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Prefácio 

Um dos maiores obstáculos encontrado para o estudo da caltcrelna 

urinária humana é a dificuldade de obtenção da enzima em quantidades que 

sejam suficientes para um estudo mais amplo, pois a concentração de 

calicretna na urina é extremamente baixa, Portanto, para se consequlr 

alguns microqramas de calicreina purificada há que se trabalhar com 

grandes volumes de urina o que torna necessário a utilização de processos 

de concentração. Os processos convencionais de que se dispõe para 

concentrar urina, tais como diálise e liofilizacão. ultraflltracão e 

adsorção em resinas são, em geral, caros, demorados e não permitem 

trabalhar com grandes volumes. Assim, o desenvolvimento de um método de 

concentração que seja rápido, econômico e que possa ser operado em 

grande escala é de qrande importância para o avanço dos estudos de 

caracterização química, fisico-quimica e biológica das calicreínas 

tissulares humanas. 

O presente trabalho propõe a utilização de um novo processo de 

concentração da urina humana, o qual proporciona a obtenção de grandes 

quantidades de calicreina urinária humana em um tempo relativamente 

curto quando comparado com o tempo necessário para concentrar o mesmo 

volume de urina através dos processos convencionais, Este processo 

baseia-se na utilização de géis termosensiveis como solventes extratores. 

Esses géis têm a propriedade de se expandir em temperaturas baixas, 

absorvendo água e solutos de baixo peso molecular, excluindo as 

rnacromoléculas, e eles podem ser regenerados por um pequeno aumento na 

temperatura, que promove uma súbita contração dos mesmos, liberando o 

solvente e solutos absorvidos, 

No capítulo 1, após uma breve revisão sobre o sistema 

calicreína-cintnogênlo-cinina, são apresentadas as técnicas usualmente 



empregadas para concentração da urina e purificação da calicreina urinaria 

humana, bem como, seus principles de operação e os problemas 

normalmente encontrados na utilização de tais processos de concentração 

Em seguida, são introduzidos os conceitos de géis termosensiveis, a 

possibilidade de utilização desses géis para a concentração de 

macromoléculas a partir de soluções diluídas e o conceito de seletividade 

No último item deste primeiro capitulo são apresentados os resultados 

preliminares obtidos no estudo da utilização do gel poli 

(N-lsopropllacrilamida) 10x1 para a concentração da urina humana e os 

objetivos do presente trabalho. 

O trabalho experimental envolveu a síntese do gel; a concentração da 

urina humana utilizando o gel poli (N-isopropilacrllamlda) 10 x 1, como 

solvente extrator; estudo de algumas condições de operação para o 

processo de concentração via gel; dlãlise e llofllização do material 

concentrado e purificação da calicreina a partir da solução do pó urlnãno 

obtido. Toda a metodologia empregada na realização do trabalho 

experimental está descrita no capítulo 2, 

No capítulo 3, estão reunidos todos os resultados obtidos e as 

discussões pertinentes a esses resultados. Assim, neste capítulo são 

apresentadas as condições de operação do processo de concentração da 

urina humana via gel poli (N-lsoproplIacrílamlda) e as etapas utilizadas na 

purificação da calicreina urlnárla humana. Os resultados obtidos mostram 

que a concentração da urina via gel termosensível é extremamente viável, 

pois o processo é rápido e barato, permite a concentração de grandes 

volumes de urina e não altera as características da calicreina. 

No quarto capitulo do presente trabalho são apresentadas as 

conclusões a que se chegou. 



ResuMo 

No presente trabalho foi feito um estudo da utilização do gel 

polimérico termosensível poli (N-isopropllacrllamlda) para a concentração 

da urina humana, visando a obtenção de callcrelna purificada. Este novo 

processo, ao contrário daqueles convencionalmente utilizados para tal fim, 

é simples, econômico, "suave", e não apresenta problemas de "scale up". 

Este estudo envolveu a síntese de géis, a sua utilização para a 

concentração da urina, e a determinação das melhores condições 

operacionais do processo. Após a concentração da urina, via gel 

termosensível, foi feito um estudo da purificação da callcreina, com o 

objetivo de simplificação de tal procedimento. 

As eflclênclas de extração são elevadas nos ciclos iniciais e 

decrescem com o número de ciclos. A escolha adequada da relação massa 

de gel/volume de urina permite a redução do volume inicial de urina em 

cerca de vinte vezes em apenas quatro ciclos, mantendo-se elevada a 

eficiência de separação, Foi demonstrada, ainda, a excelente estabilidade 

do gel, podendo o mesmo ser submetido a vários ciclos de 

extração/regeneração. 

A purificação da callcreina urinária humana foi realizada em apenas 

duas etapas de cromatografla. 
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1. Concentração e purificação 

de calicreina urinária humana: 

aspectos principais. 

Neste primeiro capítulo são abordados os principais aspectos 

relativos à concentração e purificação da calicreina urinaria humana 

Assim, o primeiro item apresentado traz uma breve revisão sobre o sistema 

calicreina-cmina. 

No segundo item são apresentados os processos normalmente 

utilizados para concentrar urina, tais como diálise e liofilizaçâo, 

ultrafiltração e adsorção em resinas, bem como, os princípios de operação e 

os problemas encontrados na utilização de cada um. Ainda neste item são 

apresentados alguns processos utilizados para a purificação da calicreina, 

citados na literatura, e seus princípios básicos. 

O terceiro item deste capitulo mostra um novo processo de 

concentração de macromoléculas em que se utiliza o gel termosensivel poli 

(N-isopropilacrllamlda) como solvente extrator. Os pricípios básicos desse 

sistema, as principais características do gel e o conceito de seletividade 

são apresentados. 

No quarto e último item é apresentada a proposta de utilização do gel 

termosensivel para concentrar a urina humana e os objetivos do presente 

trabalho, 



1.1 Sistema Calicreina - cinina. 
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As callcretnas ou cininogenases (E.C. 3.4,21.8) sao enzimas, 

pertencentes ao grupo das serino-proteases, com atividade proteolítica 

especifica e restrita. Elas hidrollsam, além de seu substrato natural 

(cininogênio plasmático), substratos sintéticos dos tipos amida e éster, 

derivados da arginina. 

O clnlnogênlo plasmâtico (a2-globullna), no homem e na maioria dos 

mamíferos, ocorre sob duas formas, uma de alto peso molecular 

(88.000-114000 daltons) e outra de baixo peso molecular (50.000-68.000 

daltons) (MULLER et al, 1986). Já no rato, além dessas duas, há uma terceira 

forma, o T-cíninogênIo, de peso molecular 69.000 (GREENBAUM & OKAMOTO. 

1988). 

A descoberta das callcreínas deu-se entre 1926 e 1928. FREY (1926) 

e FREY & KRAUT (1928) encontraram na urina humana uma substância não 

dialisável e termolábil que, Injetada por via Intravenosa no cão, produzia o 

abaixamento da pressão arterial. Pensou-se, Inicialmente, que essa 

substância era um hormônio excretado, com atividade sobre os vasos 

sangüíneos e a circulação. Essa hipótese só foi descartada quando WERLE et 

al (1937) demonstraram que as callcreínas liberavam enzlmaticamente. de 

um precursor Inativo do plasma, uma substância que era capaz de provocar 

contrações em preparações de músculos Isolados. 

A partir de 1950, resultados de estudos sobre callcreínas. publicados 

na literatura, alteraram significativamente algumas das Idéias mais 

antigas sobre elas. Assim, sabe-se atualmente, que a calicreina pancreática 

é originada no pâncreas e não no plasma, como se pensava anteriormente, e 

que a fonte da calicreina urinária não é o pâncreas. mas sim o próprio rim. 
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As calícreínas são divididas em dois grupos, as plasmátlcas e as 

tissulares (ou glandulares). As calicrelnas plasmátlcas hldrolisam, 

exclusivamente, o clnlnogênlo de alto peso molecular, liberando bradlclnlna 

enquanto que as tlssulares hldrolisam preferencialmente o clnlnogênlo de 

baixo peso molecular liberando calldlna (llsll-bradlclnlna) (MULLER et al, 

1985). Os pontos de hidróllse do clnlnogênlo para a liberação de bradlclnlna 

e calldlna são mostrados, esquematlcamente, na FIGURA 1, 

H-Ser Arg-Mel^ys^rg-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg^er-VQl  

• ! ' 

: : : 
: i BK : 

i ' % 
I ■ 
I • 
I ' 

i Lys - BK i 

FIGURA 1 - Hidróllse enzlmôllco do clnlnogênlo coníi llberoçfio de 

brodlclnlno e colldlno. 

Bradlclnlna, calldlna e T-c1nlna são pollpeptideos denominados 

genericamente como clnlnas, A calldlna, um decapeptídeo, foi descoberta 

em 1937 por WERLE et al. ROCHA E SILVA et al (1949) descreveram a 

liberação de um peptideo ativo, pela trlpslna e certos venenos de serpentes, 

da fração globullna do plasma. A este nonapeptldeo eles deram o nome de 

bradlclnlna. Uma terceira clnlna, a metlonll-llsll-bradíclnlna foi 

descoberta por ELLIOTT & LEWIS (1968). Finalmente, a T-cln1na, 

(lle-Ser-bradlclnlna) encontrada no plasma de rato, foi descoberta em 
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1986 por OKAMOTO & 6REENBAUM. 

Segundo RE60LI ^ BARABÉ (1988), as cininas exercem uma grande 

variedade de efeitos biológicos, dos quais os mais Importantes são a 

hipotensão, dor, edema local. Inflamação, vasodilatação arterial, contração 

de algumas artérias de grande calibre, contração do endotéllo capilar, 

contração de velas, contração do útero, brônquios. Intestinos e bexiga, 

relaxamento do duodeno, estimulação da liberação de prostaglandinas, 

histamina, renlna e catecolaminas e, estimulação da proliferação celular 

(fibroblastos humanos). Assim, as atividades biológicas das callcreinas são 

Indiretas, pois os efeitos observados devem-se à ação da cinina, a qual é 

liberada pela ação enzimática das callcreinas sobre os cininogênios. 

Até agora, várias callcreinas tissulares já foram Isoladas, 

purificadas e caracterizadas como mostram os trabalhos de FIEDLLER 

(1979) para as callcreinas pancreática, submandibular e pancreática de 

porco, salivar e urinária humana, pancreática, submandibular e urinária de 

rato, submaxilar de camundongo e gato, pancreática do cão e urinária do 

cavalo; MURTHY et al (1986) para a callcreína urinária de cão e UCHIDA et ai 

(1980) para a callcreína estomacal do rato. Com relação à callcreína 

urinária humana, há vários trabalhos na literatura, descrevendo o seu 

Isolamento, purificação e caracterização (MORIYA et al, 1963; HIAL et 

al,197?; SPRA66 & AUSTEN, 1974; MATSUDA et al, 1976; 6EIGER et al, 

1977; OZA & RYAN, 1978; OLE-MOIYOI et al, 1979; LEVINSKY et al, 1979; 

6EI6ER et al, 1980; MORICHI et al, 1980 e MORICHI et al, 1984), 

As callcreinas, como outras enzimas, também ocorrem em múltiplas 

formas, segundo demonstraram NUSTAD & PIERCE (1974), para a callcreína 

urinária de rato; FRITZ et al (1977), para as callcreinas pancreática, 

submandibular e urinária de porco; MORIYA et al (1977), para a callcreína 

renal de cão; MORIYA et al (1963 e 1973), HIAL et al (1974), MATSUDA et 
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ai (1976), OLE-MOIYOI et al (1977 e 1979), GEI6ER et al (1977 e 1980); 

MORICHI et al (1984) e LIMA (1986), para a callcreina urlnàrla humana. 

Quanto a composição química, as callcreínas pancreátícas de porco 

têm sido as mais estudadas, mas já se conhece as composições em 

aminoàcídos de várias callcreínas. Inclusive da callcreina urínáría humana, 

como demonstram os trabalhos de HI AL et al (1974); PORCELLI et al (1974); 

OLE-MOIYOI et al (1979) e GEIGER et al (1979). Além da composição em 

aminoàcídos, já se conhece hoje, a seqüência completa de aminoàcídos das 

callcreínas pancreátlca de porco e urínáría humana como demonstram, 

respectivamente, os trabalhos de TSCHESCHE et al (1979) e KELLERMANN et 

al(1987). 

Quanto às funções das callcreínas tissulares, a literatura é 

extremamente ampla. LEV1N5KY (1979) afirma que, embora as funções do 

sistema callcreína-cínínogênlo-cínína renal ainda não estejam 

completamente definidas, há evidências de que ele pode regular o fluxo 

sangüíneo renal e modular o transporte tubular de sal e água. GElôER & 

Ml SKA (1988) afirmam, ainda, que as callcreínas tíssulares podem ter um 

papel importante na hipertensão, na função e disfunção renais, na 

proliferação celular, na motílidade e migração do esperma, na absorção 

intestinal e no metabolismo muscular da glicose e no diabetes. 

Assim, apesar de muitos estudos já terem sido realizados com as 

callcreínas tíssulares humanas (pancreátlca, salivar e urínáría) ainda há 

muito que se estudar para se chegar a uma boa compreensão de seus papéis 

enzimático, fisiológico e patofisiológlco. 
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1.2 Processos de concentraçSo e purificação de 

calicreina urinária humana. 

As fontes de calicreina tlssular humana são a urina e os órgãos 

retirados de cadáveres. Dessas fontes, a melhor é a urina pois, além de ser 

um produto de excreção, nela a calicreina já se encontra em grande parte na 

forma ativa, enquanto que nos órgãos ela se encontra na forma de 

pré-callcrelna e teria que ser ativada antes do seu Isolamento e 

purificação, o que tornaria o processo de purificação da enzima multo mais 

trabalhoso. 

Entretanto, a quantidade de calicreina na urina humana é multo baixa, 

logo, para se Isolar e purificar quantidades suficientes da enzima, que 

tornem possível a realização de estudos adequados para caracterizá-la 

melhor química, físico-quimica e blológicamente, há que se trabalhar com 

grandes volumes de urina, o que torna necessário a utilização de métodos 

para sua concentração. 

Os processos de concentração da urina humana mais comumente 

usados são a dlállse e llofillzação, ultrafIItração e adsorção em resinas. A 

seguir, são apresentados os princípios de operação, bem como os problemas 

normalmente encontrados na utilização de cada um desses métodos de 

concentração. 

1.2.1 Diálise e liofilizaç2o. 

As proteínas globulares, em solução, podem ser separadas de solutos 

de baixo peso molecular através de dlállse. Este método consiste na 

utilização de uma membrana semlpermeável que retém as proteínas e 
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permite a passagem de moléculas menores do soluto e da água A membrana 

(tubo de celofane), contendo a solução a ser dialisada, é imersa em um 

grande volume de água destilada. Devido ao gradiente de concentração entre 

a água destilada e a solução protélca, as moléculas de baixo peso molecular 

vào passando através da membrana até que o equilíbrio entre as duas fases 

seja atingido, A água destilada é trocada várias vezes, de forma que a 

concentração de moléculas de baixo peso molecular diminui a praticamente 

zero na solução protélca. 

A liofilização é o processo de remoção de água, por sublimação, de 

uma solução congelada, sob alto vácuo. A liofilização de proteínas requer a 

eliminação prévia de sais, daí se utilizar anteriormente a diálise, ü 

material, que antes era uma solução congelada, com a retirada da agua 

torna-se pó, 

Este processo de concentração é muito utilizado para concentrar 

pequenos volumes, mas quando se quer concentrar um grande volume, uma 

série de fatores dificultam a utilização desta técnica. O grande volume de 

solvente utilizado para extrair os solutos de baixo peso molecular (diálise) 

e o alto consumo de energia requerido para resinar, aquecer e fazer vácuo 

na liofilização, torna este método de concentração muito caro, Além disso, 

o tempo necessário para concentrar grandes volumes, através desta 

técnica, é multo longo. 

1.2.2 Ultraíiltraçâo. 

o processo de ultrafíltração consiste em forçar a passagem de 

moléculas pequenas através de uma membrana pela aplicação de pressão, A 

membrana é permeável a moléculas de baixo peso molecular e os poros são 
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suficientemente pequenos para Impedir a passagem de proteínas e outras 

macromoléculas. Assim, moléculas grandes são retidas e concentradas em 

relação a uma solução Inicial. 

As dificuldades encontradas nesta técnica derivam do acúmulo de 

uma camada com alta concentração de soluto sobre a membrana. 

Tal polarização de concentração pode reduzir grandemente o 

escoamento através da membrana exigindo, assim, pressões cada vez mais 

altas para a manutenção do fluxo. Tal aumento de pressão, freqüentemente, 

leva a desnaturação das macromoléculas biológicas e rompimento da 

membrana. 

1.2.3 Adsor^o seletiva em resinas. 

As proteínas podem ser adsorvldas, e seletivamente eluldas, de 

colunas de materiais relativamente Inertes, finamente divididos, com uma 

área de superfície multo grande em relação ao tamanho das moléculas 

protélcas. Esses materiais Incluem substâncias não polares como o carvão e 

substâncias polares como a alumina e síHca-gel. A natureza exata das 

forças que unem as proteínas a esses adsorventes ainda não é conhecida, 

porém, com os adsorventes não-polares, devem prevalecer, provavelmente, 

Interações hldrofóblcas e de van der Waals, enquanto que as atrações 

lônicas e/ou pontes de hidrogênio devem ser as forças principais com os 

adsorventes polares. 

Este é um método "suave" para a concentração de proteínas. 

Entretanto, a regeneração de tais resinas torna os custos proibitivos para 

operação do processo em grande escala. 

Os vários laboratórios do mundo que estudam a callcreína urinária 

humana utilizam os processos citados acima para a concentração da urina. 
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Assim, HI AL et al (1974) usaram o processo de dessallnlzação da urina por 

flltração em coluna 6-25 e llofilizaçâo, 6EI6ER et al (1977), 6EIGER 

FRITZ (1981) e LIMA (1986), concentraram a urina humana através de 

diállse e llofillzação, O processo de concentração de urina humana através 

da ultrafiltraçâo foi utilizado por OLE-MOIYOI et al (1977), SHIMAMOTO et 

al (1980) e TAKADA et al (1985). Já o trabalho de MORICHI et al (1984) 

mostra a utilização de stlica-gel para concentração da urina humana. 

