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RESUMO

RIGHI, Thamires, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, outubro de 2017. Teste de
toxicidade in vivo do emulsificante proteico Phap de Azotobacter sp. FA08 expresso
em sistema heterdlogo bacteriano para utilizacio em alimentos. Orientadora:
Monique Renon Eller. Coorientadores: Camilo Amaro de Carvalho, Leandro Licursi de
Oliveira, Gustavo Costa Bressan, Mariana Machado Neves e Rafael Locatelli Salgado.

A PhaP ¢ uma pequena molécula proteica com caracteristica anfifilica, localizada na
superficie de granulos de polihidroxialcanoatos (PHA) e a sua habilidade em interagir
com superficies hidrofobicas despertou interesse pela sua atividade como biosurfactante.
Durante experimentos de expressao heterdloga da proteina PhaP em Escherichia coli,
fora observado a “solubilizacao” atipica dos componentes celulares apds a lise pelo
processo de sonicagdo; entretanto, os métodos de ruptura de célula para liberacdo das
moléculas produzidas por E. coli recombinante levam a liberacao de grandes quantidades
de LPS. Dessa forma, os produtos provenientes dessa bactéria, precisam passar por
processos de purificagdo. Neste trabalho foi avaliado a toxicidade do biossurfactante PhaP
de Azotobacter sp. FAS8, expresso em E. coli, e trés diferentes metodologias de
purificacao, sendo, aquecimento (AQ), precipitagdo fracionada (S.A) e cromatografia de
afinidade (C.A) e, ao final, as proteinas foram liofilizadas, diluidas na quantidade de 50
mg/kg e utilizadas para o teste de toxicidade in vivo. Nao ocorreu a morte de nenhum
animal durante os 14 dias de tratamento diario, entretanto, a partir do 4° dia de tratamento
alguns animais apresentaram diarreia. Tanto a série vermelha (RBC, HGB e HCT) quanto
a série branca (WBC, LYM, MID e GRA) se mantiveram inalteradas em relagdao a
quantidade e morfologia nos diferentes tratamentos. Nao foi observada diferenca nos
niveis de creatinina, ureia e no perfil lipidico dos animais (colesterol total, triglicerideos,
HDL, VLDL e LDL). A quantidade de albumina foi maior no grupo C.A em relagdo ao
grupo S.A, a quantidade de ALT e AST foi maior em relacdo aos grupos C.A e S.A e
C.A, S.A e controle, respectivamente. Nao foram observadas diferengas na morfologia
nos orgaos dos animais tratados durante 14 dias consecutivos com a PhaP. Dessa forma
conclui-se que através da associagdao da andlises histologica, auséncia na alteracdo dos
valores do hemograma, da creatinina e da ureia que o biossurfactante PhaP, assim como
possiveis vestigios de LPS presentes na amostra, ndo foram capazes de alterar a estrutura
morfologica das células, o funcionamento dos 6rgdos associados ao metabolismo e
digestdo de substancias ingeridas pelo trato gastro-intestinal, nem provocaram

intoxicagao nos animais.
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ABSTRACT

RIGHI, Thamires, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, October, 2017. In vivo
toxicity test of the protein emulsifier Phap de Azotobacter sp. FA08 expressed in a
bacterial heterologic system for use in foods. Advisor: Monique Renon Eller. Advisors:
Camilo Amaro de Carvalho, Leandro Licursi de Oliveira, Gustavo Costa Bressan,
Mariana Machado Neves and Rafael Locatelli Salgado.

PhaP is a small amphiphilic protein molecule located on the surface of
polyhydroxyalkanoate (PHA) granules and its ability to interact with hydrophobic
surfaces has aroused interest in its activity as biosurfactants. During experiments of
heterologous expression of the PhaP protein in Escherichia coli, our research group
observed atypical "solubilization" of the cellular components after lysis by the sonication
process, however, the cell rupture methods for release of the molecules produced by E.
coli recombinant cells lead to the release of large amounts of LPS. In this way, the
products derived from this bacterium must undergo purification processes. The low
toxicity of Azotobacter sp. Biosurfactant PhaP was tested. (AQ), fractional precipitation
(SA) and affinity chromatography (CA), and, finally, the proteins were lyophilized,
diluted in the amount of 50 mg / kg and used for the in vivo toxicity test. No animals died
during the 14 days of daily treatment, however, from the 4th day of treatment, some
animals presented diarrhea. Both the red series (RBC, HGB and HCT) and the white
series (WBC, LYM, MID and GRA) remained unchanged in relation to the quantity and
morphology in the different treatments. No difference was observed in creatinine, urea
and lipid profile of the animals (total cholesterol, triglycerides, HDL, VLDL and LDL).
The amount of albumin was higher in group C.A compared to group S.A, the ALT and
AST was higher in groups C.A and S.A or C.A, S.A and control, respectively. No
difference was observed in the morphology of the organs of the animals treated for 14
consecutive days with PhaP. In this way, was concluded by associating histological
analysis, absence of changes in hemogram, creatinine and urea values, that the PhaP
biosurfactant, as well as possible traces of LPS present in the sample, were not able to
alter the morphological structure of the cells. functioning of the organs associated with
the metabolism and digestion of substances ingested by the gastro-intestinal tract and did

not provoke intoxication in the animals.



1. INTRODUCAO GERAL

Os biosurfactantes sdo moléculas anfipaticas produzidas principalmente por
microrganismos a partir de varios substratos incluindo agucares, 6leos, alcanos e
aminoacidos, e sdo considerados menos toxicos, renovaveis e apresentam maior
biodegradabilidade em relagdao aos demais surfactantes (WEI et al., 2011). Na industria
de alimentos, essas moléculas sao utilizadas na produ¢do de emulsdes como maionese,
chocolate, molhos para saladas, sorvetes, sopas, margarinas, manteigas, etc. Proteinas
podem atuar como surfactantes ou emulsificantes devido a sua capacidade de adsorver na
interface de fases imisciveis e reduzir a tensdo interfacial do sistema, levando a uma

menor instabilidade cinética das emulsdes (DAMODARAN, 2005).

A PhaP ¢ uma pequena molécula proteica anfifilica, localizada na superficie de
granulos de polihidroxialcanoatos (PHA). A habilidade da PhaP de interagir com
superficies hidrofobicas despertou interesse pela sua atividade como biosurfactantes
(WEI et al., 2011). Durante experimentos de expressdo heterdloga da proteina PhaP de
Azotobacter sp. FAO8 em Escherichia coli, observou-se a solubilizagdo atipica dos
componentes celulares dessa bactéria apds sua lise, o que levou a busca por propriedades
dessa proteina que explicassem esse fendmeno. Dessa forma, foi demonstrado o potencial
uso dessa molécula para a estabilizacdo de emulsdes e solubilizagdo de compostos

lipofilicos (SALGADO, 2015).

A expressao de biomoléculas em E. coli e sua recuperagdo via processos de
ruptura celular levam a contaminagao do sistema por lipopolissacarideos (LPS) presentes
na membrana dessa bactéria (LOPES; ELBINUMA; MAZZOLA, 2012). Dessa forma,
os produtos gerados a partir desses sistemas precisam passar por processos de purificacdo
para que sejam considerados seguros para uso no setor alimenticio. Entretanto, o
acréscimo de etapas de purificagdo aumenta o custo associado ao processo. Assim, para
viabiliza¢do da comercializa¢dao de proteinas expressas nesses sistemas faz-se necessario
estudos de metodologias de purificagdo de baixo custo e que gerem produtos que nao

representem riscos a satide do consumidor.

Esse trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade da PhaP de Azofobacter sp.
FAS8 expressa em Escherichia coli recuperada por diferentes metodologias de purificacao

para viabilizar o uso desse biossurfactante na industria de alimentos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Emulsoes

Uma emulsdo ¢ formada quando uma fase liquida estd completamente difusa em
outra, imiscivel aquela, na forma de goticulas (BECHER, 1965). A formagao de uma
emulsdo consiste na mistura sob agitagao constante das fases imisciveis, promovendo a

dispersdo das goticulas na fase continua (BOUYER et al., 2012) (Figura 1).

Figura 1. Ilustragdo de formagao de emulsdes através da dispersdo de goticulas em uma fase liquida imiscivel a ela.

As emulsdes podem ser simples ou multiplas; emulsdes simples sdo compostas
por duas fases, nas quais uma estd dispersa na outra, enquanto emulsdes multiplas sdo
constituidas por sistemas complexos envolvendo mais de duas fases (PEREIRA, 2015).
O exemplo mais simples desse tipo de emulsdo consiste no sistema 6leo em agua em 6leo

(O/W/O) (OLIVIERI et al., 2001).

A emulsificacdo de duas fases imisciveis na forma de goticulas dispersas leva a
um aumento da area interfacial entre as fases, ocasionando também em um aumento
significativo da energia livre do sistema (REDDY, 1980). Isso faz com que emulsdes
sejam, por definicdo, termodinamicamente instdveis, levando a separacdo de fases
(BOUYER et al., 2012). O processo de unido de duas ou mais parcelas de uma fase ¢

conhecido como coalescéncia.

