesmo quando se utilizou a mesma concentracio para os dois taninos,

houve variagdo de acordo com a estrutura molecular do tanino.

Neste estudo observou-se que a realizagao do ajuste de pH apds a adi¢cao do
tanino é mais eficiente, visto que permitiu a modulagao do pH da mistura T/P conforme
desejado. Essa ordem de ajuste favoreceu a precipitagao de proteinas plasmaticas de
acordo com seus pontos isoelétricos, evitando a variacdo de pH de acordo com a

acidez do tanino.

A variagdo no tempo de homogeneizagdo mostrou ndo ser significativa para a
precipitacdo de proteinas plasmaticas, devido a pequena variagao na quantidade de
precipitados entre os dois tempos utilizados. O tempo de 15 minutos se mostrou
suficiente para as precipitagdes, evitando assim a reorganizagéo dos complexos, onde

mais taninos podem se ligar a menos proteinas.

Quando estudada a influéncia da concentragdo de AT, as precipitagbes
demostraram que a formacado de precipitado depende da relagdo T/P, com maior

ocupacao de sitios proteicos. Porém, as concentragdes de 1,5% e 2% demostraram



105

maior especificidade de bandas de acordo com os pHs utilizados, no pH 6,9 para a
IgG e no pH 4,9 para a albumina.

A variagao de pH provocou mudangas nas cargas superficiais dos taninos e
proteinas, demonstrando a capacidade do pH de afetar as propriedades de ligagao
deste, e consequentemente, a precipitagdo. Tanto nas precipitacdes realizadas com
proteinas totais quanto com a IgG pura, ocorreram precipitacbes em todo os pHs
testados, entretanto, as precipitagcbes foram substanciais préximo aos pontos

isoelétricos das proteinas mais abundantes.

Através das eletroforeses foi possivel observar que embora tenha sido utilizado
o ponto isoelétrico de uma unica proteina em cada etapa de precipitacdo, bandas de
outras proteinas foram visualizadas fora de seus pontos isoelétricos. Percebemos
também que a formagdo dos complexos T/P tem sua mobilidade eletroforética
alterada, em funcdo de sua massa e tamanho molecular, sendo visualizadas bandas
adjacentes as proteinas. A mobilidade também varia em fungdo dos grupos quimicos

das moléculas, justificando a diferenga de mobilidade entre o AG e o AT.

O EDL e o ¢ comprovaram que os maiores complexos formados e a maior
interagcéo entre o AT/IgG ocorrem proximo ao pl da proteina, mas mesmo em menor
quantidade, houve formacgao de precipitados em todos os pHs testados. Os estudos
da interagéo de T/P demonstraram que o fato de algumas precipitagdes terem ocorrido
em pH basico envolve associagdes fracas, sendo possivel admitir que a precipitagao
nao dependa somente da formacao de ligagdes de hidrogénio com os grupos fendlicos

nao ionizados, mas também de interagcdes hidrofébicas.

Nosso trabalho demostrou que os taninos hidrolisaveis aqui descritos, podem
formar complexos soluveis com proteinas globulares, e as relagbes competitivas dos
taninos com as proteinas dependem de suas estruturas e condi¢des do meio, onde a
mudanca de uma variavel pode afetar a precipitagao e ter diferentes efeitos. Diante
dos resultados obtidos, concluimos que os taninos hidrolisaveis sao efetivos como
precipitantes de proteinas plasmaticas humanas. O AT, por demonstrar maior
eficiéncia nas precipitacdes do que o AG, fornece alternativa para precipitacoes

escalonaveis reversiveis.
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7 PERSPECTIVAS

Considerando os resultados obtidos com este estudo, testes futuros deverao
ser realizados para o estudo da influéncia da temperatura e forca ibnica em
precipitacbes de proteinas plasmaticas com os taninos aqui utilizados. Vé-se
importante estudar a influéncia dos parametros aqui empregados através de técnicas
que possibilitem avaliar a conformacéo e estabilidade proteica apds a formacao de

complexos com os taninos (dicroismo circular, RMN).
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