Quanto â purificação da calicreina urinária humana, hâ vários 

trabalhos descritos na literatura e cada um apresenta etapas diferentes de 

purificação. Entre as etapas comumente utilizadas na purificação da 

calicreina urinária humana estão a precipitação das proteínas por 

salificação ou por adição de solventes orgânicos, cromatografia de 

afinidade com ligantes específicos, cromatografias de troca iônica e de 

adsorção seletiva e cromatografia de exclusão molecular. Os princípios 

básicos de cada um desses processos são apresentados a seguir, 

1.2.4 Precipitado de proteínas por salificação. 

Em concentrações reduzidas, os sais aumentam a solubilidade de 

multas proteínas, um fenômeno denominado solubilização por salificação 

("salting-in"), A capacidade dos sais neutros de influenciar a solubilidade 

das proteínas é uma função de sua força iônica. Os efeitos da salificação na 

solubilização são ocasionados por alterações na tendência a ionização dos 

grupos dissociáveis da proteína. 

Por outro lado. à medida que a força iônica é aumentada, a 

solubilidade das proteínas é reduzida e, em forças lônicas suficientemente 
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altas, ocorre a precipitação de proteínas ("saltlng-out"). As bases 

ffsico-químicas deste fenômeno são bastante complexas, mas há uma 

hipótese de que os sais, em altas concentrações, podem remover água de 

hldratação da molécula protélca reduzindo, desta forma, sua solubllIdade, O 

sal mais freqüentemente utilizado para a precipitação de proteínas é o 

sulfato de amônio. 

1.2.3 Fracionamento por solventes. 

A adição de solventes orgânicos neutros, miscívels com a água, em 

especial etanol e acetona, reduz a solubll Idade da maioria das proteínas 

globulares, em água, ao ponto de preclpltá-las. Isto se deve ao fato desses 

solventes possuírem constante dlelétrlca menor do que a da água, o que faz 

aumentar a força de atração entre as cargas opostas, levando a um 

agregamento e precipitação das moléculas de proteína. 

1.2.6 Cromatografia de afinidade. 

Algumas proteínas podem ser Isoladas de uma mistura multo 

complexa e obtidas em um alto grau de purificação, multas vezes em uma só 

etapa, pela cromatografla de afinidade. Esse método é baseado na 

propriedade biológica que algumas proteínas têm de se ligar 

especificamente, por forças não covalentes, a outra molécula, denominada 

llgante. A eluição da proteína ligada é feita através de variação de algumas 

condições do tampão como pH e força lônica ou pela adição de Inibidores. 

A molécula llgante normalmente é fixada em suportes sólidos, onde 

OS materiais mais usados são agarose e Sepharose. 
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1.2.7 Cromatografia de troca iônica. 

A cromatografia de troca tônica utiliza o comportamento 

àcido-básico das proteínas como base de separação. Os materiais mais 

freqüentemente utilizados para a cromatografia de proteínas são 

preparados sinteticamente como derivados da celulose. A 

dietilaminoetil-celulose (DEAE-celulose) contém grupos carregados posi- 

tivamente em pH 7,0 e é, portanto, um trocador de ânions. A 

carboximetilcelulose (CM-celulose) contém grupos carregados 

negativamente em pH neutro, sendo trocadora de cátions. As misturas 

protélcas, aplicadas âs colunas de troca lônica, são resolvidas em seus 

componentes Individuais através de elulção sucessiva pela aplicação de 

tampões, com força lônica adequada, âs colunas. 

1.2.0 Cromatografia de exclude molecular. 

Na cromatografia de exclusão molecular a mistura de proteínas, 

dissolvidas em um tampão adequado, flui através de uma coluna cheia de 

esferas microscópicas, contendo poros, de um material polimérlco 

altamente hidratado e inerte, previamente lavado e equilibrado com tampão 

adequado. Os materiais usualmente empregados neste tipo de cromatografia 

são géis, tais como Sephadex, agarose e Bio-gel, que podem ser preparados 

com diferentes graus de porosidade interna. Nas colunas, as proteínas de 

tamanhos moleculares diversos penetram nos poros internos das esferas em 

diferentes graus e assim, percorrem a coluna em diferentes velocidades. 

Moléculas protélcas muito grandes serão excluídas das microesferas sendo 

portanto, eluidas primeiro. Por outro lado, as moléculas protélcas multo 
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pequenas penetram livremente nos poros das microesferas e têm assim, 

suas velocidades retardadas. As moléculas de tamanho Intermediário serão 

excluídas das esferas em um grau que dependerá do seu tamanho, dal o nome 

de exclusão molecular. 

A TABELA 1 mostra alguns processos, citados na literatura, 

utilizados para concentrar e purificar a callcreina urinàrla humana. 

Todos os processos utilizados para concentrar a urina humana, 

citados até o momento, apresentam problemas de operação. Em geral, os 

custos de tais processos são altos e o tempo necessário para a obtenção de 

quantidades apropriadas do material concentrado, de forma a que possa dar 

Início às etapas de purificação da callcreina, é multo longo. Portanto, o 

desenvolvimento de um processo que permita a obtenção mais rápida e 

facilmente de grande quantidade do pó urlnárlo, sem perda substancial da 

atividade da callcreina, é de fundamental Importância. 

1.3 Processo de concentração de macromolóculas via 

gel termosensivel. 

FREITAS (1986), descreve um novo método de concentração de 

macromoléculas a partir de soluções diluídas. Este método baseia-se na 

utilização de hidrogéis termosensívels como solventes extratores. 

Segundo RATNER & HOFFMAN (1976), um hidrogel pode ser definido 

como um material polimérico que é capaz de se expandir em água, 

absorvendo e retendo uma fração significativa da mesma dentro de sua 

estrutura, mas não se dissolvendo nela. Uma outra definição leva em conta a 

instabilidade potencial do sistema formado pela rede expandida e sua 



TABELA 1 - Processos de concenlroçSo e purlflcoçSo 

de collcreína urlnèrio humano. 

Autores Sumário dos Processos 

HIAL et ai 
(1974) 

GEIGER et ei 
(1977) 

OLE-MOIYOI 
(1977) 

OZA&RYAN 
(1970) 

GEIGER et ai 
(1981) 

MORICHI et ai 
(1983) 

LIMA et ei 
(1986) 

Sephadex G- 25 e llofilizaçSo 
DEAE-SephadexA-50 
Sephadex G-150 
Sephadex G-150 

Dl6ll9e e llofilIzaçSo 
Sephedex G-100 
Sepharode-aprotl n1 na 
Sephadex G-25 
Sephacryl S-200 

U1trafl1traç!ío 
DEAE-celuloee 
DEAE-ce1u1o$e 
Sephadex G-100 

Prto1ptt«ç8o oom 
sulfato d* «mònio 
DEAE-o*1u1os* 
8*ph«ros*-aprot1n1na 
Stphaorgl 8-200 

Diéilse e llofilIzeçSo 
Sephacryl S-200 
Sepheroae-aprotl n1 na 
DEAE-Sepharose 

Sfllca gel 
Sephadex G-75 
DEAE-Sephadex A-50 
Bentonita 
Sepharoae-aprotl n1 na 
Gel TSKG-3000SWG 

Dl6ll9e e 11of111zaç2ío 
Fraclonamento com 
aulfato de amõMo 
DEAE-Celuloae 
Hidroxllapatlta 
Sepharoae-aprotl n1 na 
Sephacryl S-200 
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vizinhança quando a temperatura, pressão, pH ou composição química da 

vizinhança é alterada (SILBER6,1976). O fato do gel expandir-se em água e 

não se dissolver nela deve-se à existência de ligações cruzadas entre as 

moléculas do polímero. Durante a expansão o volume do hidrogel aumenta 

até o equilíbrio, no qual o potencial químico da água no gel, e da água que 

circunda o gel está balanceado. Como a rede se expande, as cadelas do 

polímero são elongadas e exercem uma força em oposição a expansão de tal 

forma que pequenas variações das condições de equilíbrio podem provocar 

uma redução drástica no volume do gel (TANAKA et al,1980; TANAKA,1981; 

TANAKA et al,1982; ILAVSKY,1982; ILAVSKY et al,1982; ILAVSKY & HROUZ, 

1983). 

O hidrogel poli (N-Isopropllacrilamida) desenvolvido por FREITAS 

(1986), tem a característica de ser termosensível, ou seja, ele apresenta 

uma grande variação no grau de expansão volumétríco - definido pela razão 

do volume do gel expandido pelo volume do gel seco - para uma mudança 

relativamente pequena na temperatura. Portanto, a Instabilidade da rede 

expandida com as mudanças na temperatura é o aspecto chave envolvido no 

desenvolvimento desse novo processo de separação de macromoléculas. 

O gel poli (N-lsopropilacrilamida) é um homopolímero derivado da 

acrilamida e ele apresenta uma outra característica multo importante; ele 

se contrai no aquecimento, sugerindo que se comporta como um polímero 

com temperatura crítica inferior (DIEU, 1954; MALCOM & R0WLINS0N,1957; 

FREEMAN & ROWLINSON, 1960). Soluções com temperatura crítica inferior 

são sistemas caracterizados por uma única fase estável onde a separação 

das fases ocorre no aquecimento. 

Assim, este novo processo de concentração envolve basicamente duas 

etapas: a etapa de extração, que faz uso da propriedade do gel de absorver 
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solvente e solutos de baixo peso molecular, excluindo moléculas de soluto 

com alto peso molecular, e a etapa de recuperação que consiste na 

contração do gel com conseqüente liberação das moléculas absorvidas. 

O processo de concentração de macromoléculas por géis 

termosensiveis está representado na FIGURA 2. A solução a ser concentrada 

é adicionada ao gel contraído, o qual se expande a baixas temperaturas, 

absorvendo moléculas de baixo peso molecular e excluindo as 

macromoléculas. A solução de macromoléculas, agora mais concentrada, é 

separada do gel expandido e reservada para as concentrações posteriores. O 

gel expandido é aquecido e, assim, se contrai liberando as moléculas 

absorvidas. O gel contraído (recuperado) é resfriado para que possa retornar 

ao processo e dar continuidade às concentrações. 

As principais características desse processo de concentração são, 

portanto, o comportamento do gel, em função da temperatura, e sua 

seletividade (FREITAS, 1986). Como pode ser visto no GRAFICO 1, o gel 

expande cerca de 40 vezes seu peso seco em água, a 8 *^C, e contrai, 

bruscamente, a 33 ®C. 

A seletividade, expressa como eficiência de separação do gel, ti, é 

definida como a diferença da concentração real, aC, entre a solução inicial 

e a solução concentrada dividido pela diferença máxima de concentração, 

ACmax, a qual poderia ser obtida se todo o soluto da solução inicial fosse 

recuperado no concentrado. Fisicamente, a eficiência representa o quanto o 

soluto foi excluído do gel em relação a determinada quantidade de solvente 

absorvido. Assim, uma eficiência de 100 % significa que o gel não absorveu 

o soluto, ou seja, o soluto é completamente excluído do gel. Entretanto, se o 

soluto é absorvido pelo gel, na mesma proporção que o solvente, tal que a 

concentração de soluto na solução final seja igual a da solução inicial, a 

eficiência de separação é O %. 
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GEL E RECUPERADO 

GEL E RESFRIADO GEL E AQUECIDO 

PROCESSO DE EXTRAÇÃO 

POR GELS 

TERMOSENSÍVEIS 

SOLUÇÃO É ADICIONADA GEL É SEPARADO 

GEL SE EXPANDE 

SOLVENTE 

É RETIRADO 

CONCENTRADO 

É RETIRADO 

FIGURA 2 - Representação do processo de concentração de 

macromoléculas através da utilização de géis 

termosenstveis. 
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GRAU DE EXPANSÃO VOLUMÉTRICO 

grafico \ - Expansão do gel polKN-tsopropílacrllamjda) em água. 
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Assim, a equação que define a eficiência é: 

1| = ^ ^ X 100 (1.1) 

âC n»x 

A TABELA 2, mostra as eficiéncias de separação para varias 

moléculas, com diferentes pesos moleculares (FREITAS, 1986) Como pode 

ser visto, moléculas de alto peso molecular como Blue dextran, sào 

totalmente excluídas, enquanto moléculas com pesos moleculares mais 

baixos sào absorvidas pelo gel, em proporções que dependerão de seus 

tamanhos. 

O gel poli (N-1sopropllacrllamlda) também foi utilizado, com 

sucesso, na concentração do vírus da Influenza (ROEPKE et al, 1986) 

Tal método de separação parece ser extremamente atrativo, pois é 

efetivo para proteínas e outras macromoléculas, pode ser usado em larga 

escala, não requer qualquer equipamento complexo ou caro e, além disso, a 

recuperação do gel pode ser conduzida com o calor que é geralmente 

desperdiçado em processos Industriais, fazendo com que as concentrações 

tenham baixo custo (FREITAS, 1986; FREITAS & CUSSLER, 1987), 

1.4 Concentração de urina humana utilizando gel 

termosensível; aspectos gerais. 

Para a concentração de urina humana utllIzou-se o gel 

poll(N-ísopropilacrllamlda) 10 x I. A composição desse gel está descrita 

segundo a notação de HJERTEN (1962), onde o primeiro índice depois do 

nome representa o peso global de monômeros (monômeros + agente de 

ligação cruzada) por 100 ml de solução, e, o segundo índice, representa a 
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SOLUTO 

UREA 

VITAMINA 

OVALBUMINA 

DEXTRAN AZUL 

POLIETILENO GLICOL 

PESO EFICIÊNCIA DE 

MOLECULAR SEPARAÇAO , TTj * 

60 2 

1355 32 

A5000 97 

2000000 97 

AOO 10 

3400 30 

8000 56 

18500 80 

88 ANTICORPO MONOCLONAL 160000 

* GEL POLI (N-ISOPROPILACRILAMIDA) 8 x 1 
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quantidade de agente de ligação cruzada como uma porcentagem (p/p) da 

quantidade total de monômeros. O exemplo abaixo Ilustra esta notação: 

Gel (a X b) 

a = % de monômeros totais (monômero principal + agente de ligação 

cruzada) 

b = % de agente de ligação cruzada em relação a quantidade de 

monômeros totais. 

Assim, na preparação de 100 g de gel (10 x 1), tem-se: 

massa de monômeros totais = 100 g x 0,1 (10%)= 10 g 

massa de agente de ligação cruzada = 10 g (monômeros totais) x 

0,01 (1 %) = 0J g. 

A razão da escolha do gel acima para a concentração da urina 

deveu-se ao fato das variáveis desse sistema Já estarem bem delineadas 

(FREITAS, 1986). 

Como o comportamento do gel varia de acordo com o melo no qual ele 

está sendo utilizado, para concentrar a urina foi necessário fazer uma série 

de estudos (PAI VA, 1988), onde foram analisadas as seguintes variáveis: 

- Grau de expansão do gel em urina 

- Comportamento da expansão do gel em urina, como uma função da 

temperatura 

- Eficiência de extração em função da concentração de proteínas na 

urina 

- Atividade amidásica especifica da callcrelna urinária humana na 

urina concentrada 
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Os resultados desses estudos mostraram que a temperatura de 

transição e o grau de expansão do gel em urina são menores do que em água 

e Isto se deve à presença de sais na urina que alteram o comportamento 

termodinâmico do gel (OLIVEIRA & FREITAS, 1990). Por outro lado, as 

eflclênclas de separação obtidas foram bastante altas e não houve 

alteração na atividade amidásica específica da callcretna, após as 

concentrações. Assim, esses estudos preliminares mostraram que o gel, 

apesar de apresentar um grau de expansão volumétrico mais baixo na urina 

(cerca de 11 vezes seu peso seco), é adequado para a concentração da 

mesma. 

Dentro deste contexto, considerando-se o potencial desse novo 

processo de separação e os problemas das técnicas convencionais para 

concentração de urina humana visando a obtenção de callcreina purificada, 

vários estudos se fizeram necessários para a determinação dos vários 

aspectos envolvidos na concentração de urina humana pelo processo gel 

termosensivel, Incluindo a determinação de condições ótimas de operação, 

Estes estudos constituem o objetivo do presente trabalho. 

A seguir, os objetivos gerais e específicos são apresentados. 

Objetivos; 

I, Determinação das condições de operação do processo de 

concentração da urina humana via gel poli (N-lsopropílacrílamída) 10x1. 

Para a determinação dessas condições uma série de estudos devem ser 

realizados: 

- Efeito da lavagem do gel após cada ciclo, sobre as eflclênclas de 

extração. 
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- Estabilidade do gel após ter sido usado em um grande número de 

ciclos, 

- Influência de proteínas presentes na urina sobre as eficiências de 

extração. 

- Determinação das relações massa de gel/volume de urina a serem 

usadas em cada ciclo de forma a obter maiores eficiências de se- 

paração. 

2. Simplificação do processo de purificação da calicreína urinaria 

humana de maneira a purificá-la mais facilmente, no menor tempo possível 

e com um bom rendimento. 
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2. Material e métodos. 

Este capítulo pode ser- dividido em três grandes itens. O primeiro 

item. concentração da urina, será dividido em duas pai tes. concentração via 

gel terrnosensível e diálise-liofilização, No segundo item a ser cor»siderado 

são mostradas as etapas realizadas para purificação da calicreina humana. O 

terceiro e último item traz todas as técnicas utilizadas para o 

acompanhamento analitico das etapas envolvidas na concentração e 

purificação da calicreina urinária humana. 

Para uma melhor visualização do trabalho experimental, a FIGURA 3. 

página 42, mostra um fluxogi^ama esquemático global dos pi^ocessos 

envolvidos na concenti^ação e obtenção de calici^eína urinária humana 

purificada. 

2.1 Concentração da urina. 

A concentração de proteínas e, conseqüentemente, de calicreina, na 

urina humana é multo baixa (a concentraçàode proteínas totais na urina é 

aproximadamente 0,10 mg/ml). Assim, torna-se necessário trabalhar com 

volumes multo grandes de urina para se conseguir alguns microgramas de 

calicreina purificada. Este é um grande obstáculo encontrado no estudo da 

calicreina, mesmo nos laboratórios mais bem equipados do mundo, pois os 

processos convencionais de concentração da urina humana conforme Já 

mencionado, tais como diálise-liofilização, ultraflltração e adsorção em 

resinas, são caros e apresentam dificuldades operacionais e de "scale-up", 
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Assim tem se tornado cada vez mais necessário o desenvolvimento de 

um método eficiente, simples, de baixo custo, e que possa ser operado em 

grande escala, para concentrar urina possibilitando a obtenção de 

grandes quantidades de callcreina urinàrla humana. 