A instabilidade cinética das emulsdes pode ser reduzida a partir da adi¢do de
substancias conhecidas como agentes emulsificantes, agentes de espessamento ou
surfactantes, antes da homogeneizacdo (REDDY, 1980). Na industria sdo utilizados
varios sistemas de emulsdes, as quais dependem da utilizagdo desses agentes.

Surfactantes possuem a capacidade de reduzir a tensao interfacial de uma solug¢ao aquosa



devido a sua composi¢ao quimica de natureza anfifilica (KACI et al., 2016). Essa redugao
permite a estabilizacdo da dispersdo de goticulas de uma fase em outra com polaridade

oposta, havendo assim a diminui¢do da instabilidade da emulsdo (DICKINSON, 1897).

A industria de alimentos ¢ considerada a maior consumidora de emulsificantes.
Exemplos de emulsdes simples 6leo/agua (O/A) sdo o leite, o iogurte, os cremes, 0s
molhos para saladas, a maionese, o sorvete e as sopas. Sistemas formados por gotas de
agua dispersas em uma fase 6leo, chamados emulsdes simples dgua/dleo (A/O), t€ém como

exemplos a margarina ¢ a manteiga (PEREIRA, 2015).

Os emulsificantes mais utilizados em alimentos sdo a lecitina, ésteres de acidos
graxos de origem animal ou vegetal e dlcoois polivalentes, como glicerol, propilenoglicol,
sorbitol e sacarose. Estes podem ser adicionalmente esterificados com acidos organicos,
como acido lactico, tartarico, succinico, citrico (SANTOS, 2008). A emulsificacao tem
um papel importante na formagdao da textura, bem como na dispersdao de fase e na

solubilizagdo de aromas (NITSCHKE; PASTORE, 2002).

2.2 Surfactantes

Os surfactantes (do acronimo “surface active agent”) sdo moléculas anfipaticas
que se acumulam na interface de duas fases imisciveis diminuindo a tensdo interfacial
entre elas, ou seja, diminuindo a energia livre da superficie por unidade de area (ROSEN,
1978). A eficacia de um surfactante ¢ determinada, em parte, pela sua capacidade de
diminuir a tensdo interfacial de um sistema. Eles possuem a capacidade de compor a
interface de estruturas agregadas, diminuindo a instabilidade cinética desses sistemas pela
alteracdo do comportamento interfacial (Figura. Estas propriedades fazem os surfactantes
serem adequados para uma ampla gama de aplica¢des industriais envolvendo detergéncia,
emulsificagdo, lubrificacdo, formacdo de espumas, solubilizagcdo e dispersdo de fases

(NITSCHKE; PASTORE, 2002).



@ Moléculade agua. * Forgas de atragdo \/\N\/\ Molécula de surfactante. Superficie hidrofobica.

Figura 2. (A) Representagdo esquematica de uma gota de agua em uma superficie hidrofobica. (B) Mesma superficie
contendo moléculas de surfactante (OLIVEIRA; DIAS, 2017).

Os surfactantes sdo geralmente caracterizados por propriedades como a
concentragdo micelar critica (CMC), o equilibrio lipofilico-hidrofilico (hydrophilic-
lipophilic balance, HLB), a estrutura quimica e de carga, bem como pela fonte de sua
obten¢io (BURGOS-MARMOL et al., 2016). A CMC ¢ definida como a concentragio
minima necessaria para iniciar a formacdo de micelas (BECHER, 1965). A tensdo
interfacial correlaciona-se com a concentragdo do composto ativo de superficie até que a
CMC seja atingida (ATWOOD, 1983). Surfactantes eficazes tém uma baixa concentragao
micelar critica, isto é, menos agente surfactante ¢ necessario para diminuir a tensdo

superficial (ATWOQOD, 1983).

Surfactantes quimicos s@o em sua maioria derivados de petroleo, ndo-renovaveis,
possuem toxicidade elevada e dificil decomposi¢ao natural (SCHMITT, 2001). Os
principais exemplos de agentes surfactantes quimicos amplamente utilizados na industria
incluem o dodecil sulfato de sdédio (SDS), Tween e Triton X- 100. Os impactos ambientais
e a alta toxicidade dessas moléculas tém levado a pesquisa e ao desenvolvimento de novos
surfactantes, especialmente para uso na area farmacéutica e biomédica (MA et al., 2013b),
de alimentos e cosméticos (KACI et al., 2016) e agricultura (SACHDEV; CAMEOTRA,
2013).

2.3 Biossurfactantes

Biossurfactantes sao moléculas produzidas por seres vivos, normalmente
microrganismos, que exibem propriedades surfactantes, isto ¢, diminuem a tensdo
interfacial. Eles geralmente consistem em subprodutos metabodlicos de bactérias, fungos,

leveduras e extratos de plantas (NITSCHKE; PASTORE, 2002).



Os biosurfactantes sao produzidos a partir de varios substratos incluindo agticares,
0leos, alcanos e aminoacidos; sdo considerados menos toxicos, renovaveis e apresentam
maior biodegradabilidade que os surfactantes quimicos (WEI et al, 2011). Os
biossurfactantes podem compreender moléculas de diferentes composi¢cdes quimicas
como glicolipidios, lipopeptidios e lipoproteinas, fosfolipidios e &cidos graxos
(SACHDEV; CAMEQOTRA, 2013). Grande parte dessas moléculas constitui compostos
anidnicos ou neutros. Estruturalmente, a maioria dos biossurfactantes possui a parte
hidrofobica da molécula baseada em acidos graxos de cadeia longa e a porcao hidrofilica
como um carboidrato, aminoacido, peptideo ciclico, fosfato, acido carboxilico ou alcool

(DALTIN, 2011).

Biossurfactantes sdo aplicados para a diminuir a instabilidade cinética de
emulsdes nas mais diversas dareas como, por exemplo, agricultura (SACHDEV;
CAMEOTRA, 2013), cosméticos (KACI et al., 2016), farmacéutica (BOUYER et al.,
2012), limpeza (NITSCHKE; PASTORE, 2002) e alimentos (KACI et al., 2016). Os
biossurfactantes podem ser utilizados em areas de saude humana e animal, como na
formulagdo de carreadores de substancias bioativas e antimicrobianas (MA et al., 2013b)
e na formulacdo de adjuvantes (MANSILLA et al., 2012), que estabilizam emulsdes
formadas durante a formulagdo de vacinas e podem promover maior eficiéncia na resposta
imunoldégica. Um dos biossurfactantes mais conhecidos € a surfactina. Ela pode ser
aplicada para a inibicdo da formagdo de codgulos; formagdo de canais i6nicos em
membranas; atividade antibacteriana e antiflingica; atividade antiviral e antitumoral

(SANTOS, 2012).

Algumas células microbianas, por apresentarem elevada hidrofobicidade
superficial, sdo consideradas biossurfactantes. Alguns exemplos sdo os microrganismos
degradadores de hidrocarbonetos, como algumas espécies de Cyanobacteria, e alguns
patogenos como Staphylococcus aureus e Serratia sp (KAPPELI; FINNERTY, 1979).
Bactérias do género Acinetobacter sp. produzem vesiculas extracelulares, possuindo
atividade surfactante com importante funcdo na captagdo de alcanos para a célula
(NITSCHKE; PASTORE, 2002). As vesiculas e células microbianas com atividade
surfactante sdo classificadas como biossurfactantes particulados (SACHDEV;

CAMEOTRA, 2013).



Os biossurfactantes sao utilizados como emulsionantes no processamento de
matérias-primas (NITSCHKE; PASTORE, 2002). Os mais utilizados sdo mono ou di-
glicéridos, ésteres de glicol, derivados de polioxi-etileno (triesterato de sorbinata,
polisorbatos) e os fosfolipideos, especialmente a lecitina, um fosfolipideo extraido
principalmente de ovo e soja (AZZAM et al., 2012; SONG et al., 2011). Na tabela 1 estao
descritos alguns biossurfactantes utilizados comercialmente e os microrganismos

produtores.

Quadro 1. Principais biossurfactantes utilizados comercialmente e microrganismos

produtores (adaptado de NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Tipo de biossurfactante Microrganismo
GLICOLIPIDEOS

Ramnolipideos Pseudomonas aeruginosa
Soforolipideos Torulopsis bombicola
Trealolipideos Rhodococcus erythropolis

LIPOPEPTIDEOS E LIPOPROTEINAS
Viscosina Pseudomonas fluorescens
Surfactina Bacillus subtilis

SURFACTANTES POLIMERICOS

Emulsan Acinetobacter calcoaceticus
Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus
Liposa Candida lipolytica

A industria de alimentos obteve sucesso com o uso de polissacarideos e proteinas
como emulsificantes/estabilizantes na formula¢cdo de emulsdes (BOUYER et al., 2012).
Os surfactantes proteicos usualmente empregados na indulstria sdo geralmente utilizados
para preparar emulsdes em concentragdes variando entre 1,0 a 3,0% (m/m) (10 a 30
mg.mL") (DAMODARAN, 2005). Exemplos de proteinas usadas comercialmente para a
estabilizacdo de emulsdes sdo a caseina (caseinato de sodio) (HUCK-IRIART, 2011),
proteinas extraidas de trigo (SCHMALENBERG, 2010) e proteinas globulares do soro
do leite, como beta-lactoglobulina, alfa-lactalbumina e a soroalbumina (KOTSMAR,

2008; TCHOLAKOVA, 2006).