FIGURA 3- Fluxograma esquemático global dos processos 

envolvidos na concentração e obtenção de call- 

creina urlnárla purificada. 
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2.1.1 Concentração da urina via gel termosensível. 

Neste item será apresentada, em detalhes, toda a metodologia 

empregada na concentração da urina humana via gel poli 

(N-isopropilacri1amida). 

Os primeiros tópicos abordados são a coleta da urina, a precipitação 

da gllcoprotetna de Tamm Horsfall e a sintese do gel poli 

(N-isopropilacrilamida). Em seguida, o processo de concentração da urina 

humana, em que se utiliza o gel poli (N-isopropilacrilamida) como solvente 

extrator, é completamente descrito. 

Visando uma melhor utilização do potencial de absorção desse gel, 

uma série de estudos foram realizados. Assim, os tópicos seguintes tratam, 

respectivamente, do estudo dos efeitos de lavagem do gel, após cada ciclo, 

na eficiência de extração; estudo da influência da presença da glicoproteina 

de Tamm Horsfall na urina, no processo de concentração; estudo da 

estabilidade do gel e, finalmente, determinação das relações massa de 

gel/volume de urina que apresentam maiores eficiências de extração. 

2.1.1.1 Coleta da urina humana. 

A coleta da urina humana masculina era feita em frasco de vidro de 

10 1, sillconizado, contendo um funil de vidro com gase para filtração da 

mesma. Adiclonava-se ao frasco 10 ml de uma solução de azida de sódio 

(Cario Erba) a 0,2 %, com o objetivo de se evitar a proliferação bacteriana. 

Durante a coleta da urina, o frasco era mantido em banho de gelo, 
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2.1.1.2 PredpitaçSo da glicoproteina de Tamm 

Horsfall. 

Após a coleta, o pH da urina era ajustado para 8,0 através da adição 

de quantidades apropriadas de uma solução de hidróxido de sódio (Vetec) 6 N, 

A medida do pH era feita em pH-metro (Micronal B 375). Em seguida, a urina 

era guardada em câmara fria, a 4 ® C, durante doze horas, para que a 

glicoproteina de Tamm Horsfall fosse precipitada (6IUSTTI et al, 1988). O 

precipitado formado era separado da urina através de flltraçâo a vácuo na 

qual se utilizava um KItassato de 4 litros, um funil de Buchnner e filtro de 

papel qualitativo (Frama), 

A precipitação dessa glicoproteina era feita para diminuir a 

concentração de proteínas Indesejáveis na urina, consistindo assim, de uma 

etapa prévia na purificação da callcreina. 

A urina, livre da glicoproteina de Tamm Horsfall, era contactada com 

o gel poli (N-Isopropllacrllamlda) para dar Inicio às sucessivas 

concentrações. 

2.1.1.3 Síntese do gel poli (N-isopropilacrllamida) 

lOz 1. 

o gel poli (N-1sopropilacrilamida) 10 x 1, foi sintetizado segundo o 

método descrito por FREITAS (1986). 

Para a síntese do gel usou-se o monômero N-isopropilacrilamida 

(Kodak), o agente de ligação cruzada N,N'-metilenobísacrllamída 

(Polysciences) e os Inicladores, persulfato de amônio (Merk) e 

metabissulfito de sódio (Reagen). O solvente usado foi a água, pois o seu 
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parâmetro de solubílidade é compatível com o do monômero (THOMSON, 

1983). 

Todos os reagentes necessários para a síntese do gel foram 

utilizados na forma como vieram dos fabricantes, não sendo submetidos a 

nenhum processo de purificação. 

Foram sintetizados 2000 g de gel poli (N-Isopropllacrilamida), em 

bateladas de 200 g, como será descrito a seguir. 

Dissolvia-se, em água, 0,2 gramas do agente de ligação cruzada 

(N,N'-met11enob1sacrllamlda) em um Erlenmeyer de 250 ml, acrescentava-se 

então 19,8 g do monômero (N-Isopropllacrilamida) que era dissolvido com o 

auxilio de um agitador magnético (FANEM Mod.257). Transferia-se a solução 

para um cilindro de vidro graduado, onde uma das extremidades fora tampada 

com uma rolha de borracha. Adiclonava-se, então, 0,02 g do primeiro 

Iniclador (persulfato de amônio) e borbulhava-se nitrogênio na solução 

durante 5 minutos. Em seguida, adiclonava-se 0,02 g do segundo Iniclador 

(metabissulfito de sódio) borbulhando-se novamente o nitrogênio por mais 5 

minutos. O espaço livre no cilindro fica com uma atmosfera Inerte, pois a 

pressão é aumentada no momento da retirada da mangueira de nitrogênio de 

dentro da solução. Esta reação de pollmerização ocorre via radical livre e, 

como o oxigênio é Inibidor deste tipo de reação, ele deve ser totalmente 

eliminado do melo. 

A quantidade dos Inlcladores a ser utilizada e o tempo necessário 

para a gelificação foram descritos por PAIVA (1988). 

Após a pollmerização o gel era removido do cilindro, cortado em 

partículas cúbicas de aproximadamente 2 mm e, em seguida, levado para uma 

estufa (FANEM-Modelo 315 SE) a 50 ® C até secagem completa. 
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2.1.1.4 Processo de concentração da urina humana 

o gel poli (N-lsopropllacrllamlda) 10 x 1, seco ou contraído, em 

quantidades apropriadas, era contactado com a urina durante duas horas, a 

4^0, sob agitação mecânica em que se utilizava um agitador (FI5AT0N) 

acoplado com uma hélice propulsora de vidro (Pyrex). O gel expandia e 

absorvia grande parte da água e de outras moléculas de baixo peso 

molecular. A urina, Já mais concentrada, era separada do gel expandido 

através de flltração em funil de Buchnner e era entào reservada para que 

pudesse retornar ao processo. O gel expandido, após ser pesado (balança 

Mettler P 1210) era submetido a um processo de recuperação que consistia 

em elevação da temperatura a 50 ® C, durante uma hora e trinta minutos, 

levando a uma contração do gel com conseqüente liberação das moléculas 

absorvidas (extrato). O gel contraído, após pesagem, era utilizado novamente 

para dar continuidade às concentrações. 

O processo, representado na FIGURA 4 era repetido até que o volume 

de urina fosse reduzido, aproximadamente 20 vezes. Assim, eram 

concentrados diariamente 6 litros de urina, para um volume final de 300 ml, 

que era então guardado em câmara fria, a 4 ® C, para posterior diállse e 

llofillzação. 

Foram concentrados aproximadamente 200 litros de urina fresca, 

chegando-se a um volume total de 10 litros de urina concentrada, 

O fluxograma esquemático do processo de concentração ocorrendo em 

vários ciclos está representado na FIGURA 5, onde cada bloco representa um 

ciclo completo de concentração (extração e recuperação). 
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FIGURA 4 - Fluxograma esquenriòtlco de um ciclo de concentração. 

FIGURA 5 - Fluxograma esquemòtlco do processo de concentração 

ocorrendo em vérios ciclos, onde R = refinado, 

GC = gel contraído e E = extrato. 



48 

2.1.1.5 Estudo dos efeitos de lavagem do gel durante 

o processo de concentrado, na eflclônda de 

extração. 

Dois experimentos foram conduzidos sob as mesmas condições, 

exceto que, em um deles, o gel era lavado com 200 ml de água antes de ser 

reusado no ciclo seguinte. A concentração de proteínas era dosada após cada 

ciclo, segundo o método de Bradford (BRADFORD, 1976) e as eficiênclas de 

extração eram então calculadas e comparadas. 

Tais experimentos tiveram como objetivo a verificação da 

necessidade ou não de se lavar o gel após cada ciclo, devido ao 

entranhamento de proteínas entre as partículas de gel, principalmente em 

soluções mais concentradas. 

2.1.1.6. Estudo da interação da glicoproteina de 

Tamm Horsfall com o gel. 

De resultados preliminares obtidos observou-se que as eficiênclas de 

extração eram maiores quando a glicoproteina de Tamm Horsfall estava 

ausente. Procedeu-se, então, a um estudo para verificação de alguma 

possível interação entre a glicoproteina e o gel. 

Para este estudo, um certo volume de urina, da qual a glicoproteina 

tenha sido extraída, foi concentrado utilizando o gel poli 

(N-isopropilacrilamlda) até se atingir a mesma concentração, em proteínas, 

que a urina natural. As duas urinas, a natural e aquela ausente de 

glicoproteina, agora com a mesma concentração, foram, então, submetidas a 
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concentrações sucessivas, sob as mesmas condições, de forma a se obter 

volumes Iguais no último ciclo de concentração. 

As concentrações de proteína em cada ciclo foram dosadas (método 

Bradford) e calculadas as eficiênclas de extração. 

2.1.1.7 Estudo da estabilidade do gel. 

Uma batelada de gel que estava sendo usada diariamente, cerca de 

100 ciclos, foi submetida a um processo de recuperação em que o gel era 

deixado expandir, em água, a 4 ® C e, em seguida, contraído a 50 ^ C, 

liberando assim, as moléculas absorvidas. Fazendo cinco repetições desse 

processo, o gel ficava livre das proteínas entranhadas e dos pigmentos da 

urina. Após as lavagens, o gel foi levado a 50 ® C até secagem completa, 

O gel recuperado e um gel virgem foram submetidos a concentrações 

sucessivas, sob as mesmas condições. As eficiênclas após cada ciclo foram 

determinadas e os dois experimentos foram comparados, 

2.1.1.Õ Estudo das relações massa de gel/volume de 

urina. 

Os primeiros resultados obtidos no presente trabalho mostraram que 

a utilização de relações massa de gel/volume de urina diferentes levam a 

diferentes valores de eficiência de extração. Porém, a queda da eficiência 

não está relacionada apenas com o aumento das relações massa de 

gel/volume de urina, mas com uma série de fatores, tais como, o número de 

ciclos utilizado na concentração, o grau de redução do volume inicial de 

urina e, até mesmo, da concentração de proteínas na urina fresca. 
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Os experimentos descritos a seguir tiveram por objetivo mostrar a 

Influência das relações massa de gel/volume de urina (R) sobre as 

eflciências de extração e determinar quais devem ser as condições de 

operação do processo. Tal determinação foi feita através de um balanço 

entre os efeitos causados pelas relações (R), pelo grau de redução do volume 

de urina a que se pretende atingir e pelo número de ciclos utilizado para 

atingir tal redução do volume, 

O primeiro experimento realizado teve por objetivo determinar a 

influência das relações (R) crescentes sobre a eficiência de extração. Para 

tanto foram utilizadas as relações R i = 0,010, R 2 = 0,025 e R 3 = 0,040, 

onde R representa a massa de gel seco em gramas dividida pelo volume de 

urina em mililitros. A escolha de tais relações foi baseada nos resultados 

obtidos em relação ao grau de expansão do gel em urina, 

O volume inicial de urina era de 500 ml e, as massas de gel seco 

correspondentes eram m 1 = 5,0 g, m 2 = 12,5 g e m 3 = 20,0 g. A massa de 

gel a ser usada em cada ciclo ia variando de acordo com o volume de urina 

obtido após cada concentração, de forma que a relação (R) se mantinha 

constante em todos os ciclos. 

O cálculo das eficiências foi feito através da concentração de 

proteínas em cada ciclo, as quais foram dosadas pelo método de Bradford. 

O segundo experimento realizado, onde a concentração de urina foi 

feita em 6 ciclos com uma baixa realção (R = 0,010) teve por objetivo 

mostrar que a eficiência cai com o número de ciclos, mesmo quando a massa 

relativa de gel é pequena, porém, essa queda se dá a uma taxa menor. Para 

tal experimento o volume inicial de urina era de 250 ml e a massa de gel 

seco correspondente era de 2,5 g, A concentração de proteinas foi dosada 

após cada ciclo, segundo o método de Bradford, e as eflciências de extração 

foram, então, determinadas. 
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No terceiro experimento realizado, as relações (R) fixadas para cada 

ciclo foram maiores que aquelas usadas nos experimentos anteriores. Neste 

experimento duas concentrações foram conduzidas simultaneamente, uma 

em 4 e outra em 5 ciclos. Para a concentração em 4 ciclos, usou-se as 

relações R = 0,05 no primeiro ciclo e R = 0,0415 nos outros três, tais 

relações permitem a extração de 60 % e 50 % do volume presente de urina, 

respectivamente. O volume inicial de urina era de 900 ml, portanto a massa 

de gel a ser usada no primeiro ciclo era de 45 g. 

Para a concentração em 5 ciclos, usou-se também as relações R = 

0,05 e R = 0,0415 nos dois primeiros ciclos, porém, nos ciclos seguintes, a 

massa relativa de gel foi diminuída de forma que a relação (R) se tornou 

Igual a 0,033. Tal relação possibilita a extração de 40 % do volume presente. 

Nas duas concentrações (em 4 e 5 ciclos) o volume de urina foi reduzido 

aproximadamente 20 vezes. 

As eflciênclas de extração após cada ciclo foram determinadas 

através da concentração de proteínas, dosada pelo método de Bradford e, 

também, através da atividade amidásica sobre o substrato sintético 

APApNA. 

Um quarto experimento foi realizado com o objetivo de se verificar o 

efeito da variação do volume inicial de urina na eficiência de extração, 

mantendo-se constante as relações (R). Foram utilizadas três relações e 

três volumes Iniciais de urina, conforme mostra a TABELA 3. 
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TABELA 3 - Relações mossa de gel/volume de urina em 

diferentes volumes iniciais de urina. 

RelupQes 

(m/v) 

massa de 

gel seco (g) 

Volume Inicial 

de urina (ml) 

R =0,010 
m,= 2,5 

m2= 5,0 

mjr 10,0 

V, = 250 ml 

V2 = 500 ml 

V3= 1.000 ml 

R =0,018 

m^= 4,5 

m2= 9,0 

m3= 18,0 

V, = 250 ml 

V2 = 500 ml 

V3 = 1.000 ml 

R =0,025 

m = 6,25 

m2= 12,50 

m3= 25,00 

V,= 250 ml 

V2= 500 ml 

V3= 1.000 ml 

A concentração de proteína foi dosada após cada ciclo, segundo o 

método de Bradford, e as eficiênclas de extração foram então, determinadas. 

Em todos os experimentos descritos acima as condições de 

temperatura e tempo de extração e recuperação foram Idênticas àquelas 

descritas no Item 2.1.1.4 do presente trabalho. 
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Após a concentração via gel termosenstvel, a urina foi dlallzada e 

lioflllzada, 

Dez litros de urina concentrada, provenientes de aproximadamente 

200 litros de urina fresca, foram dlallzados e lloflllzados, A dlàllse de cada 

2 litros de urina concentrada era feita em câmara fria, a 4® C, durante cinco 

dias, contra água destilada, que era trocada duas vezes ao dia. Terminada a 

dlállse, a urina era distribuída em duas bandejas de aço Inox e guardada em 

Freezer. A seguir, a urina dlallzada e congelada era colocada para lloflllzar 

(em lloflllzador Vlrtls modelo 10.146 MR-BA). O lloflllzado era armazenado 

congelado. 

Cada litro de urina concentrada produzia aproximadamente 2,5 

gramas de pó lloflllzado, 

2.2 Purificação da calicreina. 

2.2.1 Preparação do extrato bruto. 

A partir desta etapa, todas as demais etapas de purificação da 

calicreina urinária humana foram realizadas em câmara fria, a 4OC. 

Quinze gramas de lloflllzado de urina humana foram dissolvidos em 

400 ml de tampão gllclna 0,1 M (Cario Erba), NaCl 0,75 M pH 9,5, contendo 

azlda de sódio 0,05 % (Cario Erba). A solução foi deixada sob agitação 

branda, com barra magnética, durante 1 hora e, a seguir, centrifugada a 

9.000 r.p.m. (Centrifuga Sorvall RC-5B), durante 30 minutos, a 4 ^ C. O 

precipitado foi desprezado e o sobrenadante foi diluído para um volume total 
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de 3,0 litros. Este extrato bruto foi submetido a dosagem de proteínas 

(método de Bradford), determinação das atividades amídásica, com o 

substrato APApNA (Departamento de Biofísica da Escola Paulista de 

Medicina, São Paulo), e cínínollberadora, com plasma humano tratado, o qual 

contém os substratos cininogênios humanos de alto e baixo peso molecular, 

(Plasma humano obtido no banco de sangue da Hemominas, Belo Horizonte). 

2.2.2. Cromatografla de afinidade em coluna de 

sepharose-aprotinina. 

20,0 g de Sepharose ativada foram acoplados com 500 mg de 

Aprotlnína (Novo ALLÉ), segundo a técnica descrita por 6EI6ER & FRITZ 

(1981). O gel resultante, 50 ml, foi empacotado em coluna (9,2 cm x 2,5 cm) 

equilibrada em tampão gllcina 0,1 M, NaCl 0,75 M, contendo 500 mg de azida 

de sódio. 

Três litros de extrato bruto (3.155 mg de proteína) foram aplicados à 

coluna, em volumes de 1,0 litro. Após aplicação de cada litro do extrato 

bruto, a coluna era lavada com o tampão de equilíbrio e, em seguida, a 

amostra era eluída com tampão acetato de sódio 0,025 M, NaCl 1,0 M pH 3,5, 

contendo azida de sódio 0,05 %. As frações eluldas eram coletadas em tubos 

de ensaio contendo 0,5 ml de TRIS-HCl 2,0 M pH 8,5 (Sigma), elevando-se 

assim o pH da fração, cujo volume era 2,5 ml, para próximo de 7,0. As 

frações eram analizadas quanto à absorção em 280 nm e à atividade 

amidásica com APApNA. A seguir, a coluna era regenerada com uréia 8 M 

(Grupo Química). 

As frações que continham calicreína eram agrupadas e a mistura 

resultante era submetida às dosagens de proteínas e de atividades amidásí- 
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ca e cinlnollberadora e, a seguir, era diallzada contra água destilada e 

concentrada (em concentrador Amicon). 

2.2.3 Cromatografia em coluna de hidrozilapatita. 

6,0 ml de amostra (1,002 mg), provenientes da etapa anterior, foram 

aplicados a uma coluna (21,0 cm x 0,7 cm) de gel de hidroxílapatita 

(Calblochem), equilibrada em tampão fosfato de sódio 0,01 N (Sigma), NaCl 

3,0 M pH 6,0, contendo azida de sódio 0,05 %. A coluna foi lavada com o 

tampão de equilíbrio, coletando-se frações de 2,0 ml, que foram analisadas 

quanto à absorção em 280 nm e quanto à atividade amidásica com APApNA. A 

seguir, a callcreína foi eluída com 52 ml de um gradiente linear de fosfato 

de sódio até 0,08 M, NaCl 3,0 M pH 6,0 e, finalmente com 60 ml de tampão 

fosfato de sódio 0,08 M, NaCl 3,0 M pH 6,0, contendo azida de sódio 0,05 %, 

coletando-se frações de 1,0 ml que foram analisadas, como Já descrito. As 

frações que continham callcreína foram agrupadas e o "pool" resultante 

(Pico-E) foi denominado (CAL-E). O volume obtido foi de 16 ml. 

O "pool" de callcreína foi concentrado (em concentrador Amicon) 

para o volume final de 4,0 ml. A solução de callcreína foi analisada quanto à 

concentração de proteínas, atividade amidásica, com APApNA, atividade 

cinlnollberadora, com o plasma humano tratado e eletroforese em gel de 

pollacrilamida. 
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2.3.1 Dosagem de proteínas. 

As dosagens de proteínas eram realizadas pelo método de BRADFORD 

(1976), usando soroalbumina bovina (Sigma) como padrão. 

Para a preparação do reagente dissolvia-se 100 mg de Comassie 

Brilhante Blue 6-250 (Sigma) em 50 ml de etanol (Reagen) 95 %. Em seguida, 

adiclonava-se 100 ml de ácido fosfórlco (BERZ06) 85 % e completava-se o 

volume para um litro, com água destilada. A solução final era filtrada em 

filtro de papel qualitativo e guardada a 4^C. 

Nos tubos, em tripllcata, adiclonava-se 100 ul da amostra e 5,0 ml 

da solução reagente. A mistura era agitada e as absorvânclas das reações 

eram lidas em 595 nm. 

Como padrão, usava-se soroalbumina bovina em duas concentrações, 

0,1 e 0,5 mg/ml, cujas leituras das absorvânclas eram tomadas como base 

de cálculo das concentrações das amostras através da equação; 

P = b • A 
1 - 8 ■ A 

(2,1) 
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1 1 
a = A - b . P 

(2.2) 

b = (Ar^ - Ah'S/(Pr^- Ph'S (2.3) 

—--J 
A = Al Ah 

2 
(2.4) 

-t -1 
P = PI ' ♦ Ph ' (2.5) 

Onde: 

P= concentração de proteínas (mg/ml) 

A= absorvãncla em 595 nm 

Ai= absorvãncla do padrão de menor concentração 

Ah= absorvãncla do padrão de maior concentração 

Pi= padrão de menor concentração (mg/ml) 

Ph= padrão de maior concentração (mg/ml) 
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2.3.2 Medidida da atividade amidásica. 

2.3.2.1 Atividade amidásica com substrato sintético 

acetil-Phe-Arg-p-nitroanilida - APApNA. 

A atividade amidásica com o substrato APApNA era realizada segundo 

os métodos de ERLAN6ER et al, (1961) e deMARES-6UIA (1968). 

Para tanto, preparava-se a solução de substrato APApNA, 

dlssolvendo-se 0,32 g em 0,05 ml de sulfóxldo de dlmetlla (Aldrlch) e 0,95 

ml de tampão gllclna 0,2 M pH 9,5. A concentração dessa solução era de 6,25 

X 10"^ M. 

A amostra (50 ^1) era Incubada com 450 iil da solução de APApNA, a 

37 ® C, durante 30 min, e a reação era paralisada por resfriamento 

utIlIzando-se gelo (extrato bruto) ou pela adição de 50 pil de ácido acético. 

Sob as mesmas condições, eram Incubados um controle do substrato, que 

consistia de 450 |il da solução de substrato e 50 iil do tampão gllclna 0,2 M 

pH 9,5 e, um controle da cor da amostra, que consistia de 450 \í] do tampão 

gllclna 0,2 M pH 9,5 e 50 \i\ da amostra. Todas as Incubações eram feitas em 

trlpllcatas. 

As absorvãnclas das reações eram lidas em 410 nm e transformadas 

em m mol de p-nltroanlllna/(mg.mln) através da equação: 

V = AA410 __Lx_LxJOÍx 1,1 (2.6) 

e i F 
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onde: 

A A410 = absorvâncla da Incubaçâo com a amostra menos absorvâncla 

dos controles do substrato e da amostra. 

E = coeficiente de extinção molar (1/M) da p-nitroanilina em 410 nm. 

t = tempo de incubaçâo (min). 

10^ = fator de conversão de mo)/litro para m mol/lltro. 

F = quantidade de proteína da amostra na incubaçâo, 

1,1 = fator de correção do volume da reação para o volume final, da 

leitura da absorvâncla. 

2.3.3 Atividade cininollberadora. 

A atividade cininollberadora era medida através de ensaio biológico 

com útero Isolado de rata, montado em banho de Tyrode a 37 C com aeraçâo 

(ERSPAMER, 1948e 1962). 

Usava-se, como substrato, uma preparação de plasma humano tratado, 

2.3.3.1 Preparo do substrato. 

Tratou-se o plasma humano segundo o método de HENRIQUE5 & ALLAN 

(1972) modificado. Assim, 780 ml de plasma humano foram colocados em um 

frasco Erlenmeyer de dois litros siliconizado, o qual era aquecido 

rapidamente em banho-Maria até 58 ®C. A seguir, o Erlenmeyer foi 

transferido para um banho-Maria a 61 e deixado, durante duas horas, sob 

agitação branda. Terminado o aquecimento, o plasma foi centrifugado em 

frascos de plástico a 2500 rpm, durante 60 minutos, a 4 ^C. O volume de ma- 
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terlal decantado obtido foi de 732 ml, ao qual foi adicionado 7,3 ml de uma 

solução de EDTA 10 M. A seguir, ao plasma (739,3 ml) foram adicionados 

231,4 g de sulfato de amônlo pulverizado, correspondendo a 50 % de 

saturação, em pequenas porções, sob agitação branda. Terminada a adição, a 

mistura foi deixada em agitação lenta, durante uma hora, e, depois, em 

repouso durante 12 horas, a 4®C. O precipitado foi separado, dissolvido em 

200 ml de água destilada, diallsado e llofillzado. A preparação produziu 60 g 

de pó llofillzado que foram guardados congelados. 

2.3.3.2 Preparo do útero de rata. 

Ratas virgens WIstar (120-140 g) eram castradas e, 15 dias depois, 

injetadas subcutaneamente com Primogyna-Depot (Berllmed) 5 ng/Kg; após 

48 horas eram sacrificadas por concussão cerebral, seguida de sangria por 

secção dos vasos cerv leais. Os dois cornos uteri nos eram removidos, os 

mesentérios retirados e um dos cornos era montado no banho para ensaio 

biológico e deixado em repouso durante uma hora. O outro corno uterino era 

deixado em Tyrode, a 37 ® C. 

2.3.3.3 Ensaio da atividade cininoliberadora. 

Uma das propriedades das cininas é provocar contrações no útero 

Isolado de rata. Essas contrações, dentro de certos limites, são 

proporcionais às doses aplicadas. Como padrão, usava-se uma solução de 

bradicinina (Sandoz), 100 ng/ml em salina, contida em tubo de plástico, em 

banho de gelo. Essa solução era preparada a partir de uma solução-estoque, 

contendo 5 ^g de bradlclnlna/mi em ácido oxállco lO'^M (Reagen), que era 

armazenada em tubos de plástico e congelada. 
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Para a reação de liberação de cinlnas, usava-se o método de 

pré-lncubaçâo, no qual volumes determinados da solução de callcreina eram 

pré-Incubados a 37 ® C, com volumes determinados da solução de substrato 

que era preparado dlssolvendo-se 40 mg do pó de plasma em 1290 \i\ de 

TRIS-HCI 0,2 M pH 8,2, ad1c1onando-se 150 \i\ de uma solução de SBTI 

(Sigma), contendo 10 mg em 1,0 ml de TRIS-HCl 0,2 M pH 8,2 e 160 nl de 

solução de EDTA 10 "2m. Após um Intervalo de tempo determinado, a reação 

era paralisada, adlc1onando-se à mistura de pré-incubação Trasylol (Bayer) 

(200 K.I.U.). A mistura era Imediatamente transferida para um banho de gelo. 

A seguir, retiravam-se amostras da mistura, que eram aplicadas ao útero no 

banho, em volumes adequados para que a contração provocada tivesse uma 

altura intermediária entre as contrações provocadas por duas doses 

diferentes da solução-padrão de bradicinina. 

A fixação do registro em papel era realizada por imersão em goma 

laca a 3 em etanol. Após a secagem do papel, media-se em mm as alturas 

das contrações, provocadas pelas doses do padão e da mistura de 

pré-incubação, tirava-se as respectivas médias e determinava-se o teor de 

cinina nas doses da mistura de pré-incubação através da equação: 

C=100x IL. X ontilOQ . (T - Si xlog 82) (2.7) 

t S2-S1 

onde: 

C = conc. da amostra (ng/ml de BK) 

s I = dose menor do padrão de BK (ml) 

s 2 = dose maior do padrão de BK (ml) 

t = dose do desconhecido (ml) 

T = resposta do desconhecido. 
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51 = resposta da dose menor de BK(mnn) 

52 = resposta da dose maior de BK(mm) 

100 = conc. da solução de BK usada (ng/ml) 

Determlnava-se, asstm a quantidade de cinlna presente na dose t e, 

conhecendo-se o volume total da mistura de pré-lncubação, dosava-se a 

quantidade total de cinina liberada, 

Conhecendo-se a quantidade de proteínas presentes na mistura de 

pré-incubaçâo, calculava-se a quantidade de cinlna liberada por mg de 

proteína. A atividade específica era expressa em ug de equivalentes de 

bradicinina 11berada/(mg.m1n). 

Eram Incubados, também, dois controles sob as mesmas condições de 

pré-incubação da amostra, o controle do substrato e o controle da amostra, 

No primeiro, a pré-incubação continha apenas o substrato e o tampão 

TRIS-HCl 0,2 M pH 8,2. Já no segundo, a pré-lncubação era constituída de 

amostra, e, no lugar do substrato, adiclonava-se o tampão TRIS-HCl 0,2 M pH 

8,2. 

2.3.4 Ativação de pró-calicreina uiinária humana. 

Esse estudo era realizado segundo o método de KIZUKI et al (1986) 

modificado; onde pré-incubava-se 100 \i\ da amostra, 100 ul do tampão 

TRIS-HCl 0,2 M, CaCl2 5 mM, pH 8,2 e 10 ul da solução de í3-trips1na em 

solução de HCl 1 mM, durante 30 min. a 37 ^C. A reação era paralisada pela 

adição de 100 )il de uma solução de SBTI 5 mg/ml em TRIS-HCL 0,2 M pH 8,2 

e era então transferida para um banho de gelo. A seguir. Incubavam-se 50 ul 

da mistura resultante com o substrato APApNA, conforme descrito 

anteriormente. 
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Como controle, usavam-se 10 ul da solução de HCL 1 mM em vez da 

solução de í3-tr1ps1na 

A percentagem de pré-caltcretna na amostra era calculada, usando-se 

a equação: 

onde: 

KAT = calicreina total (callcreína ativa + callcreína ativada pela 

tripsina), e 

KA = callcreína ativa. 

2.3.3 Eletroíorese em gel de poliacrilamlda. 

As eletroforeses eram realizadas em placas segundo o método de 

WEBER & OSBORN (1975) modificado. 

Os géis, com 10 % de acrllamlda, eram pollmerizados a partir de 

misturas adequadas das seguintes soluções; 

% prè-calicreíno = KAT - KA x 100 

KAT 

(2.8) 

1. Solução de acrllamlda (37:1): 

acrllamlda (Sigma) 

metllenobls-acrllamlda (Sigma) 

água destilada q.s.p. 

29,97 g 

0,81 g 

100,00 ml 

2. Solução de persulfato de amônlo a 10 %. 



3. Solução de SDS a 10 %. 
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4. TEMED (Sigma) a 1 %. 

Os géis de concentração tinham 3 % de acrllamlda e eram 

pollmerizados a partir de misturas adequadas das quatro soluções 

mencionadas anteriormente. 

O tampão para dissolver as amostras era constituído de: 

As amostras eram aplicadas em volumes variados, abaixo de 100 iil, 

de acordo com a concentração de proteínas na solução. 

O tampão do reservatório, o qual fica em contato com os eletrodos, 

era constituído de TRIS 0,05 M; gllclna 0,384 M pH 8,3, contendo 0,1 % de 

SDS. 

As eletroforeses eram conduzidas sob uma diferença de potencial de 

100 Volts. 

Para a detecção das bandas usava-se o pincíplo de coloração pela 

prata, segundo o método de TUNON & JOHANSSON (1984), o qual utiliza as 

seguintes soluções: 

I. Pré-flxador 1: 

TRIS-HCl 2MpH 6,8 

bromofenol 0,05 % 

gllcerol 60% 

2-mercaptoetanol 

SDS 10% 

0,20 ml 

0,12 ml 

1,00 ml 

0,30 ml 

0,60 ml 

metanol 

água destilada 

ácido acétlco 

500 ml 

430 ml 

70 ml 



2. Pré-ftxador 2: 

metanol 100 ml 

água destilada 800 ml 

ácido acético 100 ml 

3. Fixador de glutaraldeldo: 

glutaraldeldo (25 %) 100 ml 

água destilada 200 ml 

4. Solução de etanol aquoso (20 %). 

5. Solução de prata amonlacal: 

AgN03 1,0 g 

água 20,0 ml 

etanol aquoso 300,0 ml 

NH40H q.s.p. dissolver precipitados. 

6. Revelador; 

Etanol aquoso 400 ml 

Formaldetdo (37 %) 400 |il 

ácido cítrico (2,3 M) 100 ul 

7. Inatlvador: 

Etanol aquoso 400,0 ml 

ácido acético 4,0 ml 

Etanolamina 200,0 ul 



õõ 

Terminada a eletroforese, o gel era lavado com água e deixado no 

pré-fixador I durante 4 horas. Em seguida, retirava-se o primeiro e 

adicionava-se o segundo pré-fixador, no qual o gel ficava aproximadamente 

12 horas. Em seguida, o pré-fixador 2 era retirado, o gel era lavado e deixado 

em fixador de glutaraldeido durante 45 min, 

O gel era novamente lavado, primeiro com água, depois com etanol 

aquoso e então adicionava-se a solução de prata amoniacal, na qual ele 

permanecia durante 1 hora, no escuro e sob agitação. Lavava-se novamente 

com etanol aquoso e, então, adicionava-se a solução reveladora, que era 

retirada logo após a obtenção de um resultado satisfatório. Adicionava-se 

então a solução inativadora, na qual o gel permanecia durnte 2 horas. Em 

seguida, o gel era submetido a um processo de pré-encolhimento através do 

contato com o pré-fixador I, durante 4 horas, e plastificado. Para a 

plastificação, o gel era fixado entre duas folhas de celofane, contendo uma 

solução de gelatina comercial a 4,8% e deixado secar ao ar livre. A solução 

de gelatina impedia que a secagem fosse muito rápida, evitando assim, uma 

possível quebra do gel. 

2.3.6 Estimação do peso molecular aparente. 

o peso molecular aparente da calicreina urinària humana foi 

^estimado através de eletreforese em gel de poliacrilamida 10 %, na presença 

de SDS. 

Uma mistura de proteínas, onde se conhecia o peso molecular de 

todos os componentes (padrão de pesos moleculares) foi aplicada ao lado da 

calicreina. Terminada a eletroforese, as bandas de proteína foram 

detectadas através do método de coloração pela prata, conforme descrito no 

item 2.3.5. 



67 

Locando-se o logarítmo dos pesos moleculares do padrão como função 

da mobilidade relativa de cada proteína, obtém-se uma reta. Assim, através 

da mobilidade relativa determina-se o peso molecular da callcreina. 
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3. Resultados e Discussão. 

Todos os resultados obtidos no trabalho experimental, bem como as 

discussões pertinentes a estes resultados, estão apresentados neste 

capitulo, o qual pode ser dividido em duas partes. A primeira parte trata da 

determinação das condições de operação do processo de concentração de 

urina via gel poli (N-isopropilacrilamlda) 10x1, onde são apresentados os 

resultados obtidos em uma série de estudos. Estes estudos foram 

realizados visando um maior conhecimento do comportamento do gel poli 

(N-lsopropilacrilamlda) em urina humana e uma melhor utilização das suas 

características, expansão a baixas temperaturas e seletividade, para a 

concentração da urina. Assim, são mostradas as curvas de eficiência de 

extração em função do número de ciclos, para as concentrações realizadas 

nas diferentes condições de processo. 

A segunda parte deste capitulo é referente â purificação da 

callcreina e ativação da pré-callcrelna. Então, para cada etapa de 

purificação, são apresentados os perfis cromatogrâficos, o número de vezes 

que a callcreina foi purificada e o rendimento obtido. Os últimos resultados 

mostrados são o perfil eletroforético, em gel de poliacrilamida 10 % e o 

peso molecular aparente da callcreina purificada. 
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3.1 Concentração da urina humana via gel poli 

(N-isopropilacrilamida) 10 z 1. 

Os primeiros estudos sobre a possibilidade de utilização do gel poli 

(N-isopropilacrilamlda) 10 x 1 para a concentração da urina foram 

realizados por PAIVA (1988). Os resultados obtidos mostram que, apesar do 

gel apresentar um menor grau de expansão na urina que na água, conforme 

discutido no Capitulo 1, ele é seletivo para as proteínas presentes na urina, 

Além disso, a atividade amidásica especifica da calicreina, sobre o 

substrato sintético APApNA, não é alterada após a concentração, 

A TABELA 4 resume alguns dos resultados obtidos. Observa-se que as 

eficiências médias - soma das eficiências de todos os ciclos dividida pelo 

número de ciclos - foram altas em todos os experimentos, porém os 

experimentos realizados em quatro ciclos apresentaram eficiências médias 

de extração maiores que os experimentos realizados em cinco ciclos. 