2.4 Fasinas

As fasinas (phasins - PF05597) compreendem uma familia de proteinas
normalmente associadas a granulos de poli-3-hidroxibutirato (PHB), um dos polimeros

mais bem conhecidos da classe dos poli-hidroxialcanoatos (PHAs) (MATSUMOTO et

al., 2002) (Figura 3).
H\..\ /:\)-L\
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Figura 3. Estrutura molecular geral de um poli-3-hidroxibutirato

PHAs sdo polimeros biodegradaveis produzidos naturalmente por muitos géneros
de bactérias (VEGA-CASTRO et al., 2016). Sao corpos de inclusdo intracelulares
utilizados como reservas de energia em resposta aos meios com excesso de carbono e
quantidades limitadas de nitrogénio, oxigénio e fésforo (VEGA-CASTRO et al., 2016).
Os PHAs se acumulam na célula na forma de granulos e sdo alvos de pesquisas
principalmente pelo seu potencial de formacdo de polimeros biodegradaveis, em

substitui¢do aos plasticos sintéticos (CENTENO-LEIJA et al., 2014; URTUVIA, 2014).

Na célula bacteriana, os PHAs interagem com diversas proteinas, dentre elas as
fasinas, as quais sdo responsaveis pela sua sintese e estabilizacdo. Entre as proteinas que
integram a familia das fasinas com funcao de sintetizar PHA em bactérias estdo PhaP1,
PhaP2, PhaP3, PhaP4, PhaP5, PhaP6 e PhaP7 de Ralstonia eutropha (PFEIFFER;
JENDROSSEK, 2012; POTTER et al., 2004; WIECZOREK et al., 1995), PhaP de
Bacillus megaterium (MCCOOL; CANNON, 1999), PhaF e Phal de Pseudomonas putida
(GALAN et al., 2011), PhbP de Azotobacter vinelandii (PERALTA-GIL et al., 2002).

Além de seu papel estrutural como parte da cobertura de granulos de PHA,
diferentes funcdes t€m sido associadas as fasinas, como atividades reguladora (PhaF de
Pseudomonas putida) (GALAN et al., 2011) e repressora (PhaR). PhaR ¢ a proteina
responsavel pela regulacao da sintese de PHA e possui propriedades anfifilicas, com

potencial biossurfactante e como agente bactericida. Em estudos feitos por Hong-Kun
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Ma, em 2013, PhaR apresentou boa compatibilidade aos substratos oleosos e provavel
compatibilidade com pele e corpo humano (MA et al., 2013a). PhaP1 produzida por
Ralstonia eutropha H16 apresenta capacidade de se ligar a superficie de inclusdes
lipidicas (HANISCH; WALTERMANN; ROBENEK, 2006), enquanto PhaP produzida
por Aeromonas hydrophila 4AK4 possui atividade biossurfactante e emulsificante (WEI

etal., 2011).

2.5 PhaP

A PhaP ¢ uma pequena molécula proteica com caracteristica anfifilica, localizada
na superficie de granulos de PHA, constituindo a interface entre as regides hidrofobica
dos granulos e hidrofilica do citoplasma, sendo aproximadamente 5% (m/m) do total de

proteinas da célula (CAl et al., 2012).

A habilidade da PhaP em se ligar a superficie hidrofébica foi usada para
desenvolver métodos de purificagdo de proteinas recombinantes (WANG et al., 2008),
veiculo de drogas, engenharia de tecidos (WANG et al., 2010) e biosurfactantes (WEI et
al., 2011). A PhaP produzida por Aeromonas hydrophyla 4AK4 ja foi usada para
emulsificar 6leos de soja, lubrificante e diesel (WEI et al., 2011). Os resultados, quando
comparados com surfactantes convencionais como dodecil-sulfato de sédio (SDS),
Tween 20, BSA e detergente liquido, comprovaram seu potencial de aplicagao (WEI et

al., 2011).

Durante experimentos de expressao heterdloga da proteina PhaP em E. coli, nosso
grupo de pesquisa observou a solubilizacdo atipica dos componentes celulares apos a lise
pelo processo de sonicagdo, o que levou a busca por propriedades dessa proteina que
explicassem esse fendmeno. Dessa forma, uma aplicagdo inédita para esta proteina foi
descoberta. Esse trabalho originou uma carta pedido de patente no Brasil para o uso de
uma proteina associada a granulos de polihidroxialcanoato (PhaP) de Azotobacter sp.
FAS8, da familia Phasin 2 (PF09361), em sua sequéncia de ocorréncia natural como

biossurfactante na obtengao ¢ estabilizagdo de emulsées (SALGADO et al., 2015).

Como vantagens da aplicacao proposta podem ser citadas, além daquelas inerentes
ao uso de biossurfactantes (menor toxicidade, biodegradabilidade e produgdo a partir de

fontes renovaveis), a sua estabilidade estrutural e térmica, a possibilidade de produgao
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em sistemas microbidticos (como bactérias, leveduras, entre outros) em meios
fermentativos simples, de baixo custo e de alto rendimento, além de esta proteina ter se
mostrado mais eficiente na reducdo da tensdo superficial em relagdo a outros surfactantes
proteicos ja descritos, como por exemplo, um concentrado proteico de proteinas
globulares do leite (SALGADO, 2015). Essas caracteristicas tornam a PhaP uma
excelente alternativa para uso em industrias devido a possibilidade de utilizagdo em
sistemas escalonados, além de sua resisténcia a uma ampla faixa de condi¢des de

armazenamento € processamento.

2.6 Escherichia coli como sistema de expressiao de proteinas recombinantes

Uma das principais fontes produtoras de biossurfactantes proteicos utilizadas
atualmente na industria sdo os microrganismos como leveduras, fungos e bactérias
(ZIMMER et al, 2009). Estes sao considerados fontes atrativas ¢ de baixo custo na
producdo de metabolitos a partir do uso de fontes renovaveis (PASTORE, 2005), por
apresentarem grande capacidade adaptativa e por poderem ser cultivados em grandes

quantidades, em tempo relativamente curto (ZIMMER et al., 2009).

Dentre os microrganismos utilizados na produc¢do de biomoléculas, diversas
bactérias e fungos sdo produtores de toxinas (CRUZ-MACHADO, 2010). As toxinas
produzidas por bactérias podem ser classificadas em exotoxinas (proteinas produzidas
dentro da célula como parte de seu metabolismo e secretadas posteriormente) e
endotoxinas, que constituem a parte externa da parede celular de bactérias gram-
negativas, como por exemplo E. coli. As principais endotoxinas sdo as lipoproteinas, os
fosfolipideos e lipopolissacarideos (LPS), que sdo liberados quando as bactérias morrem

ou sofrem lise celular (TORTORA, 2012).

A bactéria E. coli, apesar de ser gram-negativa, ¢ um dos hospedeiros mais
utilizados para expressao de proteinas recombinantes (BANEY X, 1999) devido ao amplo
conhecimento sobre sua estrutura e metabolismo e a facilidade de manipulagdao genética
(JEONG; KIM; LEE, 2015; PROMEGA, 2013). Ela possui capacidade de se multiplicar
rapidamente e em altas concentracdes celulares, mesmo em substratos de baixo custo, e

além disso, a maioria dos vetores e cepas mutantes disponiveis no mercado atualmente



sao confeccionados para a producdo de proteinas recombinantes neste sistema

(BANEYX, 1999).

Essa espécie ¢ amplamente utilizada na industria para expressdo de produtos
heter6logos. Em estudos recentes, dois grupos de pesquisa diferentes utilizaram a E. coli
para expressao heterdloga de hormonios humanos como glucagon (XU et al., 2017) e
horménio de crescimento (BENNETT et al., 2017). Essa bactéria também foi utilizada na
produgdo de bioetanol a partir de fontes renovaveis como casca de arroz (TABATA et al.,

2017) e na produgao de biopolimeros (ALMEIDA et al., 2011).

Atualmente estdo disponiveis comercialmente diferentes cepas de E. coli com
alteragdes genéticas proprias para cada tipo de expressao (LARENTIS; ARGONDIZZO,
2011). A cepa E. coli BL21(DE3) (EINSFELDT, 2014), derivada de BL21, permite a
inducdo pela adigdo de IPTG ou lactose, além de possuir delecdes nos genes de duas
importantes proteases para evitar a degradacdo da proteina recombinante (JEONG; KIM;

LEE, 2015).