Assim, chegou-se à conclusão que um ciclo adicional no processo implicaria 

em grande diminuição na eficiência deste último ciclo, pois faz cair a 

eficiência média. As relações massa de gel/volume de urina utilizadas em 

tais experimentos eram fixas somente no primeiro ciclo, onde R = 0,010, 

Nos ciclos seguintes as relações se tornavam cada vez maiores, pois a 

massa de gel era mantida constante e o volume de urina Ia diminuindo após 

cada ciclo, Dessa forma, a massa de gel utilizada nos ciclos finais da 

concentração era muito grande em relação ao volume de urina, 

Um outro estudo realizado por PAIVA (1988) foi a comparação das 

eficiências obtidas para os processos em co-corrente - onde o gel é re- 

utilizado em todos os ciclos - e em corrente cruzada - onde é alimentado 

gel "virgem" em cada ciclo de concentração. Os resultados obtidos neste 
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TABELA 4 - EflclÔnclos médios de seporopSo obtidos poro o concentro- 

ç8o do urino humono. 

Experimento Ns de Ciclos 
Volume Iniclol 

de urino (ml) 

Volume Final 

(ml) 

Eficiênclo médio 

de seporoçSo {%) 

1 

2 

3 

4 

4 

4 

5 

5 

500 

500 

500 

500 

53 

62 

20 

22 

66 

86 

74 

72 
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estudo mostraram que o processo em corrente cruzada só apresentava 

melhores efíclências que o processo em co-corrente após muitos cjclos de 

concentração, onde a concentração de urina já se encontra elevada 

agravando desta forma, o problema de entranhamento de proteínas entre as 

partículas de gel, 

A possibilidade de operação do processo em corrente cruzada foi 

totalmente descartada, pois, além deste processo não proporcionar 

melhoras significativas na eficiência de extração, os custos de operação se 

tornariam multo altos, pois teria-se que alimentar gel novo em todos os 

ciclos. Além disso, deixaria de aproveitar a importante característica de 

fácil regeneração do gel, 

Após uma análise desses resultados preliminares e da verificação de 

que o gel é adequado para a concentração da urina tornou-se necessário 

determinar quais seriam as melhores condições de operação dese novo 

processo de concentração de forma a obter maiores efíclências de 

separação em um determinado grau de redução do volume de urina. 

O presente trabalho teve por objetivo a determinação dessas 

condições, bem como a simplificação do processo de purificação da 

calícreína urínária humana, conforme descrito no Capítulo I. 

Os resultados obtidos na determinação das melhores condições de 

operação do processo de concentração da urina humana via gel poli 

(N-ísopropílacrílamída) 10 x I são mostrados a seguir. Assim, são 

apresentados os resultados obtidos no estudo dos efeitos de lavagem do gel 

após cada ciclo de concentração, estudo de alguma possível Interação entre 

a glícoproteína de Tamm Horsfall, presente na urina, e o gel, estudo da 

estabilidade do gel após ter sido usado em um grande número de ciclos de 

concentração e, a determinação das relações massa de gel/volume de urina 
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que proporcionam maiores eficiênclas de extração. O conhecimento de todas 

essas condições permitiu a construção de um fluxograma completo do 

processo de concentração de urina humana via gel poli 

(N-lsopropIlacrIlamIda) 10 x 1, partindo-se de um volume Inicial de 50 

litros de urina. 

3.1.1 Influência da lavagem do gel, após cada ciclo, 

sobre as eficiências de extração. 

o 6RAFIC0 2 mostra as curvas de eficiência de extração, em função 

do número de ciclos, para as concentrações realizadas com o gel lavado 

após cada ciclo e, com o gel sem lavar. Como pode ser observado, as 

eficiênclas são altas nos primeiros ciclos e vão caindo após cada ciclo de 

concentração. As eficiênclas no primeiro ciclo, obtidas para as 

concentrações realizadas com o gel sem lavar e gel lavado foram, 

respectivamente, 98 % e 94 %, enquanto no último ciclo da concentração as 

eficiênclas obtidas foram, respectivamente, 48 % e 44 %. As eficiências 

obtidas nos ciclos intermediários têm valores Intermediários entre as 

eficiênclas obtidas no primeiro e último ciclos. 

Como pode ser observado, a lavagem do gel pós cada ciclo não 

melhora a eficiência de extração e a diferença observada entre as duas 

curvas está dentro do erro experimental (da ordem de 5 %). 

Entretanto, observou-se no decorrer do trabalho experimental, que à 

medida que o gel vai sendo usado nas concentrações, sem ser lavado, o seu 

grau de expansão e sua seletividade vão diminuindo, principalmente quando 

a solução vai se tornando mais concentrada, A explicação para tal fato 

advém do entranhamento de proteínas e pigmentos, presentes na urina, 

antro íic níirtinilííç rio nol 
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GRAFICO 2 - Verificação do Influência de lavagem do 

gel, após cada ciclo, nas eficiênclas de 

extraç8o. 
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Quando o gel (seco ou contraído) é contactado com a solução a ser 

concentrada, devido a uma diferença de potencial quimico entre o solvente e 

solutos dentro e fora do gel, ocorre um fluxo da solução para o interior do 

gel. Entretanto, o gel se comporta como uma membrana semi-permeável, 

permitindo a passagem do solvente e/ou solutos de baixo peso molecular e 

excluindo as macromoléculas^. O volume do gel aumenta até que o 

equilíbrio, no qual os potenciais químicos dos componentes dentro e fora do 

gel se Igualam, À medida que o gel se expande, as cadeias poliméricas são 

alongadas e exercem uma força oposta à expansão. Algumas macromoléculas 

se acumulam na superfície das partículas de gel, provocando uma 

polarização de concentração. Essa polarização de concentração dificulta a 

expansão posterior do gel. As macromoléculas entranhadas, apesar de 

excluídas, não aparecem na solução concentrada, diminuindo, dessa forma, a 

eficiência de separação. 

Verifica-se portanto, que é desnecessário lavar o gel após cada ciclo 

de concentração, porém quando a eficiência de separação e o grau de 

expansão do gel começam a diminuir muito, torna-se necessário fazer a 

recuperação do mesmo, submetendo-o a lavagens em água de forma que as 

moléculas entranhadas sejam liberadas. 

3.1.2 Influência da presença da glicoproteina de 

Tamm Horsfall nas etapas de concentração. 

o GRAFICO 3 mostra as curvas de eficiência de extração em função do 

número de ciclos, obtidas para as concentrações das urinas com e sem a 

* O estudo do mecanismo de exclusão é objeto de um trabalho que 

está sendo conduzido no laboratório do Dr. Freitas, no Departamento de 
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GRAFICO 3 - Determinaçèo de alguma possível Intera- 

ção entre a gllcoprotefna de Tamm 

Horsfall e o gel. 
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glicoproteína. A urina sem a glícoproteína de Tamm Horsfall foi submetida 

a uma concentração prévia, através da contactaçào com o gel poli 

(N-ísopropilacrilamlda) 10 x 1, conforme descrito no item 2.1,6, de forma 

que apresentasse a mesma concentração, em proteínas, da urina natural, ou 

seja, da urina que continha a glicoproteína. 

Como pode ser observado, na concentração da urina que continha a 

glícoproteína, as eficiências obtidas nos dois primeiros ciclos foram acima 

de 90 % e cerca de 80 % no terceiro ciclo. Já no último ciclo da 

concentração, a eficiência caiu para 48 %. Na concentração da urina em que 

a glicoproteína estava ausente, as eficiências obtidas em todos os ciclos 

foram praticamente iguais às eficiências obtidas na concentração da urina 

que continha a glicoproteína. A diferença entre as duas curvas deve-se a 

erros experimentais e não ultrapassa a 5 %. Assim, concluiu-se que não há 

nenhum tipo de interação entre a glicoproteína de Tamm Horsfall e o gel. 

A suspeita de uma possível interação entre essa glicoproteína e o gel 

surgiu, conforme mencionado em Material e Métodos, pelo fato de se ter 

obtido em experimentos anteriores, maiores valores das eficiências de 

separação quando a glicoproteína estava ausente. Entretanto, em tais 

experimentos a concentração de proteínas totais na urina onde a 

glicoproteína havia sido precipitada era menor que a concentração de 

proteínas na urina que continha a glicoproteína, pois a primeira não era 

submetida a nenhum processo de concentração antes de se iniciar o 

experimento. Assim, a concentração da urina que continha a glícoproteína 

levava a valores mais baixos de eficiência de separação devido ao maior 

entranhamento de proteínas entre as partículas de gel, pois, conforme 

mencionado no item anterior deste capítulo, o problema de entranhamento 

de proteínas vai se acentuando ã medida que a solução se torna mais 

concentrada. 
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Conforme apresentado no início deste capttulo, os resultados obtidos 

por PAIVA (1988) sobre a operação do processo de concentração da urina 

via gel poli (N-Isopropllacrilamida) 10 x 1 em corrente cruzada, onde se 

utiliza gel "virgem" em todos os ciclos de concentração, não é viável, pois 

além de aumentar os custos de operação, a melhora obtida na eficiência não 

é significativa. Assim, o processo se torna mais econômico à medida que 

um mesmo gel é utilizado continuamente nas sucessivas concentrações. 

A partir dessas observações surgiu uma questão multo Importante 

sobre a estabilidade do gel, ou seja, o gel que foi usado em um grande 

número de ciclos de concentração, após ser submetido a um processo de 

lavagem para eliminação das moléculas entranhadas, volta a se comportar 

semelhantemente a um gel "virgem"? Para responder tal questão foram 

realizados dois exper1mentos.No primeiro foi utilizado gel virgem (somente 

no primeiro ciclo) e, no segundo utilizou-se um gel que havia sido usado 

anteriormente em aproximadamente 100 ciclos de concentração e que foi 

recuperado através de lavagens em água, conforme descrito no Item 2.1.7. 

O 6RAFIC0 4 mostra as curvas de eficiência de extração em função do 

número de ciclos, obtidos em tais experimentos. Observa-se que, nos dois 

processos, as eficiênclas de extração obtidas nos dois primeiros ciclos 

foram acima de 90 %, e estas eficiênclas sofreram uma queda através dos 

dois últimos ciclos de modo que, as eficiênclas de extração obtidas no 

último ciclo, para o gel novo e para o gel que já havia sido usado 

anteriormente em muitos ciclos de concentração foram, respectivamente, 

48 % e 46 %. Assim, observa-se que as curvas de eficiência de extração em 

função do número de ciclos, obtidas para os dois processos, não apresentam 

nehuma diferença significativa, mostrando portanto, que o gel recuperado 

tem um comportamento Idêntico ao comportamento do gel "virgem". 
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A partir dos resultados acima concluiu-se que o gel apresenta uma 

excelente estabilidade e que pode ser reusado em inúmeros ciclos de 

concentração sem que haja alteração de suas propriedades de expansão e 

seletividade. 

As relações massa de gel/ volume de urina (R) utilizadas em todos os 

experimentos anteriores foram diferentes de um experimento para outro, 

pois na ocasião da realização desses experimentos ainda não havia a 

preocupação com a quantidade relativa de gel a ser usada. Para eliminar as 

diferenças causadas pela utilização de diferentes relações (R), os 

resultados foram padronizados como se todos os experimentos tivessem 

sido realizados com a utilização da relação massa de gel/volume de urina 

fixa e igual a 0,04 

Os dados experimentais referentes aos resultados até aqui 

apresentados são mostrados no apêndice A, 

3.1.4 Determinado das relações massa de 

gel / volume de urina. 

Conforme apresentado no Capítulo anterior, item 2,1.1,8, procedeu-se 

a um estudo visando a determinação dos fluxos de alimentação de cada 

estágio, isto é, das quantidades relativas de gel e urina contactadas em 

cada ciclo de extração/regeneração, para a obtenção de um elevado grau de 

concentração. Por elevado grau de concentração entende-se a redução 

significativa do volume de urina em poucos ciclos, com uma alta eficiência 

de separação. 

A redução significativa do volume em poucos ciclos requer uma 

elevada relação massa de gel/volume de urina (R), em cada ciclo, na medida 
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em que o gel se expande em cerca de doze vezes o seu peso seco. Entretanto, 

observou-se que a eficiência de separação diminui com o número de ciclos, 

sendo esta diminuição mais acentuada para relações R maiores. 

Para o estabelecimento das melhores condições operacionais do 

processo, relativamente aos fluxos de alimentação, e baseado nos 

resultados obtidos ao longo deste trabalho, foram escolhidas. Inicialmente, 

três relações, quais sejam: Ri = 0,010, R2 = 0,025 e Rs = 0,040. Tais 

relações eram mantidas constantes em todos os ciclos. 

As respectivas massas para um volume inicial de urina de 500 ml 

foram, respectivamente, m 1 = 5,0 g, m 2 = 12,5 g e m 3 = 20,0 g. 

O GRAFICO 5 mostra as curvas obtidas para as eficiências de 

extração, nas respectivas relações massa de gel/volume de urina. 

Observa-se que para a relação Ri, a eficiência de extração foi acima de 

90 % em todos os ciclos, porém, a redução do volume de urina neste 

processo foi de apenas 1,4 vezes. Para a relação R2 a eficiência de 

separação foi, também, bastante alta em todos os ciclos apresentando uma 

eficiência de 77 % no último ciclo. Neste segundo processo (R = 0,025) a 

redução do volume foi de 2,6 vezes. Já no processo onde foi utilizada a 

relação Rs, a eficiência de separação foi de 100 % no primeiro ciclo e foi 

caindo ao longo dos ciclos de forma que no último estágio da concentração 

obteve-se uma eficiência de 68 %. O volume de urina neste terceiro 

processo foi reduzido 16 vezes. 

Observa-se portanto, que conforme mencionado anteriormente, a 

eficiência cal ao longo dos ciclos e esta queda é mais acentuada nos 

processos onde as relações R são maiores, 
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Em seguida foi realizado um outro experimento, onde a relação R 

usada foi baixa (0,010), porém a concentração foi realizada não em 4, mas 

em 6 ciclos, O GRAFICO 6 mostra a curva obtida, Observa-se que a 

eficiência se mantém bastante alta em todos os ciclos e cal lentamente no 

decorrer da concentração, atingindo o valor de 82 % no último ciclo. 

A princípio, poderia-se pensar que é melhor usar uma relação menor e 

um maior número de ciclos, do que o Inverso. Porém, no processo acima, o 

volume de urina foi reduzido apenas 1,9 vezes e, para se atingir uma 

redução significativa do volume, de aproximadamente 20 vezes, com tal 

relação, teria-se que usar um número de ciclos tão grande que a eficiência 

no ciclo final, certamente, seria multo baixa, pois a perda de proteínas por 

entranhamento, conforme Já mencionado, vai de acumulando no decorrer da 

concentração, Além disso, o tempo necessário para atingir tal concentração 

seria muito longo. 

Assim, observa-se que para atingir a uma redução adequada do 

volume de urina, ou seja, uma redução suficientemente alta de forma a 

possibilitar a execução mais rápida da segunda etapa de concentração 

(diálise e liofllização) há que se ponderar os efeitos causados na eficiência 

tanto pelo aumento do número de ciclos como os efeitos ocasionados pelo 

aumento da massa relativa de gel. 

Na fase inicial do presente trabalho foram realizados vários 

experimentos, onde as relações massa de gel/volume de urina não foram 

fixadas. Mas, estes experimentos foram de grande Importância, pois 

serviram de base para a determinação da massa de gel a ser usada em cada 

ciclo, quando se quer reduzir o volume de urina em um número determinado 

de vezes. A TABELA 5 traz os resultados obtidos em alguns desses 

experimentos, Como pode ser observado, no primeiro ciclo de concentração. 
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TABELA 5 - Resultados preliminares. 

Número 

de ciclos 

Grau de 

concentração 

VC?) 

no 12 ciclo 

TI {%) 

no 12 ciclo 

TI m 

no último ciclo 

3 

4 

5 

6 

7 

16 

19 

17 

28 

18 

12,5 

4 

21 

38 

50 

52 

54 

62 

50 

42 

28 

29 

28 

27 

28 

95 

90 

89 

100 

99 

100 

100 

100 

100 

100 

44 

33 

42 

31 

33 

41 

54 

32 

22 

17 

- Grau de concentração-expressa o número de vezes que a urina foi con- 

centrada em relação ao volume inicial. 

- V ($S) - expressa a porcentagem do volume extraído em relaçSo ao vo- 

lume Inicial de urina. 

- T| - eficiência de extração expressa em termos de porcentagem. 
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pode-se extrair até 60 % do volume inicial de urina sem que a eficiência de 

separação sofra uma queda muito grande. Observa-se, também, que há uma 

grande queda na eficiência quando o número de ciclos ê aumentado e quando 

o volume é reduzido em mais de 20 vezes. 

Assim, a partir da análise dos resultados acima, chegou-se ã 

conclusão que a redução do volume de urina não deve ser muito acima de 20 

vezes e esta redução deve ser feita no menor número de ciclos possível. Por 

outro lado, o número de ciclos não deve ser multo pequeno, pois a sua 

redução implica em utilização de uma massa de gel muito grande em 

relação ao volume de urina, o que leva a obtenção de baixas eficiências, 

principalmente quando a urina vai se tornando mais concentrada, pois além 

do problema de entranhamento de proteínas, uma parte da urina concentrada 

é perdida no processo de separação do gel (flltração), pois a grande área de 

superfície apresentada pelas partículas de gel ficam molhadas com a urina 

concentrada. Portanto, a determinação da massa de gel a ser usada em cada 

ciclo depende de quantas vezes o volume será reduzido e do número de 

ciclos usado para atingir tal redução do volume. 

Através das observações feitas acima e dos resultados apresentados 

na TABELA 5, conclui-se que a redução de 20 vezes no volume de urina deve 

ser feita em 4 ou 5 ciclos de concentração e, nos últimos ciclos, deve-se 

extrair um menor volume de solvente que nos primeiros, 

Com o objetivo de confirmar as conclusões tomadas acima foram 

realizados dois experimentos, um em 4 e outro em 5 ciclos, com a redução 

de 20 vezes no volume inicial de urina. Conforme já mencionado, pode-se 

extrair até 60 % do volume de urina no primeiro ciclo sem que a efíciênica 

sofra grandes quedas, Portanto, para a concentração realizada em 4 ciclos 

foram extraídos 60 % do volume inicial no primeiro ciclo e 50 % nos ciclos 
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seguintes. De acordo com o grau de expansão do gel em urina as relações 

massa de gel/volume de urina que possibilitam tais extrações são, 

respectivamente, R = 0,05 e R = 0,0415. 

Para a concentração em 5 ciclos, da mesma forma que no experimento 

anterior, foram extraídos 60 % do volume no primeiro ciclo e 50 % no 

segundo, porém, nos ciclos seguintes, a relação massa de gel/volume de 

urina foi reduzida para 0,033, de forma que eram extraídos apenas 40 % do 

volume em cada ciclo. 

Os dois experimentos foram realizados simultaneamente, sob as 

mesmas condições de temperatura e tempo de extração e recuperação. 

O GRAFICO 7 mostra as curvas de eficiência de extração como função 

do número de ciclos obtidas para os dois experimentos. As eficiências 

apresentadas foram determinadas através da concentração de proteínas 

obtida em cada ciclo. Como pode ser observado, as eficiências obtidas no 

primeiro ciclo foram idênticas nos dois experimentos e Igual a 80 %. Ao 

longo das concentrações as eficiências foram diminuindo após cada ciclo de 

forma que, no último ciclo, as eficiências também foram iguais (46 %) para 

as concentrações realizadas em 4 e 5 ciclos, 

O GRAFICO 8 mostra também, as curvas de eficiência de extração em 

função do número de ciclos obtidas para as concentrações realizadas em 4 e 

5 ciclos, porém as eficiências foram determinadas através da atividade 

amldásica da calicreina sobre o substrato sintético APApNA. Como pode ser 

observado, obteve-se 100 % de eficiência no primeiro ciclo e cerca de 50 % 

no ciclo final das concentrações, nos dois processos realizados, ou seja, em 

4 e 5 ciclos de concentração. 

Os resultados apresentados acima mostram que o gel apresenta a 

mesma seletlvidade para calicreina e outras proteínas presentes na urina. 
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o fato da eficiência, em termos de atividade, ser maior que a 

eficiência calculada através da concentração de proteínas, nos dois 

primeiros ciclos, deve-se à concentração extremamente baixa de calicreina 

na urina, Assim, nos ciclos iniciais, a chance da calicreina ficar entraniiada 

entre as partículas de gel é menor que das outras proteínas presentes na 

urina. 

No experimento realizado em 5 ciclos a massa relativa de gel usada 

nos três últimos ciclos era menor que a massa relativa de gel usada nos 

dois últimos ciclos do experimento realizado em 4 etapas. Dessa forma, 

extraía-se uma porcentagem menor do volume de solvente, nos últimos 

ciclos, para a concentração realizada em 5 etapas. Porém, tal diminuição na 

massa relativa de gel não fez aumentar a eficiência de separação no ciclo 

final da concentração, pois o aumento de um ciclo no processo fez aumentar 

as perdas de proteínas. 

Devido ao fato da urina ser um material de excreção e de fácil 

obtenção, sendo portanto, o fator de menor custo do processo, a eficiência 

de 50 % obtida no ciclo final é considerada satisfatória. Porém se a 

matéria-prima representa custos muito altos no processo, a perda de 

material em níveis assim tão altos não pode ser aceita. No caso do processo 

gel há duas formas de minimizar essas perdas. A primeira é a recirculação 

do extrato (solvente que foi extraído) na alimentação do processo, porém, 

devido à facilidade de obtenção da matéria-prima (urina) tal operação não 

se justifica. A outra forma de minimizar as perdas é aumentando o tamanho 

das partículas de gel, pois diminuiria a área de superfície e, dessa forma, o 

problema de entranhamento de proteínas se tornaria menor. Entretanto, o 

aumento no tamanho das partículas faz com que o tempo necessário para se 

atingir o equilíbrio entre o interior e o exterior das partículasde gel seja 

maior. 



90 

O fluxograma completo do processo de concentração da urina via gel 

poli (N-Isopropllacrllamlda) 10 x 1 está representado na FIGURA 6. Como o 

equipamento concentrador que está sendo construído no Departamento de 

Engenharia Química da Universidade Federal de Minas Gerais tem a 

capacidade de concentrar bateladas de 50 litros de urina, os cálculos das 

massas a serem utilizadas foram feitas com base em tal volume. Assim, 

são mostradas as massas de gel a serem utilizadas, bem como o volume de 

solvente extraído em cada etapa da concentração. Como pode ser observado, 

as massas de gel contraído a serem utilizadas em cada ciclo estão 

multiplicadas pelo fator 4,5. A multiplicação de tal fator se faz necessária 

pelo fato do gel contraído ainda reter uma fração de água, e desta forma, 

apresentar um grau de expansão Inferior ao grau de expansão do gel 

utilizado no primeiro estágio (gel seco). Observa-se também que o processo 

é extremamente rápido, pois o gel contraído utilizado em todos os ciclos 

seguintes é proveniente do gel que foi recuperado no primeiro ciclo. Desta 

forma, não é necessário esperar a recuperação do gel do ciclo anterior para 

se iniciar o ciclo seguinte, 

Para a realização do balanço de massa não foi considerada nenhuma 

perda, ou seja, o processo está representado sob condições Ideais de 

operação. 

A perda de gel durante o processo é extremamente pequena e, através 

do balanço de massa verifica-se que uma pequena fração do solvente 

extraído é também perdida, pois a etapa de recuperação do gel se dá a 50 ® 

C levando portanto á evaporação de um pouco da água presente. O apêndice B 

traz, em detalhes, os balanços de massa global e por componente, 

considerando as possíveis perdas durante o processo e o diagrama 

esquemático do equipamento de concentração. 
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FIGURA 6 - Fluxogroma esquemètico do processo de concentração de urino 

(vto gel ternfiosensível). Onde U = urino, 6S = gel seco, GE = gel 

expandido, R = refinado, GC = gel contraído. 
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Com o objetivo de verificar se as eficiêncías de extração apresen- 

tariam alguma diferença, em relações (R) constantes, quando o volume era 

variado, três experimentos foram realizados. Foram utilizadas as relações 

Ri = 0,010, R2 = 0,018 e R3 = 0,025 para três volumes Iniciais de urina: 

Vi = 250 ml, V2 = 500 ml e V3 = 1000 ml. Os GRÁFICOS 9, 10 e 11 mostram 

as curvas de extração obtidas em cada um desses experimentos. Observa-se 

que as eficiências se mantiveram altas em todos os ciclos e que não há 

nenhuma diferença significativa para eficiências obtidas nos diferentes 

volumes, em uma relação determinada. 

Observa-se no GRAFICO 9, onde R = 0,010, que as eficiências obtidas 

no primeiro ciclo foram próximas de 100 %. As eficiências foram caindo 

lentamente ao longo dos ciclos de forma que obteve-se cerca de 90 % de 

eficiência no ciclo final, para os três volumes utilizados. 

No GRAFICO 10, onde R = 0,018, observa-se também uma eficiência de 

extração em torno de 100 % no primeiro ciclo e no ciclo final, a eficiência 

obtida, para os três volumes utilizados, é cerca de 80 %, 

Nas curvas apresentadas no GRAFICO 11, onde R = 0,025, observa-se 

que as eficiências obtidas, para os três volumes, no primeiro ciclo foram 

acima de 90 % e no último ciclo das concentrações obteve-se 70 % de 

eficiência. 

Portanto, desde que a relação massa de gel/volume de urina seja 

mantida fixa, a alteração no volume a ser concentrado não irá provocar 

nehuma mudança no comportamento das eficiências de separação. 

Em outro experimento realizado, visando a determinação do 

comportamento das eficiências com o aumento das relações massa de 

gel/volume de urina verificou-se que o gel usado em tal experimento 

apresentava um comportamento de expansão anômalo ao comportamento dos 
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demais géis utilizados no presente trabalho, Para tal experimento foram 

utilizadas as relações RI = 0,010, R2 = 0,025 e R3 = 0,040, onde o volume 

inicial de urina fora fixado em 250 ml. Assim, as respectivas massas de gel 

utilizadas foram iguais a 2,5 g, 6,25 g e 10,0 g. 

O GRAFICO 12, mostra as curvas obtidas para as eficiências de 

extração, nas respectivas relações massa de gel/volume de urina. 

Observa-se que para a relação Ri, a eficiência de extração foi altíssima em 

todos os ciclos (acima de 90 %). Para a relação R2, a eficiência de extração 

foi bastante alta nos dois primeiros ciclos (100% no primeiro e 80 % no 

segundo) e foi caindo após cada ciclo, de forma que a eficiência de extração 

obtida no ciclo final foi de 33 %. já para a relação Rs, a eficiência de 

extração foi cerca de 80 % no primeiro ciclo e caiu bruscamente, 

obtendo-se no último ciclo da concentração apenas 10 % de eficiência. Para 

esta última relação não foi possível realizar os cinco ciclos de 

concentração, pois o volume de urina após o terceiro ciclo já se encontrava 

extremamente reduzido. Ao se comparar as eficiências apresentadas neste 

gráfico, para as relações 0,025 e 0,040, com aquelas apresentadas no 

GRAFICO 5, observa-se que aqui as eficiências obtidas foram multo 

menores. 

Observou-se que o gel utilizado nesse experimento apresentava um 

grau de expansão de aproximadamente 20 vezes seu peso seco, Esse grau de 

expansão é superior ao grau de expansão do gel normalmente obtido em 

urina, o qual gira em torno de 12 vezes. Assim, o volume de solvente 

extraído por ciclo nesse experimento era muito superior ao volume de 

solvente extraído naquele primeiro experimento. Portanto, aqui a urina 

sofreu maiores graus de concentração, em todas as relações, que aqueles 

obtidos no primeiro experimento e Isto, conforme citado anteriormente, fez 
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GRAFICO 12- Determinação dos efIclÔnciQs de extração 

em cada ciclo nas concentrações realiza - 

das com as relações massa de gel/volume 

de urina Iguais a 0,010; 0,025 e 0,040, em 

um volume inicial fixo de urina e igual a 

250 ml. 
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agravar o problema de entranhamento de proteínas fazendo com que a queda 

da eficiência fosse muito mais acentuada, 

O grau de expansão obtido para o gel nesse experimento, a principio 

foi uma surpresa. Porém, recentemente foi demonstrado que o grau de 

expansão do gel varia de acordo com a temperatura na qual ele foi 

polimerizado e que o maior grau de expansão era obtido quando o gel era 

polimerizado a 16 ^ C. 

Os dados experimentais referentes à determinação das relações (R) 

são mostrados no apêndice C, 

3.2 Purificação da calicreina urinária humana. 

A purificação da calicreina urinária humana a partir do pó urinárlo 

obtido, dissolvido em tampão glicina 0,01 M, NaCl 0,75 M pH 9,5 contendo 

azida de sódio 0,05 % foi conduzida através de cromatografia em duas 

colunas, a primeira de afinidade, em coluna de Sepharose-aprotinina e a 

segunda, em coluna de hidroxilapatita. 

A FIGURA 7, mostra o fluxograma da purificação da calicreina 

urinária humana, onde estão representadas todas as etapas envolvidas. 

A TABELA 6, mostra o sumário dos processos utilizados na 

purificação da calicreina urinária humana, usando-se como substrato, para 

medida das atividades amidáslcas específicas, o APApNA, 

Etapa 1 - O primeiro passo tomado foi a precipitação da 

glicoproteína de Tamm Horsfall. Tal procedimento consistiu numa etapa 

prévia de purificação da calicreina. Em seguida, a urina passou por um 

processo de concentração, que se consistiu de duas etapas, concentração 

via gel termosensivel e diálise-liofilização. A concentração da urina é uma 

etapa indispensável, pois a concentração de proteínas e, por conseguinte, a 

de calicreina na urina é extremamente baixa, A solução do extrato bruto 



FIGURA 7- Fluxogramo esquemèlico da purificação 

da calicreína urinêria humana. 
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TABELA 7 - Purificação da callcrefna urinèrla humana, CAL-E, usando- 

se plasma humano tratado, como substrato para a medida 

das atividades cininollberadoras. 

Etapa Tratamento 
Proteína 

(mg) 

Atividade 

Específica 
equivalente de 
bradicinina 

ug/(mg.m1n) 

Atividade 

Total 
equivalente de 
bradlclnlna 

ug/mln 

Purlfl- 

caç8o 

Rendimento 

(X) 

1 

2 

3 

Concentração 

Cromatografla 

em Sepharose 

- aprotlnlna 

Cromatografla 

em hldroxlla- 

patlta 

Pico-E 

3.155,000 

1,002 

0,296 

5, 22 

4.412,00 

6.774,00 

16.469 

4.412 

2.005 

1 

845 

1.298 

100,00 

26,80 

12,2 0 
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(3155 mg de proteína) obtida através da dissolução do pó urinário em 

tampão gllcina, conforme descrito no capítulo 2, apresentou uma atividade 

amidásica específica de 3,3 x 10'^ mmolar de p-nltroanilina por miligrama 

de proteína por minuto. 

Etapa 2 - A segunda etapa consistiu em cromatografia de afinidade 

em coluna de Sepharose-aprotinina, Nesta etapa foi separada uma grande 

quantidade de proteínas indesejáveis, como pode ser visto no GRAFICO 13, 

(líí pico), o que possibilitou o aumento de 998 vezes na atividade amidásica 

específica, com recuperação de atividade de 31,7 %. 

Etapa 3 - A terceira etapa de purificação foi a cromatografia em 

coluna de hidroxllapatlta, a qual separou cinco picos ativos, pico-A, pico-B, 

pico-C, pico-D e pico-E. Porém, como será visto posteriormente, somente o 

pico-E apresentou atividade cininoliberadora. 

Assim, observa-se que apesar do APApNA ser um bom substrato para 

calicreína ele não é tão específico quanto o cininogênio humano e, desta 

forma, outras enzimas, similares à calicreína, podem hidrolizá-lo. 

Nesta etapa, a calicreína (pico-E), foi purificada 751 vezes, com um 

rendimento de 7,04 %, como pode ser visto na TABELA 6. Observa-se que a 

atividade amidásica nesta etapa diminuiu em relação á etapa anterior. A 

explicação para tal reside no fato do APApNA não ser especifico para 

calicreína fazendo assim, com que a atividade na presença de outras 

proteínas que o hídrolísam seja maior. 

A TABELA 7 à página 102, apresenta o sumário dos processos 

utilizados na purificação da calicreína urinária humana (pico-E), usando-se 

como substrato, para medida das atividades cininoliberadoras específicas, 

o plasma humano tratado. 
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Etapa 1 - A atividade especifica apresentada na etapa I (extrato 

bruto) foi de 5,22 \iq de equivalentes de bradicinina por mg de proteína por 

minuto. 

Etapa 2 - A cromatografIa de afinidade em coluna de 

Sepharose-aprotinina permitiu um aumento de 845 vezes na atividade 

cininoliberadora específica, com a recuperação de 26,8 % de atividade. 

Etapa 3 - A cromatografia em coluna de hidroxilapatita, como já 

mencionado, permitiu a separação de cinco picos com atividade sobre o 

APApNA, mas somente o pico-E apresentou atividade cininoliberadora, Esta 

etapa permitiu o aumento na atividade cininoliberadora especifica de 1298 

vezes e recuperação de 12,2 % de atividade. 

Assim, partindo-se de 3155 mg de proteína na solução do pó de urina, 

foram obtidos 296 ^ig de calícreína purificada (pico-E). 

O perfil da cromatografia de afinidade em coluna de 

Sepharose-aprotinina, da solução resultante do pó urinário está 

representado no GRAFICO 13. Um grande pico de proteínas inativas passou 

pela coluna sem combinar com a aprotinina. A fração que continha a 

calícreína foi eluída, depois que a coluna foi lavada, com o tampão acetato 

de sódio 0,025 M, NaCl 1,0 M pH 3,5. O pico ativo apresentou uma alta 

atividade específica, pois as leituras das absorvâncias, em 280 nm, foram 

multo baixas. 

O GRAFICO 14, mostra o perfil da cromatografia do material contendo 

calícreína, eluído da coluna de Sepharose-aprotinina, em coluna de 

hldroxllapatita. Dois componetes protéicos, sem atividade sobre o APApNA, 

foram separados. O primeiro saiu logo no Início da cromatografia e o 

segundo foi eluído após a aplicação do tampão fosfato de sódio 0,08 M à 

coluna. Cinco frações ativas, conforme já mencionado, foram separadas 
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GRAFICO 13 - CromotogroflQ de oflnldode em coluno de 

Sephorose-oprollnino. 

CondtçOes: coluno de 2,5 cm x 9,2 cm, equilibrodo com tompSo gllcino 

0,1 M, NoCl 0,75 M pH 9,5, contendo 500 mg de ozido de sódio. A omoslro 

oplicodo -Exlroto Bruto- continho 1052 mg de proteínos. A coluno foi 

iQvodo com tomp8o de equilíbrio e o collcreíno foi elufdo otrovès de 

oplIcoçSo do tompSo ocetoto de sódio 0,025 M, NoCl 1,0 M pH 3,5, 

contendo 500 mg de ozido de sódio. A seto Indico o Início do oplIcoçSo do 

tompSo de eluíçSo. Duronte o eluição, os frações erom coletodos em 

tubos contendo 0,5 ml de TRIS-HCl 2 M pH 8,5. Volume por froçSo: 15 ml 

duronte o lovogem do coluno e 2,0 ml duronte o eluIçSo . Forom 

opllcodos à coluno 3,0 litros do soluçSo do Extroto Bruto. Poro molores 

detolhes, vide noterfnl e Métodos. 
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GRAFICO 14 - CromatogroflQ em coluno d8 hldroxIlopotllQ. 