Na produgdo de biomoléculas a partir de E. coli, quando € necessario o uso de
processos de ruptura celular para recuperagcdo da molécula de interesse, ocorre a liberagao
de LPS (LOPES; ELBINUMA; MAZZOLA, 2012). Os produtos provenientes desse
processo, como a proteina surfactante citada neste estudo, precisam passar por processos

de purificacdo para serem utilizados em alimentos.

i. Lipopolissacarideos (LPS)

Os lipopolissacarideos sdo formados por trés regides estruturalmente distintas:
lipideo-A, o nucleo oligossacaridico e a regido externa ou O-antigeno (ALMEIDA et al.,
2016; SUTHERLAND, 1985). O lipideo-A ¢ a porg¢ao lipofilica do LPS responsavel por
ancorar a estrutura a membrana externa da bactéria, além de ser a regido mais conservada
entre as classes de bactérias (POKORNI et al., 1973), e apresenta atividade citotoxica em

células animais (WANG; QUINN, 2010).

Em condig¢des de exposi¢do a LPS, mesmo em concentragdes muito baixas (<1,0
unidade endotoxicas (UE) por mL), ocorre uma resposta inflamatéria sistémica

(ANSPACH, 2001; OGIKUBO et al., 2004). O termo UE descreve a atividade bioldgica
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de uma endotoxina, como por exemplo, 120 pg de endotoxina proveniente de E. coli
O111:B4 tem atividade de 1,0 UE (DANESHIAN et al., 2006). O LPS ativa as células B
e induz macréfagos, células dendriticas e outra células a liberarem interleucina-1,
interleucina-6 e fator de necrose tumoral, causando varios efeitos tais como: febre,
vasodilatacdo, diarreia, coagulagdo sanguinea, deficiéncia de fungdes hepaticas e sistema
endocrino, calafrios, podendo levar a morte (MELNICK; ADELBERG, 2014). Dessa
forma, os LPS devem ser completamente removidos de amostras utilizadas para consumo
humano, o que ¢ feito por meio de processos de purificacdo ou inativagdo da endotoxina

(TAKAGI, 2003).

O lipideo A tem um maior carater apolar, embora possua grupos fosfatos. Ja o core ¢
a regido mais carregada do LPS e possui ndo apenas agucares fosforilados, mas também
carboxilados. Desta maneira, a superficie da membrana de LPS ¢é negativa e a interagdo com

os cations necessaria para neutralizar a carga da membrana.

2.7 Métodos de purificacdo de proteinas

Uma preparacdo pura ¢ essencial para a determinacdo das propriedades e
atividades de uma proteina. Como as células contém diferentes tipos de proteinas, alguns
métodos cldssicos para separacao de proteinas se aproveitam das propriedades que variam
de uma para a outra, incluindo tamanho, carga e ligagdes. Exemplos de métodos de
purificacao sdo coacervacao (CAPITANI, 2005), ultrafiltracao e precipitacdo fracionada
por agentes precipitantes (CARREIRA, 2003), centrifugacdo, aquecimento e dialise
(NELSON, D. L., COX, 2014) e métodos cromatograficos (ANKLESARIA et al., 2016).
Dentre esses, destaca-se a purificagdo por aquecimento, precipitacdo fracionada
utilizando o sal sulfato de amonio e as cromatografias, dentre elas, a cromatografia de

afinidade.

2.7.1 Aquecimento

O aquecimento ¢ um método simples, pratico e de baixo custo que leva a lise
bacteriana e pode, concomitantemente, promover a recuperacao das proteinas de interesse

em um alto grau de pureza. Quando submetidas a altas temperaturas, ocorre a precipitagao
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seletiva de proteinas contaminantes (NELSON; COX, 2014). A proteina surfactante
PhaP de Azotobacter sp. FAO8 possui alta estabilidade térmica, mesmo quando submetida
a temperaturas de mais de 90°C (SALGADO, 2015). Dessa forma, as proteinas de
interesse sdo recuperadas na fragdo soluvel e possuem a vantagem de se manterem
estaveis por mais tempo em solucdo, uma vez que o processamento térmico elimina
microrganismos contaminantes da solucdo e inativa enzimas proteoliticas, os quais
poderiam ser responsaveis pela degradacdo da amostra durante o seu armazenamento

(SALGADO, 2015).

2.7.2 Precipitacao fracionada por sulfato de aménio

Etapas iniciais de fracionamento em uma purificagdo utilizam diferencas na
solubilidade de proteinas, funcdo complexa do pH, temperatura, concentracao de sais ¢
outros fatores (NELSON; COX, 2014). A solubilidade de proteinas ¢ reduzida em
presenga de alguns sais, dessa forma, a proteina de interesse pode ser recuperada e
purificada por meio da adi¢do de sais a solucdo que a contém (CARREIRA, 2003). A
quantidade de sal a ser adicionada para promover a precipitacdo varia de acordo com
parametros como a temperatura da solucdo e o tipo de sal. A precipitagdo da proteina de
interesse ocorre em um processo conhecido por “salting out” e o sulfato de amodnio
((NH4)2S0O4) ¢ um dos sais mais utilizados para precipitar proteinas devido a sua alta

solubilidade, baixo custo, baixa toxicidade e praticidade (PRESTES; ADAIME, 2011).

2.7.3 Purificacio por cromatografia de afinidade

Os métodos mais eficazes para fracionar e obter solugdes altamente puras de
proteinas utilizam a cromatografia em coluna, que se baseia na utilizagao das diferencas
na carga, estrutura ou afinidade de ligagdo (GOYON et al., 2017). Entretanto, métodos
cromatograficos sdo trabalhosos, apresentam alto custo, € sdo muito sensiveis;
usualmente sdo detectados problemas como obstru¢do no injetor, devido ao excesso de
sal ou impurezas na amostra e sobrepressdo na coluna, devido ao aumento do fluxo

(GOYON et al., 2017).
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A cromatografia de afinidade baseia-se na afinidade de ligacdo da matriz da
coluna a molécula de interesse e, qualquer proteina com afinidade para esse ligante, se
adere a coluna e sua migragdo através da matriz é retardada. A remog¢ao da proteina de
interesse aderida pode ser realizada com variagdo de pH do meio e adi¢ao de elevadas
concentracdes de competidores da ligagdo (ANKLESARIA et al., 2016). A proteina
surfactante citada neste estudo possui uma cauda contendo seis residuos do aminoécido
histidina e pode ser purificadas por cromatografia de afinidade em coluna contendo ions

de niquel (Ni*") imobilizados (SALGADO, 2015).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a toxicidade da PhaP de Azotobacter sp. FA8 expressa em
Escherichia coli recuperada por diferentes metodologias de purificagdo para viabilizar o

uso desse biossurfactante na induastria de alimentos.

3.2 Objetivo especifico

- Verificar rendimento/grau de pureza da PhaP nos processos de purificagdo
para o uso em alimentos;

-Avaliar marcadores bioquimicos e hematologicos de ratos Wistar
alimentados com concentracao sub- aguda da PhaP;

- Verificar se a ingestdo da PhaP causa dano hepatico, renal, intestinal e

estomacal em ratos Wistar.

4. METODOLOGIA

A sequéncia que codifica a PhaP de Azotobacter sp. FA8 foi selecionada e
otimizada visando o aumento da sua expressdo em E. coli e diferentes protocolos de

recuperagdo/purificagdo, anteriormente padronizados (SALGADO, 2015), foram
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utilizados. Dessa forma, este trabalho consistiu de duas etapas: na primeira, a PhaP foi
produzida e recuperada/purificada por trés técnicas distintas: aquecimento, precipitacao
fracionada e cromatografia de afinidade (Figura 4). As fracdes de proteinas obtidas nos
processos de purificagdao foram avaliadas quanto ao teor de proteina total através o método
de absor¢dao no ultra-violeta (DEUTSCHER, 1996; ZAIA; LICHTIG, 1998) e por
eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida a 15% (LAEMMLI, 1970), e em
seguida, foram liofilizadas no Laboratério de Nutrigdo Animal, no Departamento de
Zootecnia da Universidade de Vicosa (UFV). Na segunda etapa, o liofilizado proteico foi
solubilizado em agua (pH 8) na quantidade de 50 mg de proteina/kg de animal e utilizado

para o teste de toxicidade in vivo em ratos Wistar.

4.1 Obtencao do liofilizado proteico contendo a PhaP

4.1.1 Producao/ Expressao da PhaP

A proteina PhaP foi expressa de forma heterdloga em E. coli, linhagem BL21-
(DE3) -RIL Codonplus® (Stratagene - Canada). A introdu¢do dos plasmideos ocorreu
por transformacdo por meio de choque térmico. Para isso foram adicionados 2% de
solugdo aquosa contendo 0,25 % (m/v) da solucio de DNA plasmidial nas células
competentes de E. coli BL21. A mistura foi incubada por 30 min no gelo, seguido por 1

min e 30 seg a 42 °C e novamente em gelo por 2 min.

As células transformantes foram selecionadas em meio LB liquido contendo 100
UM do antibidtico ampicilina (50 mg/L) e mantidas em Erlenmeyer sob agitagao (180
rpm) por um periodo de 18 h a 37 °C. Apds esse periodo, 20 mL do material foram
utilizados para inocular 1000 mL de meio LB contendo 100 uM de ampicilina (50 mg/L)

em um frasco com capacidade para 2000 mL.

O meio inoculado foi mantido sob agitacao (180 rpm) a 37 °C por um periodo de
aproximadamente 3 h, até que fosse atingida a Densidade Otica, a 600 nm (DOgoo), de
0,8. Para a inducdo da expressao da proteina, foi utilizado o indutor isopropil beta-D-1-
tiogalactopiranosideo (IPTG) suficiente para a concentracao final de 0,25 mM, com

posterior incubagdo durante 16 h a 37 °C. As células foram coletadas por centrifugacao a
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8.000 x g por 5 min e o precipitado foi coletado, ressuspendido em 4 mL de tampao
fosfato (10 mM de tampao fosfato pH 7,8 e 50 mM NaCl)/ 100 mL de indugdo e a proteina
foi recuperada/purificada por i) aquecimento; ii) lise por sonicacdo e precipitacdo

fracionada; ou iii) lise por sonicagdo e cromatografia de afinidade (Figura 4).

Produgio da

Proteina PhaP
|
l ]
Lise e purificagdo Lise por
por Aquecimento Sonicacao
Purificagéo por Purificagdo por
precipitagdo Cromatografia de
fracionada afinidade

Figura 4. Métodos de lise celular e purificagdes utilizadas para obtencao da proteina PhaP.

4.1.2 Recuperacio e purificacido da proteina PhaP
() Lise e purificacio por aquecimento

As células ressuspendidas foram aquecidas a 70 °C por 30 min e centrifugadas
por 20 min a 8.000 x g para separagdo das fracdes soluvel e insolivel (corpo de inclusdo).
A maior parte da proteina de interesse permaneceu na fragao soluvel, a qual foi liofilizada

e utilizada para o teste de toxicidade.
(i) Lise por sonicacio e purificacdo por precipitacio fracionada

As células ressuspendidas em tampao de lise foram rompidas para liberagdo da
proteina de interesse. A lise celular ocorreu por sonicagdo (Misonix S-4000 - QSONICA)
por 2 min a uma poténcia de 200 W. Em seguida, a solu¢do foi centrifugada por 30 min
a 8.000 x g para separar as fracdes soluvel e insoluvel (corpo de inclusdo). A maior parte
da proteina permaneceu na fra¢do soluvel, a qual foi utilizada para purificagdo por

precipitacao fracionada utilizando o sal sulfato de amonio (S.A).

A precipitacdo utilizando o SA foi realizada com a adi¢do de 40% de saturagdo

desse sal. A amostra foi mantida por 20 min no gelo e centrifugada a 8.000 x g por 10
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min. O precipitado foi recuperado, ressuspendido no mesmo tampao de lise e dialisado
por 24 h contra a 4gua (pH 7,8). A solugdo resultante foi liofilizada e utilizada no teste de

toxicidade.
(iii)  Lise por sonicacio e purificacdo por cromatografia de afinidade

As células foram rompidas para liberagao da proteina de interesse por sonicagao,

como descrito anteriormente.

A PhaP recombinante foi purificada a partir da fragao soluvel por cromatografia
de afinidade utilizando a coluna HisTrap FF crude 5 mL (GE, Suécia) utilizando o
cromatdgrafo AKTA purifier 10 (GE, Suécia). Em 120 mL do sobrenadante contendo a
proteina adicionou-se Imidazol até a concentra¢dao de 10 mM a fim de diminuir a intera¢ao
de proteinas contaminantes com a resina de Ni*". Em seguida, o sobrenadante foi injetado
na coluna e o volume ndo ligado foi mantido a um fluxo de 3,5 mL/min, mantendo a

pressao do sistema abaixo de 0,25 MPa.

Apbs a passagem de todo o volume ndo ligado, foi injetado na coluna, a um fluxo
de 4,5 mL/min, um volume de tampado A (fosfato 10 mM pH 7,8; 50 mM de NaCl e¢ 10
mM de imidazol) até que ndo se observasse mais alteracdo na medida da absorbancia a
280 nm. A elui¢do da proteina de interesse ocorreu com tampao B (fosfato 10 mM pH
7,8; 50 mM de NaCl e 250 mM de imidazol). A fra¢do contendo a proteina purificada foi

dialisada contra agua por 24 h, liofilizada e utilizada no teste de toxicidade.

4.2 Avaliacio da toxidade da proteina PhaP

A pesquisa recebeu a aprovagdo da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal de Vigosa (UFV), processo nimero 87/2016 (ANEXO 1). Todos
os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com os principios éticos da
experimentacdo animal, elaborados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal

(COBEA).

16



4.2.1 Delineamento experimental

Foram utilizados 24 ratas da linhagem Wistar, com aproximadamente 90 dias de
idade, provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Biologicas e da Satde da
UFV. O delineamento experimental foi baseado no “Guia para a condugdo de estudos nao
clinicos de toxicologia”, secdo de estudos de toxicidade de doses repetidas da ANVISA
(ANVISA, 2013), com algumas modifica¢des. Os animais permaneceram durante toda a
fase experimental no biotério do Departamento de Biologia Geral da UFV, em um
ambiente com a temperatura média e o ciclo claro-escuro controlados. Receberam agua e
racdo “ad libitum” sob livre demanda. A 4gua e alimentagdo eram repostos em dias

alternados, assim como a limpeza das gaiolas.

A administragdo da proteina para os animais foi realizada pelo método da gavagem,;
para isso, os animais eram suspensos/contidos pela base da cauda e, apos realizada a
gavagem, eram prontamente colocados em uma superficie de apoio para evitar o
desconforto dos mesmos. Os animais permaneceram alojados em gaiolas (dimensao: 18

cm x 34 cm x 41 cm), separados de acordo com os tratamentos (Quadro 1).

Quadro 1. Grupos experimentais na administragdo repetida de uma mesma dose de PhaP

Grupo (n=6) Conteuido administrado do | Processo de recuperacio da
liofilizado proteico proteina

Controle (CTR) | Agua (2 mL/ kg de animal) -

S.A 50 mg de proteina’kg de | Sulfato de amonio
animal

C.A 50 mg de proteina’kg de | Cromatografia de afinidade
animal

AQ 50 mg de proteina’kg de | Aquecimento
animal

Anteriormente ao inicio da administra¢ao da proteina aos animais, foi realizada a
sua adaptacao por cinco dias (Figura 5). O experimento foi realizado durante 14 dias, com
administracdes didrias de 50 mg de proteina/kg de animal, sendo respeitado o limite do

volume gastrico de 2 mL/kg de animal, levando a ingestdo diaria de aproximadamente 15
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mg de proteina/0,6 mL de agua. Durante este periodo, a ocorréncia de alteracdes
comportamentais ou metabolicas (Quadro 2) foi documentada conforme a codificagdo:
diarreia (X), diarreia e prostracdo (XX) ou diarreia, prostragdo e pelos ericados (XXX).
Os animais foram pesados a cada dois dias durante todo o experimento. No 20° dia foi
realizada a eutanasia de todos os animais utilizando a quetamina (10% m/v) e xilazina
(2% m/v) associadas, seguido da exanguinag¢do pela retirada total do sangue por puncao

cardiaca.

Dia 5 Dia 19
Dia 0 Inicio da administracao da PhaP Fim da administracao da PhaP
| | [
) I L
Eutanasia/ Coleta de
Y Y sangue e 0rgaos para
analises
Adaptagdo Tratamento dose diaria (14 dias)
dos animais ]

Dosagem diaria de PhaP por 14 dias na concentracao de 50 mg de
proteina/kg de animal

kS

Observagao das ocorréncia de alterages comportamentais ou metabolicas: diarreia
(X). diarreia e prostracdo (XX) ou diarreia. prostracao e pelos ericados (XXX).

Figura 5. Esquema demonstrando os passos do experimento para avaliagdo de toxicidade da PhaP em ratas Wistar

O sangue coletado ao final da administragdo da PhaP foi utilizado para analises
hematologicas e bioquimicas. O intestino, rim, estomago e figado de cada animal foram

utilizados para analises histologicas.

4.2.2 Analise sanguinea: hemograma e bioquimica

A coleta do sangue foi realizada ao final do experimento por puncdo cardiaca,
utilizando-se agulhas, seringas e tubos de ensaio. O sangue foi acondicionado em tubos
com anticoagulante HB (Laborlab®) para determinacdo dos pardmetros hematoldgicos e
bioquimicos. Os valores para eritrocitos (RBC), leucécitos (WBC), hemoglobina (HGB)

e hematodcrito (HCT) foram determinados imediatamente apos a coleta por meio de um
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analisador automatico de células hematologicas Human Count (Human do Brasil

LTDA®), no Nucleo de Biofarmacos da UFV.