CondIçOes: Coluno de 21,0 cm x 0,7 cm , equilíbrodo com tompão fosfoto de 

sodio 0,01 M, contendo NoCl 3,0 M pH 6,0. Amostro opllcodo: 1,002 mg 

em proteína do moterlol otlvo obtido do cromotogrofio de ofinidode 

em Sephorose-oprotlnlno. A coluno foi lovodo com o tompão de equilí- 

brio e eluído com 52 ml de um grodiente llneor de fosfoto de sódio 

oté 0,08 M, contendo NoCl 3,0 M pH 6,0. Volume por froç8o; 2,0 ml 

duronte o lovogem do coluno e 1,0 ml duronte o grodiente. Poro mol- 

ores detolhes, vide Moteiiol e Métodos. 
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através desta coluna. As quatro primeiras, píco-A, pIco-B, pico-C e pico-D 

foram eluídas, separadamente, após aplicação de um gradiente linear de 

fosfato de sódio de 0,01 Ma 0,08 M. O pico-E foi eluido após aplicação do 

tampão fosfato de sódio 0,08 M à coluna, Como pode ser visto, o pico-E é 

simétrico tanto em termos de atividade como em termos de absorvância em 

280 nm. Este constituiu o primeiro Indicio de pureza da calicreina. 

A atividade amidàsica específica da calicreina urinária humana, 

usando-se APApNA como substrato, foi de 2,48 mMolar de 

p-nitroan111na/(mg . min). Infelizmente, não há na literatura valores de 

atividades amidásicas especificas de calicreina urinária humana com este 

substrato que possam ser comparados com os valores encontrados neste 

trabalho. 

Entretanto, os valores de atividade cininoliberadoras específicos 

descritos no presente trabalho, e determinados por pré-incubação em pH 

8,2, a 37 ^C, podem ser comparados com outros descritos na literatura para 

callcreinas urinárias humanas. A TABELA 8, à pagina 107 apresenta as 

atividades cininoliberadoras especificas para callcreinas urinárias 

humanas, descritas na literatura, Como pode ser observado, a maior 

atividade cininollberadora especifica determinada para calicreina urinária 

humana é aquela descrita no presente trabalho. 

Observa-se também que o fator de purificação, obtido no presente 

trabalho, está entre os mais altos até agora citados na literatura para a 

purificação da calicreina urinária humana. Este dado é uma evidência a 

favor da excelência do processo de purificação da calicreina urinária 

humana descrito no presente trabalho. 

Conforme mostrado na TABELA 7, à página 102, a recuperação de 

atividade cininollberadora da ordem de 12 % é baixa comparada com os va- 



TABELA 8 - Comparação de dados sobre as purificações de 

calicreínas urinôrias humanas. 
107 

Autores 

Sumário 

dos 

Processos 

Atividade 

Específico 

ug de equivalentes 
de 6K/(mg.m1n) 

Pur1f1CQç8o 
Rendimento 

{%) 

HIAL et al 

(1974) 

MATSUDA 

0t 01(1976) 

GEIGER et oi 

(1976) 

OZA & RYAN 

(1978) 

OLE-NOIYOI 

(1979) 

Sephadex G-25 

DEAE-Sephadex A-50 

Sephadex G-150 

Sephadex G-150 

Concentração da urina 

DEAE-Celulose 

Precipitação com acetona 

Sephadex G-100 

DEAE-Sephadex A-50 

Focallzação isoelètrica 

Concentração de urina 

Sephedex G-100 

Sepharose-aprotinina 

Sephadex G-25 

Sephacryl S-200 

Precipitação com 

sulfato de amônio 

DEAE-celulose 

Sepharose-aprotinina 

Sephacryl S-200 

Concentração da urina 

Sepharose-aprotinina 

Sephadex G-100 

12,5 Sl 

63,0 H 

113,95 £ 

1.094,0 d 

2.910 -S- 

25 

200 

212 

833 

1.727 

43,5 

14,0 

31.0 

77.1 
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TABELA 8 (ContInuQçSo) 

GEI6ER 

el 81(1900) 

SOUZA LIMA 

et aid 986) 

MIRANDA 

et aid990) 

Extrato do pó de urina 

Sephacryl S-200 

Sepharose-aprotinina 

DEAE-Sepharose 

Concentração da urina 

Fraclonamento com 

sulfato de amônio 

DEAE-Celulose 

Hidroxilapatita 

Sepharose-aprotlnlna 

Sephacryl S-400 

HUK-A 

HUK-B 

HUK-D 

Concentração da urina 

Sepharose-aprotlnlna 

Hidroxilapatita 

48,0 

13,0 

27,0 

3.0 

12,2 

a - Cinlnogênio canino parcialmente purificado, 

b - Cinlnogênio bovino parcialmente purificado, 

c - Cinlnogênio humano de alto peso molecular, puro. 

d - Plasma humano aquecido a 59 o C durante 3 horas, 

e - Plasma humano aquecido a 61 o C durante 1 hora. 

f - Cinlnogênio humano de alto peso molecular, altamente purificado, 

g e h - Plasma humano aquecido e precipitado com sulfato de amÔnIo 

a 50 ^ de saturação. 
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A FIGURA 8 mostra o perfil eletroforético da callcretna (pico-E) em 

gel de poUacrllamlda 10 % e 0,1 % de 5DS. Como pode ser observado houve o 

aparecimento de apenas uma banda protélca, o que constitui uma evidência 

da pureza dessa enzima. 

Em todos os trabalhos citados na literatura a Identificação da banda 

protélca de callcreína foi feita através de coloração com o Coomassie, 

Entretanto, no presente trabalho, foi utilizado o método de coloração pela 

prata o qual apresenta uma sensibilidade muito maior que aquela 

apresentada pelo reagente Coomassie, 

3.3 Determinação do peso molecular aparente. 

o peso molecular aparente da callcreína urinária humana foi 

determinado por eletroforese em gel de poUacrllamlda a 10 % na presença 

de SDS. 

A mistura de padrões de peso molecular utilizada continha: 1. 

soroalbumina (66.000), 2. ovalbumina (45.000), 3. glutaraldeído 

3-fosfatodesidrogenase (36.000), 4. anidrase carbônica (29.000) e 5. SBTI 

(20.500). As bandas obtidas pela eletroforese são mostradas na FIGURA 8, O 

GRAFICO 15 mostra a reta obtida para os valores locados do logaritmo do 

peso molecular de cada proteína como função da sua mobilidade relativa. 

A mobilidade relativa da callcreína urinàrla humana foi de 0,4, 

correspondendo, portanto, ao peso molecular estimado de aproximadamente 

47.000. 

A faixa de pesos moleculares citada na literatura para a callcreína 

urinária humana è bastante ampla, variando, dependendo do processo 

utilizado para sua determinação, de 23.000 a 64,000. 
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FIGURA 8 - Eletroforese da calicreina urináría humana, purificada, 

em gel de pollacrllamlda 10 %, contendo SDS. Nas 

canaletes laterals são mostradas as bandas do padrão de 

peso molecular e, as canaletas centrais trazem a banda 

de callcreína purificada em concentrações decrescentes 

da esquerda para a direita. 



GRAFICO 15 - Estimação do peso molecular oporente do 

cQlIcreína urinèria humana. 

Onde: 

Rf = mobilidade relativa das proteínas, 

y - 4.9351 -0.6483X R-0.99 
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A TABELA 9 mostra os valores desses pesos moleculares, bem como, 

os processos utilizados para sua determinação, 

Como pode ser visto, o peso molecular, 47.000, aqui determinado para 

a calícreína urlnárla humana é multo semelhante aos pesos moleculares 

citados na literatura, 45.000-50.000, para determinações feitas em 

eletroforese na presença de SDS, 

Os dados experimentais referentes às cromatograflas utilizadas para 

a purificação da callcreina urlnárla humana e os valores das mobllIdades 

relativas encontrados na estimação do seu peso molecular encontram-se no 

apêndice D, 
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4. Conclusões. 

O presente trabalho teve por objetivo a determinação das condições 

de operação do processo de concentração da urina humana através do gel 

termosenslvel poli (N-lsopropllacrllamlda) 10 x 1 e a simplificação do 

processo de purificação da callcrelna purlnárla humana. 

Para a determinação das condições de operação uma série de estudos 

foi realizada e, a partir dos resultados obtidos chegou-se às seguintes 

conclusões: 

- A urina não deve conter a gllcoproteína de Tamm Horsfall, pois 

com a sua presença a concentração de proteínas Indesejáveis na urina é 

mais alta, o que leva a diminuição na eficiência de extração. Porém, ficou 

demonstrado também que outras proteínas presentes na urina, assim como a 

calicreina, não sofrem nenhum tipo de interação com o gel, ou seja, elas são 

excluídas do gel sem se combinar com ele. 

- O gel não deve ser lavado após cada ciclo, pois o aumento desta 

etapa no processo não proporciona aumentos significativos nas eficiências 

de extração. Porém, constatou-se que o gel apresenta uma excelente 

estabilidade, pois para que ele volte a ter as mesmas características de um 

gel virgem é necessário apenas, que durante o processo ele passe por 

lavagens periódicas em água. 

- A urina deve sofrer uma redução máxima no volume de 

aproximadamente 20 vezes, pois a concentração além deste ponto leva a 

grandes perdas de proteínas por entranhamento. 
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- As eflctênclas obtidas para as concentrações realizadas em 4 e 5 

ciclos foram Idênticas, tanto em termos de proteínas, como em função da 

atividade amidásica sobre o APApNA. Assim, concluiu-se que o gel 

apresenta a mesma seletividade para a calicreína e outras proteinas 

presentes na urina. 

- A redução de 20 vezes do volume de urina dese ser realizada em 4 

ciclos de concentração. Assim, deve-se usar as relações R = 0,05 no 

primeiro ciclo e R = 0,0415 nos ciclos seguintes. As massas de gel 

respectivas a tais relações proporcionam a extração de 60 % e 50 % do 

volume presente, respectivamente. 

- A variação no volume inicial de urina a ser concentrada não 

modifica o comportamento das eficiências de extração para relações (R) 

fixas. Portanto, na concentração de 50 litros de urina para um volume final 

de 2,5 litros, em 4 ciclos, é de se esperar que o comportamento da 

eficiência seja análogo àquele obtido na concentração do volume inicial de 

900 ml de urina. 

Quanto à purificação da calicreína, o processo foi bastante 

simplificado, pois foi conduzido em apenas duas cromatografias, a de 

afinidade em coluna de Sepharose-aprotinina e a cromatografia em coluna 

de hidroxilapatíta. Os resultados mostram que a calicreína apresentou um 

grau de purificação de 751 vezes, com um rendimento de 7,04 %, quando as 

atividades eram medidas através do substrato APApNA. Quando se utilizou o 

plasma humano tratado, o grau de purificação para a calicreína urinaria 

humana foi de 1.298 vezes, com um rendimento de 12,2 %. 

A eletroforese da calicreína urinària humana, em gel de 

poliacrilamida 10 % com SDS, apresentou somente uma banda, mostrando, 

dessa forma, que a calicreína obtida apresenta um bom grau de pureza. 
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O peso molecular obtido para a calícreína urinaria humana foi de 

aproximadamente 47.000. Tal valor está dentro da faixa de pesos 

moleculares, citados na literatura, para a calicreina urinária humana. 
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5Apêndices 

As tabelas apresentadas a seguir obedecerão à seguinte notação: 

T| - er iciència de separação 

C - concentração de proteínas 

u - urina fresca 

r - refinado (solução concentrada em cada ciclo) 

e - extrato 

Al - experimento realizado sem a lavagem do gel após cada ciclo. 

A2 - experimento onde o gel era lavado após cada ciclo de concen- 

tração. 

El - a urina continha a glicoproteina de Tamm Horsfall 

E2 - a urina não continha a glicoproteina de Tamm Horsfall 

Gi - gel virgem 

62 - gel usado em aproximadamente 100 ciclos de concentração e 

recuperado através de lavagens 

R - relação massa de gel/volume de urina 

V - atividade amidásica sobre o substrato sintético APApNA 

A280 - absorvância em 280 nm 

PM - peso molecular 

Rf - mobilidade relativa 
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DETERMINAÇÃO DE ALGUMAS CONDIÇ0ES DE OPERAÇÃO DO 

PROCESSO DE CONCENTRAÇÃO DE URINA HUMANA VIA GEL 

POLI(N-ISOPROPILACRILAMIDA). 

TABELA Af- Estudo dos efeitos de lavagem do gel opôs cado ciclo 

de concentraç8o (Valores experimentais). 

Experi- 

mento 
Fraç8o C real 

(mg/mol) 

C Ideal 

(mg/mol) (%) 

Al 

U 

n 

^2 

0J84 

0,261 

0,304 

0,442 

0,619 

0,260 

0,368 

0,648 

0,979 

100 

83 

68 

63 

A2 

u 

ri 

r2 

■^3 

r4 

0,184 

0,250 

0,308 

0,427 

0,592 

0,252 

0,333 

0,676 

0,022 

100 

92 

63 

58 
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TABELA A2~ Estudo dos efeitos de lavagem do gel após cada ciclo 

de concentração (valores padronizados para a rela- 

çSo massa de gel/volume de urina igual a 0,04). 

Experi- 

mento 
FraçSo 

T] 

(%) 

'^1 

U 

ri 

r2 

•^3 

r4 

98 

93 

78 

48 

*2 

U 

ri 

^2 

•^3 
^4 

94 

69 

74 

44 
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TABELA A3 - Estudo de olgumo possível interoçèo entre a glicoproteína 

de Tamm Horsfall e o gel (valores experimentais). 

Experi- 

mento 
Froç8o C real 

(mg/mol) 

C Ideei 

(mg/mol) 
T| 

m 

El 

U 

ri 

^2 

^3 
r4 

0,135 

0,198 

0,347 

0,700 

1,279 

0,200 

0,466 

0,467 

3,375 

100 

75 

48 

38 

A2 

U 

r 1 

r2 

rs 

r4 

0,1 14 

0,149 

0,247 

0,456 

0,818 

0,150 

0,345 

0,803 

2,280 

100 

72 

58 

36 
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TABELA A4- Estudo de alguma possível Interação entre o gllcoproteína 

de Tamnfi Horsfall e o gel (valores padronizados para a re- 

lação massa de gel/volume de urina Igual a 0,04). 

Experi- 

mento 
Fraçfio 

(%) 

E| 

U 

n 

•^2 

^4 

98 

93 

78 

48 

^2 

u 

ri 

^2 

^3 
^4 

100 

95 

80 

50 



123 

TABELA Ag - Estudo do estobllldode do gel (valores experimentais). 

Experi- 

mento 
Froç8o C real 

(mg/mol) 

CIdeal 

(mg/mol) 
TI 

{%) 

Gl 

U 

n 

"^2 

''4 

0,092 

0J64 

0,379 

0,532 

0,830 

0,165 

0,541 

0,868 

1,840 

100 

70 

61 

45 

G2 

u 

ri 

^2 

•^3 
^4 

0, 114 

0,211 

0,393 

0,593 

0,890 

0,211 

0,570 

0,950 

1,900 

100 

69 

62 

47 
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TABELA A^ - Estudo da estabilidade do gel (valores padronizados 

para a relação massa de gel/volume de urina Igual 

a 0,04) 

Experi- 

mento 
Froçfio 

11 

i%) 

Gl 

U 

ri 

""2 

•^4 

96 

93 

78 

48 

G2 

U 

ri 

r*2 

r4 

96 

91 

76 

46 
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Apêndice B 

BALANÇO DE MASSA GLOBAL E POR COMPONENTE 

I. Balanço de massa global por componente para um ciclo 

de concentração. 

massa de gel seco; Mgs = 10,00 g 

massa de urina; Mu = 510.OOg 

concentração de proteínas na urina; Cpu = 0,135 mg/ml 

massa de refinado; Nr = 244,80 g 

concentração de proteínas no refinado; Cpr = 0,256 

massa de extrato; Me = 153,00 g 

concentração de proteínas no extrato; Cpe =0,040 mg/ml 

massa de gel expandido; Mge = 273,30 g 

massa de gel contraído; Mgc = 118,30 g 

perdas na etapa de extração 

l.l Balanço global 

Mu + Mgs = Mr Mge + m' = Mgc + Me + Mr + m" 

extração 

Mu + Mgs = Mr + Mge + m' 

510,00 + 10,00 = 244,80 + 273,30 ^ m* 

m' = 1,90 g 



12Ô 

recuperação 

Mr + Mgc + m' = Mgc + Mr + Me + m" 

273,30+ 1,9= 118,30+ 153+ m" 

m" = 3,90 g 

1.2 Balanço de massa por componente 

Mgs X Cpgs + Mu x Cpu = Mge x Cpge + Mr x Cpr = 

Mgc X Cpgc + Me x Cpe + Mr x Cpr 

extração 

Mgs X Cpgs + Mu x Cpu = Mge x Cpge + Mr x Cpr 

Cpgs = O 

510,00 X 0,135 = 273,30 X Cpge + 244,80 x 0,256 

Cpge = 0,023 mg/ml 

recuperação 

Mge X Cpge + Mr x Cpr = Mgc x Cpgc + Me x Cpe + Mr x Cpr 

273,30 X 0,023 = 118,30 x Cpgc + 153,00 x 0,040 

Cpgc = 0,001 mg/ml 

A perda de 1,90 g na etapa de extração deve-se às partículas de gel 

expandido que ficam aderidas às superfícies do becker e do funil de 

Buchnner, A percentagem de perda do gel é, portanto, de 0,36 % em cada 

ciclo. 

Na etapa de recuperação a perda de massa (3,90 g) deve-se quase 

exclusivamente à evaporação de líquidos durante a contração do gel. 

Assim, são perdidos cerca de 1,42 % da massa líquida nesta etapa. 
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A concentração de proteínas encontrada para o gel expandido 

(0,023mg/m]) representa as proteínas que ficaram entranhadas entre as 

partículas de gel. Quando o gel sofre a contração ele libera praticamente 

todas essas proteínas, pois a concentração de proteínas obtida para o gel 

contraído é de apenas 0,001 mg/ml. 

Através do balanço global de massa apresentado acima, torna-se 

possível fazer uma previsão das perdas (gel + líquidos) que ocorrem 

durante o processo para a concentração realizada em vários ciclos. O 

balanço de massa apresentado a seguir mostra essas possíveis perdas para 

a concentração de 50 litros de urina fresca realizada em 4 etapas. 