Para anélise bioquimica, o material foi centrifugado a 1.183 x g durante 10 min. Os
teores de uréia, creatinina, aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase
(ALT), albumina, colesterol total e fracdes e triglicerideos foram quantificados utilizando

HumaStar 300 (Human do Brasil LTDA®) com sistemas comerciais da Labtest®.

Os resultados das andlises foram expressos como média + desvio padrao da média
(Anexo 2). Foram submetidos a anélise de variancia one-way (ANOVA) seguidos do pos-
teste (Tukey) para multiplas comparagdes. A significancia estatistica foi considerada com
p<0.05. As andlises foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 5.01

(GraphPad Software, Inc. San Diego, CA, USA).

4.2.3 Analise histologica qualitativa

As laminas de rins e intestino coletados foram preparadas pelo Laboratério de
Histologia da Faculdade Univigosa. Os 6rgaos foram fixados em solucao a 10% (v/v) de
formol por 24 h para paralisar o metabolismo celular e preservar as estruturas do tecido.
Apos esse periodo, o material foi submetido as técnicas histologicas, desde a desidratacao
na série crescente de alcoois 70, 80, 90 e 100% (v/v), até a inclusdo em parafina

histoldgica purificada (ponto de fusdo entre 56 e 60 °C).

Os blocos foram seccionados em micrétomo de rotagdo manual (Americal Optical
Company®), com espessura de 5 um e os cortes teciduais corados pelas técnicas de

Hematoxilina-Eosina (HE) (FILHO, 1981).

A leitura histologica das laminas foi realizada no Laboratorio de Biologia
Estrutural do Departamento de Medicina e Enfermagem/UFV, em microscopio de luz BX
41 (Olympus, Téquio, Japao®), utilizando objetiva de 10X e 40X (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008). Foi documentada, quando observada, a presenga de infiltrado

inflamatoério, vacuolizagdo, fibrose, degeneragdo ou retracao e necrose.

5. RESULTADOS
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5.1 Obtencao da proteina PhaP

A expressdo da proteina gerou rendimentos de aproximadamente 74 mg de
proteina/L. de meio induzido. Apds as purificagdes por precipitacdo fracionada,
cromatografia de afinidade e aquecimento, as concentragdes finais, obtidas por meio da
afericdo da massa do liofilizado proteico, foram de 19.,4; 7,2 ¢ 59,9 mg de proteina/mL,
respectivamente. A pureza da proteina foi avaliada pelo perfil de proteinas observado no
gel de SDS-PAGE, no qual foi aplicado um volume de 5 uLL das amostras obtidas pelas
trés metodologias de purificacdo (Figura 6). A proteina estava diluida em agua na

concentracgdo utilizada no teste de toxicidade in vivo (50 mg de proteina/kg de animal).

Figura 6. Gel de eletroforese desnaturante das fragdes contendo a proteina PhaP (21,7 kDa) obtidas pelos diferentes
processos de purificagao.

O precipitado obtido a partir do S.A continha um grande nimero de proteinas
contaminantes, mais concentrados que no aquecimento e a banda relativa a PhaP teve,
portanto, menor concentragdo relativa frente as bandas observadas nas demais
metodologias. A cromatografia de afinidade, além de apresentar a maior banda de
expressdo da proteina, foi eficiente em recuperd-la com grande pureza, sendo que
praticamente toda massa do recuperado proteico era composta pela PhaP. O perfil das
proteinas recuperadas por aquecimento, embora tenha apresentado a banda de expressao
da PhaP bem evidente, também apresentou bandas de proteinas contaminantes, indicando
que grande quantidade de massa de liofilizado recuperada por essa metodologia era

composto também por outras proteinas.
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5.2 Teste toxicoldgico

Todos os animais que receberam diariamente a proteina PhaP sobreviveram aos
14 dias de administragdo desse biossurfactante em doses subagudas. Entretanto, a partir
do 4° dia de tratamento alguns animais dos trés grupos tratados apresentaram diarreia e,
ao longo do tratamento, esses sinais se intensificaram, tornando-se constantes nos animais
dos grupo S.A e AQ; apenas um animal do grupo AQ apresentou prostracao e pelos

ericados, sintomas iniciados a partir do 7° dia de administragao da PhaP (Quadro 2).

Quadro 2. Ocorréncia de alteragdes comportamentais ou metabdlicas: diarreia (X), diarreia e prostragdo (XX) ou
diarreia, prostragdo e pelos ericados (XXX)

Anamnese
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1 | | o X s KX HX 20X 0 00K
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A média da diferenca entre o peso final (Pr) e peso inicial (P;) dos animais dos

tratamentos AQ e C.A foi significativamente menor que o grupo CTR (Figura 7).
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Figura 7. Média da diferenga entre os pesos final e inicial dos animais alimentados com o biossurfactante PhaP.
An (Pr-P;) representa média da diferenga entre os valores finais e iniciais dos pesos de cada animal usado no experimento. O (*) nos
grupos C.A e AQ indica diferenca em relagdo ao grupo CTR (ANOVA seguida de Teste de Tukey). CTR = grupo controle; AQ =
aquecimento; S.A = Sulfato de amonio; C.A = cromatografia de afinidade.

5.2.1 Parametros hematolégicos e bioquimicos

Tanto a série branca quanto a série vermelha se mantiveram inalteradas em relacao

a quantidade e morfologia nos diferentes tratamentos (Quadro 3 e Anexo 2). Também nao

foi observada diferenca nos niveis de creatinina, ureia e no perfil lipidico (colesterol total,

triglicerideos, HDL, VLDL e LDL) dos animais (Quadro 4 ¢ Anexo 2).

Quadro 3. Hemograma completo dos animais alimentados com a proteina PhaP durante 14 dias.

Parametro | CTR S.A. C.A. AQ.
WBC 9,4+26 8,1+£52 12,0+3.3 10,8 +2,5
LYM 72+1,8 6,2+43 92+27 84+1,9
MID 0,5+0,6 0,3+0,3 0,4+0,2 0,4+0,2
GRA 1,8+£0,3 1,5+1,0 2,4+£0,7 2,1+0,7
RBC 8,1 +0,6 7,0+3,0 9,1+04 9,0+ 0,4
HGB 15,8+ 0,6 12,9+0,6 16,6 £ 0,5 16,4+ 0,8
HCT 484 +34 41,0+ 17,6 53,0+2.2 53,1+2,4
MCV 60,2+22 58,5+2,6 583 +1,8 59,3+2,7
MCH 19,6 £ 1,0 18,0+1,7 18,3+0,5 182+1,0
MCHC 32,6+ 1,6 30,7 +2,8 31,3+0,5 329+0,5
RDW 16,3+ 0,7 154+0,3 15,6 0,8 16,0+ 0,8

Nao foram observadas diferencas significativas nos pardmetros do hemograma (ANOV A seguida de Teste de Tukey).
CTR = grupo controle; AQ = aquecimento; S.A = Sulfato de amodnio; C.A = cromatografia de afinidade.

Quadro 4. Parametros bioquimicos analisados no soro dos animais alimentados com PhaP durante 14 dias.

Parametro CTR S.A. C.A. AQ.
Creatinina 0,1+0 0,2+0,1 0,1 +£0,1 0,1+0,1
Uréia 49,5+ 14,6 | 40,8 £ 5,1 429+16,6 |395+4
Colesterol 104,6 +7,8 | 102,6 7,10 | 101,8 £ 16,8 | 102,3 £ 5,10
Triglicérides | 97,5+4,7 | 96,3+14,3 |90,8+20,0 |99,2+17,6
HDL 545+4,1 |60,5+9,4 55,5+64 49,7+ 114
LDL 303+8,7 |234+143 |27,6+20,8 |33,1£13,0
VLDL 19,8+3,6 | 18,7+4,1 18,0+2,9 19,5+0,10
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CTR = grupo controle; AQ = aquecimento; S.A = Sulfato de amoénio; C.A = cromatografia de afinidade; AST = aspartato
aminotransferase, ALT= alanina aminotransferase, HDL = high density lipoprotein, VLDL = very low density lipoprotein, LDL
= low density lipoprotein. Valores seguidos de letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (ANOV A seguida
de Teste de Tukey) ao nivel de p<0.05.

Todos os tratamentos apresentaram quantidade semelhante de albumina em
relagdo ao grupo CTR, embora tenha ocorrido aumento significativo nos valores do grupo
C.A em relagdo ao grupo S.A. (Figura 8). Os animais do grupo AQ apresentaram niveis
elevados da enzima ALT em relacdo aos grupos C.A e S.A (Figura 9) e da enzima AST
em relacdo aos grupos C.A, S.A e CTR (Figura 10).

Albumina g/dL
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i A v v AQ
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Figura 8. Valores da albumina durante o tratamento com a proteina por 14 dias. O (*) no grupo C.A indica aumento
em rela¢do ao grupo S.A (ANOVA seguida de Teste de Tukey). CTR = grupo controle; AQ = aquecimento; S.A =
Sulfato de amonio; C.A = cromatografia
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Figura 9. Valores da ALT durante o tratamento com a proteina por 14 dias. O (*) no grupo AQ indica aumento em
relagdo aos grupos C.A e S.A (ANOVA seguida de Teste de Tukey). CTR = grupo controle; AQ = aquecimento; S.A=
Sulfato de amonio; C.A = cromatografia
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Figura 10. Figura 9. Valores da AST durante o tratamento de 14 dias. O (*) no grupo AQ indica aumento em relagao
aos grupos CTR, C.A e S.A (ANOVA seguida de Teste de Tukey). CTR = grupo controle; AQ = aquecimento; S.A =
Sulfato de amonio; C.A = cromatografia

5.2.2 Analise histolégica qualitativa

A andlise qualitativa das laminas foi feita pela descricdo de possiveis alteracdes
na homogeneidade dos tecidos, corados com hematoxilina e eosina, observando
alteracdes nas estruturas e coloragdo das células, assim como presen¢a de infiltrados
leucocitarios ou pontos de necrose (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). Nao foram
observadas diferencas estatisticas, em relagdo ao grupo controle, na morfologia dos

orgaos dos animais alimentados com a proteina durante os 14 dias (Figura 11).

O figado apresentou estruturas como a veia central (VC), os espagos-porta (EP),
contendo ramo da veia porta, artéria hepatica e ductos biliares e os hepatocitos com

caracteristicas normais em todos os animais de cada grupo. Nos rins foram observadas as
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regides medular (ME) e cortical (CO), com destaque para os glomérulos e, todas as
estruturas apresentaram aparéncia homogénea. No intestino delgado foi observado as
vilosidades, glandulas intestinais e camada muscular e, todas as estruturas apresentaram
caracteristicas normais. No estdmago foram observadas as células mucosas de

revestimento e as glandulas, todas com aparéncia normal.
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Figado (VC)

Figado (EP)

Rim (CO)

Rim (ME)

Intestino

Estémago

Figura 11. Fotomicrografia representativa do figado, rim, intestino e estdbmago de cada grupo do tratamento com a
PhaP. As regides fotografadas estdo descritas no texto.
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6. DISCUSSAO

O uso de biossurfactantes na industria, apesar do vasto campo de aplicagdes, ainda
¢ limitado pois a produgdo e recuperacdo ¢ muitas vezes onerosa, o que inviabiliza o seu
uso comercial (SALGADO, 2015). A purificacao da proteina PhaP por aquecimento
consiste numa metodologia de baixo custo para obten¢ao desse surfactante, o que poderia
viabilizar seu uso mesmo para produtos de baixo valor agregado. Essa metodologia levou
ao maior rendimento de recuperagdo dessa proteina, embora nao tenha levado a um alto
grau de pureza quando comparada a purificagdo por cromatografia de afinidade. A
purificacdo da proteina PhaP por cromatografia, apesar de consistir em uma metodologia
de alto custo quando comparado as outras metodologias testadas neste trabalho, foi o que
levou ao maior grau de pureza em relagdo a outros contaminantes proteicos originalmente

presentes.

A purificacdo da PhaP por precipitacao fracionada gerou uma fragdo com o menor
grau de pureza em relagdo as outras duas metodologias. Esse fato pode ser reflexo da alta
estabilidade térmica e capacidade de solubilizagdo dessa proteina, além da presenca da
cauda de histidina, que favorecem a purificagdo da PhaP por aquecimento e cromatografia
de afinidade, respectivamente (SALGADO, 2015). O grau de pureza necessario para a
proteina dependerd da sua aplicagdo, assim como deverdo ser verificadas as quantidades

de LPS nas fragdes.

A microbiota intestinal desempenha um papel central no desenvolvimento de
muitas doencas inflamatorias cronicas (CHASSAING et al., 2017) e a administracdo de
substancias que alteram a composicao dessa microbiota pode levar ao desenvolvimento
de sintomas como diarreia, prostracao e pelos eri¢ados, caracteristicos de animais com
inflamacdo intestinal (CHASSAING et al., 2015). Quadros de inflamacdo intestinal
podem estar associados ao consumo de farmacos (FINER et al., 2000; HALPERN et al.,
2000), lipopolissacarideo (DANESHIAN et al., 2006) e emulsificantes (CASTRO et al.,
2012; CHASSAING et al., 2015).

Um modelo caracteristico de quadros inflamagao intestinal ¢ a indugao da colite
pelo uso do surfactante dodecil sulfato de sodio (SDS). Estudos realizados por Renes et
al., 2002, com o SDS, permitiram compreender o processo da doenca em diferentes

regides do colon, além das alteragcdes clinicas e histopatologicas. Neste estudo foi
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constatado que o uso consecutivo de SDS por 7 dias € capaz de provocar alteracdes
histologicas intestinais como ulceracdes, perda de células do célice e da cripta (RENES

et al., 2002).

O farmaco Orlistate, aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria -
ANVISA e pelo Food and Drug Administration - FDA, ¢ um inibidor de lipases
gastrointestinais e pancreaticas com agao laxante. Ele ¢ o medicamento deste tipo mais
utilizado no tratamento de obesidade e o seu mecanismo de ac¢do se restringe ao trato
gastrointestinal, nao possuindo efeito direto sobre a absor¢ao do colesterol ou sobre sua
biossintese (HALPERN et al., 2000). Lopes, 2012 demonstrou que o fairmaco Orlistate
pode alterar o perfil de acidos graxos do organismo humano, além de reduzir
significativamente o teor de colesterol presente na membrana dos eritrécitos € que, em

longo prazo, pode levar a uma sindrome caracterizada por esta deficiéncia (LOPES,

2012).

Foram realizados por Chassaing et al., 2015 estudos avaliando as possiveis
alteragdes na microbiota intestinal decorrentes do consumo de emulsificantes sintéticos
adicionados a alimentos processados para melhorar sua textura e prolongar sua vida til.
Foi observado que a administragdo de concentragdes relativamente baixas de
carboximetilcelulose (CMC) e polisorbato 80 (P80), em camundongos, por 12 semanas,
promoveu colite robusta no animais predispostos a este transtorno (CHASSAING et al.,
2015). Em 2017, pelo mesmo grupo de pesquisa, foi observado que a administragdo de
CMC e P80, por 11 semanas, em ratos, resultaram em alteracdes na composi¢cdo da
microbiota, incluindo um aumento de bactérias produtoras de flagelina pro-inflamatéria
e lipopolissacarideo (LPS), além de desenvolvimento de inflamacdo cronica

(CHASSAING et al., 2017).

Sugere-se em nosso estudo que o desenvolvimento das manifestagdes clinicas
observadas nos animais a partir do 4° dia de administragdes do liofilizado proteico, que
levou também ao menor ganho de peso dos animais dos grupos AQ e C.A, provavelmente
foi decorrente da caracteristica surfactante da proteina, como observado em outros
estudos ja relatados, associado a uma possivel manutencdo das moléculas de LPS nessas
fragdes, os quais podem ativar a expressdao de genes inflamatorios pelo sistema imune
(ZAVARIZ, 2006). A eliminacao de LPS pelo método de aquecimento ¢ dificultada pois

as endotoxinas sdo estaveis a temperatura ¢ ndo sdo destruidas em processos de
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esterilizacao, sendo necessaria uma temperatura de 250 °C por mais que 30 min ou 180
°C por mais de 3 h para sua inativagdo (ALMEIDA, 2016). A presenga de ions de niquel
(Ni2") imobilizados na matriz da coluna cromatografica utilizada também pode ter sido
determinante para a manutengao de moléculas de LPS nas fra¢des eluidas, uma vez que
amolécula de LPS possui afinidade a cations bivalentes, como descritos por Junior, 2013,
sendo dessa forma retido na coluna juntamente com a PhaP (CLIFTON et al., 2015;

JUNIOR et at., 2013).

O sistema hemopoiético, renal e hepatico sdo importantes alvos de substancias
quimicas toxicas e s3o muito sensiveis as condigdes patologicas tanto em humanos quanto
em animais (RAMASWAMY et al., 2012). Alteragdes na quantidade ou morfologia da
série vermelha pode ser associada a quadros de anemias e hemolises (EDLA et al., 2016)
e, nos quadros prolongados de sepse, a producdo e a sobrevida dos eritrocitos estdo
diminuidas (ZAVARIZ, 2006). Alteragdes na série branca podem estar associadas a
quadros de infecgdes e alergias (EDLA et al., 2016) e, nos quadros de sepse, geralmente
encontra-se quadros de leucocitose (ZAVARIZ, 2006). O sistema renal exerce papel
fundamental na regulacdo dos liquidos e eletrdlitos e na eliminagdo dos residuos
metabolicos, tornando-se essenciais a homeostase corporea (MOTTA, 2009), sendo que
a ureia e a creatina sdo consideradas marcadores no prognostico da disfungdo e
insuficiéncia renal para quaisquer compostos toxicos (DABLA, 2010). O figado ¢ o
principal o6rgdo de sintese de compostos como carboidratos e proteinas, por exemplo, a
sintese das lipoproteinas plasmaticas VLDL e HDL; das proteinas plasmaticas como
albumina e a pré-albumina; além de também ocorrer nesse 6rgado, a conversao da acetil-

CoA em acidos graxos, trigliceridios e colesterol (MOTTA, 2009).