2. Balanço de massa para a concentração de 50 litros de 

urina fresca para um volume ftnal de 2,5 litros, sendo 

realizada em 4 etapas. 

volume Inicial de urina = 50 1 

perda de gel em cada ciclo: m' = 0,36 % 

perda de líquidos em cada ciclo: m" = 1,42 %. 

1» Ciclo 

Mgs = 2,5 Kg 

Vu = 50 1« 50 Kg 

extração 

Mgs + Mu = Mge 1 + Mr 1 + m' 1 = 52,5 Kg 

recuperação 

Mge 1 = Mgc i + Me i + m" i = 32,5 Kg 



Perda total de gel no ciclo = 0,0036 x 2,500 g = 9,00 g 

Perda de liquides = 0,0142 x 3,000 g = 426,00 g 
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2» Ciclo 

Mgc = 830,00 g 

Vr 1 = 20,00 1 « 20,00 Kg 

extração 

Mgc + Mr 1 = Mge 2 + Mr 2 + m' 2 = 20,83 Kg 

recuperação 

Mge 2 = Mgc 2 + Me 2 + m" 2 = 10,83 Kg 

Perda total de gel no 2ô ciclo = 0,0036 x 830,00 g = 2,99 g 

Perda total de líquidos no 22 ciclo = 0,0142 x 10,000 g = 142,00 g 

3» Ciclo 

Mgc = 415,00 g 

Vr 2 = 10,00 1 « 10,00 Kg 

extração 

Mgc + Mr 2 = Mge 3 + Mr 3 + m' 3 = 10,415 Kg 

recuperação 

Mge 3 = Mgc 3 + Me 3 + m" 3 = 5,415 Kg 

Perda total de gel no 3^ ciclo = 0,0036 x 415,00 g = 1,49 g 

Perda total de líquidos no 32 ciclo = 0,0142 x 5.000 g = 71,00 g 
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4« Ciclo 

Mgc = 207,50 g 

Vr 3 = 5,00 1» 5,00 Kg 

extração 

Mgc + Mr 3 = Mge 4 + Mr 4 + m' 4 = 5,21 Kg 

recuperação 

Mge 4 = Mgc 4 + Me 4 + m" 4 = 2,11 Kg 

Perda total de gel no 4^ ciclo = 0,0036 x 207,50 g = 0,75 g 

Perda total de líquidos no # ciclo = 0,0142 x 2.500 g = 35,50 g 

Perda total de gel na concentração (m' t) = 14,23 g 

Perda total de liquldos por evaporação durante a concentração 

(m" t) = 674,50 g 
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Apêndice C 

DETERMINAÇÃO DAS RELAC0ES MASSA DE GEL/VOLUME DE URINA 

TABELA C, - Eflciêncios de seporoçSo poro concentrações realizados enn 

diferentes relações massa de gel/volume de urina. 

R Froçfio C real 

(mg/mo1) 

CIdeal 

(mg/mol) 
TI 

{%) 

0,010 

U 

n 

^2 
rz 

r4 

0,176 

0,200 

0,212 

0,227 

0,238 

0,201 

0,217 

0,233 

0,249 

100 

98 

97 

95 

0,025 

U 

n 

^2 
rs 

r4 

0,158 

0,219 

0,250 

0,264 

0,318 

0,220 

0,278 

0,331 

0,412 

100 

90 

80 

77 

0,040 

U 

n 

^2 
rs 

r4 

0,160 

0,234 

0,381 

0,557 

0,891 

0,234 

0,433 

0,715 

1,310 

100 

88 

78 

68 
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TABELA C2 ~ Eficiência de seporoçSo em cada ciclo para a concentra- 

ção realizada com a relação massa de gel/volume de uri- 

na fixa e igual a 0,010. 

Froçfio C real 

(mg/mol) 

CIdeol 

(mg/mol) 
T| 

(%) 

U 

n 

^2 
rz 

r4 

rs 

Té 

0,132 

0,149 

0,160 

0,173 

0,193 

0,200 

0,209 

0,149 

0,160 

0,183 

0,200 

0,220 

0,254 

100 

96 

94 

93 

09 

02 
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TABELA C J - ReduçSo de 20 vezes no volume Iniclol de urino olrovés de con- 

centração em 4 e 5 ciclos (eficiência determinada pela concen- 

tração de proteínas em cada ciclo). 

Experi- 

mento 
R Froçfio C real 

(mg/mol) 

CIdeal 

(mg/mol) 
TI 

{%) 

1 

0,0500 

0,0415 

0,0415 

0,0415 

U 

^2 
rs 

r4 

0,143 

0,300 

0,385 

0,615 

0,904 

0,375 

0,631 

1,119 

1,950 

80 

61 

55 

46 

2 

0,0500 

0,0415 

0,0330 

0,0330 

0,0330 

U 

n 

r2 
rs 

r4 
rs 

0,143 

0,297 

0,396 

0,531 

0,685 

1,012 

0,371 

0,657 

0,957 

1,369 

2,219 

80 

60 

54 

50 

46 



133 

TABELA C 4 - ReduçSo de 20 vezes no volume Inicial de urina através de con- 

cenlraçSo em 4 e 5 ciclos (eficiência determinada pela ativida- 

de amidòsica em cada ciclo). 

Experi- 

mento 
R Froçfiü 

V real 
(mM d* p-nitrowill- 

ni-min"') x 10® 

V ideal 
(mM d* p-nitro*nili- 

n».m1rrb x 10® 

T| 

(^) 

1 

0,0500 

0,0415 

0,0415 

0,0415 

U 

n 

^2 
rs 

r4 

1,515 

4,356 

6,439 

9,564 

12,667 

3,697 

6,650 

12,906 

25,333 

100 

97 

74 

50 

2 

0,0500 

0,0415 

0,0330 

0,0330 

0,0330 

U 

^2 
rs 

r4 
rs 

1,515 

3,788 

6,946 

9,375 

12,216 

14,230 

3,850 

7,088 

11,793 

19,000 

29,645 

100 

98 

79 

64 

48 
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TABELA Cg- Influência do vorloçèo do volume Inicial de urino poro fs 

concenlroçSo realizado na relaçôo massa de gel/volume 

de urina fixa e Igual a 0,010. 

V 

(ml) 
FmçSo C real 

(mg/mol) 

CIdeol 

(mg/mol) 
TI 

m 

250 

U 

n 

^2 
rs 

r4 

rs 

0,132 

0,147 

0,163 

0,173 

0,193 

0,200 

0,149 

0,160 

0,103 

0,200 

0,220 

99 

97 

94 

93 

09 

500 

U 

n 

1^2 
rs 

r4 
rs 

0,176 

0,200 

0,212 

0,227 

0,230 
0,247 

0, 201 

0,217 

0, 233 

0, 249 

0,269 

100 

90 

97 

95 

92 

1000 

U 

ri 

^2 
rs 

r4 
rs 

0, 118 

0,136 

0, 139 

0,143 

0, 149 

0,158 

0,137 

0,149 

0,159 

1,169 

0,104 

100 

93 

90 

00 

05 
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TABELA 0 6" Influência do variação do volume Inicial de urina para a 

concentração realizada na relação nr^assa de gel/volume 

de urina fixa e Igual a 0,018. 

V 

Cml) 
FroçSo C reol 

(mg/mol) 

C Ideal 

(mg/mol) 
TI 

m 

250 

U 

^2 
rs 

r4 

f"5 

0,132 

0,164 

0,195 

0,214 

0,230 

0,246 

0,165 

0,208 

0,246 

0,277 

0,314 

99 

94 

87 

83 

79 

500 

U 

n 

^2 
rs 

r4 

rs 

0,158 
0,200 

0,233 

0,254 

0,285 

0,311 

0,201 

0,245 

0,280 

0,339 

0,389 

100 

95 

90 

84 

80 

1000 

U 

n 

^2 
rz 

r4 

rs 

0,118 

0,142 

0,166 

0,171 

0,182 

0,199 

0,153 

0,184 

0,202 

1,226 

0,253 

93 

90 

85 

80 

78 
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TABELA C 7 - Influência do vorloçSo do volunrie inlclol de urino poro o 

concentração realizada na relaçSo massa de gel/volume 

de urina fixa e Igual a 0,025. 

V 

(ml) 
FraçSo C real 

(mg/mol) 

C ideal 

(mg/mol) 
n 

{%) 

250 

U 

n 

•^2 
rs 

r4 

rs 

0,176 

0,252 

0,281 

0,327 

0,374 

0,411 

0,250 

0,314 

0,289 

0,468 

0,587 

100 

89 

84 

80 

70 

500 

U 

n 

f2 
rs 

r4 

rs 

0,158 

0,211 

0,245 

0,264 

0,318 
0, 343 

0,220 

0,278 

0,311 

0,412 

0,490 

96 

88 

80 

77 

70 

1000 

U 

ri 

r2 
rs 

r4 

rs 

0,111 

0,145 

0,185 

0,189 

0,215 

0,226 

0,156 

0,213 

0,239 

1,283 

0,328 

93 

87 

79 

76 

69 
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TABELA C 0 - EflclônclQS de seporaçao porá concenlraçSes realiza- 

das em diferentes relações massa de gel/ volume de 

urina. 

R FraçSo C real 
(mg/mol) 

C ideal 

(mg/mol) 
TI 

(^) 

0,010 

U 

n 

^2 
rs 

r4 

rs 

0,074 

0,091 

0,100 

0,118 

0,135 

0, 147 

0,090 

0,101 

0,122 

0,150 

0,170 

100 

100 

97 

90 

87 

0,025 

U 

n 

f"2 
rz 

r4 

rs 

0,074 

0, 126 

0, 167 

0,201 

0,346 
0,430 

0,128 

0,206 

0,308 

0,712 

1,321 

99 

81 

65 

49 

33 

0,040 

U 

n 

•'2 
rz 

0,074 

0, 177 

0,401 

0,611 

0,226 

1,028 

6,167 

78 

39 

10 



Apêndice D 

DADOS REFERENTES À PURIFICAÇÃO DA CALICREINA URINARIA 

HUMANA E DETERMINAÇÃO DO SEU PESO MOLECULAR. 

138 

TABELA D ^ - Dodos referentes à cromotogroflo de afinidade em coluno 

de Sephorose-oprotlnlno. 

V X 10 

((Irnol d* p-nitro 

0.012 
0.14e 
0.219 
0.907 
3.21 
4.63 
5.04 
5.21 
5.36 
5.36 
5.44 
5.5 
5.44 
5.49 
5.49 
5.47 
5.45 
5.4e 
5.51 
5.49 
5.4e 
5.44 
5.49 
5.53 
5.54 
5.53 
5.5 
5.55 
5.52 
5.5 
5.55 
5.44 
5.46 
5.43 
5.46 
5.5 
5.54 
5.48 
5.48 
5.45 

Fraç8o 

0.437 

0.439 

0.375 

0.437 

0.417 

41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 
50 

51 
52 
53 
54 
55 
56 
57 
58 
59 
60 
61 
62 
63 
64 
65 
66 
67 
68 
69 
70 
71 
72 
73 
74 
75 
76 
77 
78 
79 
80 

5.45 
5.52 
5.5 
5.52 
5.51 
5.56 
5.51 
5.53 
5.53 
5.53 

5.45 
5.49 
5.47 
5.52 
5.77 
5.53 
5.49 
5.48 
5.5 
5.51 
5.56 
5.59 
5.55 
5.6 
5.62 
5.6 
5.72 
5.66 
5.65 
5.54 
5.4 
2.56 
0.188 
0.068 
0.042 
0.03 
0.024 
0.021 
0.017 
0.021 

V X 10 
d* p-n«ro 

anilina . ) 

0.354 

0.375 

0.292 

0.104 
0.104 
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TABELA D ^ - Dados referentes ò cromotografio de afinidade em coluna 

de Sepharose-aprotinina. (conlinuaçSo) 

Fração 280 

ei 
62 
es 
e4 
63 
66 
87 
86 
89 
90 
91 
92 
93 
94 
95 
96 
97 
98 
99 

100 
101 
102 
103 
104 
109 
106 
107 
108 
109 
110 
111 
112 
113 
114 
115 
116 
117 
118 
119 
120 

0.002 
0.012 
0.008 
0.007 
0.007 
0.006 
0.038 
0.042 
0.069 
0.073 
0.067 
0.052 
0.027 
0.016 
0.012 
0.012 
0.013 
0.014 
0.014 
0.Q14 
0.014 
0.014 
0.022 
0.033 
0.051 
0.074 
0.09 
0.098 
0.097 
0.072 
0.053 
0.037 
0.025 
0.021 
0.017 
0.014 
0.011 
0.011 
0.01 
0.009 

V X 10 

((Arnol d* p-nitro 
aniline . m1n~1 ) 

FroçSo 

0.208 

0.167 

0.275 

0.646 
0.896 
I.271 
2.104 
2.313 
5.417 
9.167 
16.25 
22.92 
29.58 
29.58 
31.25 
22.92 
13.54 
II.04 
6.458 
3.75 
2.917 
2.167 
1.542 
2.208 
1.646 
1.396 
1.292 

121 
122 
123 
124 
125 
126 
127 
128 
129 
130 
131 
132 
133 
134 
135 
136 
137 
138 
139 
140 
141 
142 
143 
144 
145 
146 
147 
148 
149 
150 

2B0 

0.008 
0.008 
0.006 
0.006 
0.007 
0.006 
0.006 
0.004 
0.004 
0.006 
0.004 
0.005 
0.004 
0.003 
0.004 
0.003 
0.003 
0.002 
0.001 
O 
O 
O 
O 
0.002 
0.004 
0.005 
0.004 
0.005 
0.005 
0.006 

V X 10 
(IJimol d* p-n1tro 
«nilina . min"' ) 

1.063 
0.708 

0.667 

0.354 

0.188 
0.188 

0.168 

0.168 
0.166 
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TABELA D 2 ~ Dodos referentes à cromotogroflo de afinidade em coluna 

de hldoxIlQpQtlto. 

0.013 
0.013 
0.013 
0.015 
0.015 
0.014 
0.028 
0.085 
0.018 
0.008 
0.008 
0.008 
0.01 
0.01 
0.009 
0.012 
0.006 
0.004 
0.003 
0.003 
0.002 
0.001 
0.001 
O 
O 
O 
O 
O 
O.CK)4 
0.004 
0.003 
0.003 
0.003 
0.003 
0.002 
0.003 
0.002 
0.002 
0.002 
0.003 

▼ 
([Jimol d* p-nitro 

. min~1 
X 10"^ ) 

FropSo 

0,019 

0.447 
1.837 
0.53 

0.076 

O 

41 
«42 

43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 
50 

51 
52 
53 
54 
55 
56 
57 
58 
59 
60 
61 
62 
63 
64 
65 
66 
67 
68 
69 
70 
71 
72 
73 
74 
75 
76 
77 
78 
79 
80 

0.002 
0.001 
0.002 
0.001 
0.001 
0.001 
0.001 
O 
0.002 
0.001 

O 
0.001 
0.001 
o 
0.001 
0.001 
0.001 
0.003 
0.005 
0.007 
0.009 
0.009 
0.007 
0.01 
0.007 
0.008 
0.007 
0.007 
0.007 
0.007 
0.007 
0.008 
0.007 
0.008 
0.008 
0.008 
0.008 
0.008 
0.009 
0.009 

((imol de p-nitro 

X 10-* ) 

0.023 

0.023 

0.046 

0.023 

0.023 

0.046 

2.085 
3,208 
1.054 
14,09 
4.698 

* Início do aplIcQçSo do gradiente. 
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TABELA D 2 - Dodos referentes é cromotogrofla de afinidade em coluna 

de hidroxilapatita. (continuação) 

Fraçfio 280 
(Hmol dí p-nitro 
anilina . mm"1 

X 10~^ ) 
ei 
62 
63 
64 
65 
86 
67 
66 
69 
90 
91 
92 
93 
94 
95 
96 
97 
96 
99 

100 
101 
102 
103 
104 
105 
106 
107 
106 
109 
110 
111 
112 
113 
114 
115 
116 
117 
118 
119 
120 

0.008 
0.008 
0.011 
0.008 
0.008 
0.006 
0.007 
0.008 
0.006 
0.008 
0.006 
0.006 
0.006 
0.006 
0.006 
0.006 
0.006 
0.005 
0.005 
0.005 
0.005 
0.005 
0.0011 
0.001 
O 
0.004 
0.004 
0.004 
0.004 
0.005 
0.03 
0.067 
0.015 
0.015 
0.041 
0.082 
0.111 
0.123 
0.12 
0.108 

Froçfio 

0.687 
5.042 
0.779 
2.223 
3.713 
1.306 
0.9396 
1.169 

0.1375 
0.596 
0.0668 
0.481 
0.917 
0.481 
0.504 

0.069 
0.16 
0.138 
0.163 
0.596 
0.965 
1.054 
0.648 

1.421 

3.117 
13.06 
22 
27.62 
28.65 
28.53 
28.19 

121 
122 
123 
124 
125 
126 
127 
128 
129 
130 
131 
132 
133 
134 
135 
136 
137 
138 
139 
140 
141 
142 
143 
144 
145 
146 
147 
148 
149 
150 
151 
152 
153 
154 
155 
156 

200 
(llmol d» p-nitro 
4n111n« . min"1 

X 10"^ ) 
0.096 
0.064 
0.069 
0.055 
0.043 
0.03 
0.023 
0.02 
0.017 
0.011 
0.009 
0.006 
0.006 
0.006 
0.003 
0.003 
0.004 
0.006 
0.001 
0.001 
0.001 
0.004 
0.001 
O 
0.002 
O 
0.002 
O 
0.001 
O 
O 
0.002 
0.003 
0.001 
O 
O 

25.9 
24.18 
21.08 
16.64 
14.21 
10.31 
8.25 
5.644 
3.621 
3.529 
2.2 

1.673 

0.848 

0.412 

0.163 

0.206 

0.046 

0.115 
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TABELA D3 - EstImoçSo do peso molecular aparente da 

callcreína urinôrla humana. 

Amostro PM log PM 

Pi 

P2 

P3 

P4 

P5 

CAL 

0,2143 

0,3810 

0,5714 

0,7976 

0,9286 

0,4048 

66.000 

45.000 

36.000 

29.000 

20.500 

47.000 

4,82 

4,65 

4,56 

4,46 

4,31 

4,69 
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i 

FIGURA D 4 - Diagrama esquemâtlco do concentrador. 
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