Foi descrito por Castro e colaboradores, 2012 que o surfactante tyloxapol, um
detergente ndo-idnico com a capacidade de inibir a lipase lipoproteica, induzir o aumento
do colesterol e de triacilglicerideos séricos, tem sido amplamente utilizado para induzir a
hiperlipidemia aguda em diversos animais (CASTRO et al., 2012). Em nosso estudo, os
parametros hematologicos do sangue dos ratos ndo foram alterados com a administragdo
das diferentes fracdes de PhaP, indicando que tanto a dosagem do biossurfactante quanto
a quantidade de LPS nas solugdes utilizadas ndo foram capazes de afetar as células do
sangue ¢ a sua produ¢do, assim como nao foram capazes de gerar um quadro de sepse
(ZAVARIZ, 2006), apesar de ter gerado os sintomas de diarreia. Da mesma forma, a
concentragdo de ureia, creatinina e o perfil lipidico (colesterol total, triglicerideos, HDL,
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VLDL e LDL) dos animais se mantiveram inalterados ap6s administragao de repetidas
doses subagudas dessa proteina. Em conjunto, esses dados confirmam nao haver danos
renais e hepdticos, assim como alteragdes metabdlicas na sintese desses compostos

associados a administracao dessa proteina em ratos.

A albumina ¢ a mais abundante proteina plasmatica, totalizando 50% das proteinas
do soro humano. Devido ao seu peso molecular relativamente baixo e sua alta
concentragdo, uma das mais importantes fungdes da albumina é a manutencao do volume
plasmatico circulante, além de desempenhar também papel na manutencdo do equilibrio
acido-bésico e no transporte de uma variedade de substancias fisiologicas (PAIVA;
DAVID; DOMONT, 2010). A diminui¢do da concentragdo de albumina esta relacionada
a quadros de danos hepaticos causados normalmente por ingestao de drogas e quadros de
sepse (PAIVA; DAVID; DOMONT, 2010). O aumento nas concentragdes séricas dessa
proteina sdo pouco frequentes e ocorrem em casos de desidratacdo aguda, associada ao
aumento nos valores da hemoglobina e do hematdcrito, a medida em que a fase liquida
do plasma sofre retragio (RAMALHO et al., 2014). O aumento nas concentragdes de
albumina nos animais do grupo C.A em relagdo ao grupo S.A poderia portanto estar
associado a um possivel quadro de desidratagdo (RAMALHO et al., 2014) decorrente da
diarreia apresentada pelos animais desse grupo, embora nao explique os resultados
obtidos para os animais do grupo S.A e AQ, os quais mesmo tendo apresentado quadros

de diarreia, ndo tiveram os niveis de albumina alterados em relagdo ao grupo CTR.

As transaminases (aminotransferases) correspondem a um importante grupo de
enzimas que catalisam a transferéncia de um grupo amino de um aminoacido para um
cetoacido. Alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) sdo as
transaminases mais importantes no diagndstico clinico de diversas alteragdes
metabolicas, como descrito por Marshall, 2016. A ALT ¢ encontrada no plasma e em
varios tecidos corporeos, mas a alteragdo em sua concentragdo ¢ geralmente associada a
desordens do figado. A AST ¢ encontrada no citoplasma e nas mitocondrias de muitas
células, entre elas, células de figado, coragdo, musculos esqueléticos, rins, pancreas e
hemacias (MARSHALL, 2016). No figado, essas enzimas desempenham um importante
papel no metabolismo de aminoacidos, sdo as principais indicadoras da fung¢ao hepatica
e biomarcadores para prever a toxicidade de substancias/drogas toxicas (MONDAL;
YEASMIN, 2016). Em nosso estudo, ¢ improvavel que o aumento na concentragao
dessas enzimas nos animais do grupo AQ seja devido ao consumo do surfactante PhaP,
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uma vez que os animais dos tratamentos C.A e S.A nao apresentaram alteragdes. O
aumento na concentragdo dessas enzimas nos animais do grupo AQ pode indicar a
ocorréncia de danos nas células do parénquima hepatico causados pelo LPS presente
nessas fracdes (ADELBERG, 2014; PATTARAYAN; BANUMATHY, 2016).
Entretanto, as observagdes histologicas qualitativas, com foco na extensdo de infiltrados
e deple¢do de leucdcitos, (RODEWOHL et al., 2017) nao evidenciaram infiltrados
inflamat6rios assim como danos histologicos no figado, rins, intestino e estomago desses

animais.

Mondal e colaboradores, 2016 realizaram um estudo utilizando o surfactante
CMC por um periodo de 3 meses, com doses diarias variando de 5 a 20 mg de CMC/ g
de peso corporal os animais/ dia e ndo observaram nenhuma altera¢do nos parametros
hematologicos e bioquimicos relacionada ao tratamento, além de nenhuma altera¢do
histopatologica do figado, coracdo, pulmao e rim. Esses dados indicaram que o CMC ndo
teve efeito toxico em diferentes doses na estrutura celular (MONDAL; YEASMIN, 2016)

e suportam a conclusdo de seguran¢a no uso da PhaP como aditivo alimentar.

Os dados hematologicos, de bioquimica clinica e a histologia apresentam
importante papel na determinacdo de toxicidade induzida por drogas (RAMASWAMY et
al.,, 2012). Em conjunto, a associa¢do desses resultados clinicos evidenciam que ¢
improvavel que as alteragdes clinicas pontuais observadas no animais, especialmente nos
tratamentos AQ e C.A., sejam devidos a uma possivel toxicidade da PhaP, uma vez que,
apesar dos quadros de diarreia, os animais do tratamento S.A ndo apresentaram alteracdes
em nenhum dos parametros avaliados, seja hematoldgico, bioquimico ou histologico,
quando comparados aos animais do grupo CTR, o que indica que tanto a PhaP como os

contaminantes proteicos presentes no liofilizado ndo sdo toéxicos aos animais.

7. CONCLUSAO

O potencial uso da proteina PhaP em alimentos foi comprovado pelo fato de a
administragdo da proteina em si ndo ter causado alteragdes toxicologicas nos ratos,
mesmo em concentracdes muito superiores ao que seria consumido, embora seja
necessario a realizacdo de estudos de toxicidade cronica para possivel regulamentagao

pela ANVISA. A proteina PhaP ¢ um biossurfactante com caracteristicas que a tornam
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um excelente alvo para uso em industrias pois pode ser produzida em sistemas
escalonados, apresenta metodologias de baixo custo de obtencdo e recuperagdo como o
aquecimento e a precipitacdo, além de apresentar alta resisténcia a uma ampla faixa de
condi¢des de armazenamento e processamento e, a proteina pode ser obtida e purificada
por qualquer uma das metodologias pré-determinadas, ou associagdes, dependendo do

grau de pureza necessario para a sua utilizagao.
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ANEXO 1

CERTIFICADO

A Comissfio de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFV certifica que o processo n’
87/2016, mttulado “Afributos de seguranga do emulsificante proteico PhaP de
Azotobacter sp. FADS expresso em sistemo heterdloge bacteriano”, coordenado pela
professora Momique Renon Eller do Departamento de Tecnologia de Alimentos, esta de
acorde com & Legislaco vigente (Lei N° 11.794, de 08 de outubro de 2008}, as
Resolugfes Mormativas editodos pelo COMCEAMCTL o DBCA (Dretriz Brasileirn de
Pratica para o Cuidado ¢ a Utilizagdo de Amimais para Fins Cientificos e Didaticos) e as
Diretrizes da Pratica de Eutandsia preconizadas pelo CONCEA/MCTL, portanto sendo
aprovado por esta Comiss3o em 29/05/2017, com vahidade de 12 meses.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the process number 87/2016,
named “Safety attribates of the proteic emulsifier PhaP from Azotobacter sp. FAOS
expressed in a bacterial beterologist system™, is in agreement with the a actual Brazilian
legislation ( Lei N 11,794, 2008), Normative Resolutions edited by CONCEA/MCTI, the
DBCA (Brazilian Practice Guideline for the Care and Use of Animals for Scientific
Purposes and Teaching) and the Guidelines of Practice the Euthanasia recommended by
CONCEA/MCTI therefore being approved by the Commitize on May 29, 2017 valid for
12 months.
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ANEXO 2
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