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Resumo

Devido a relevancia das proteinas como componentes das pinturas de cavalete, o
seu reconhecimento é de grande interesse para caracterizar a técnica artistica e para
fins de conservacgédo e restauro. Infelizmente, a degradacdo dos materiais originais, a
coexisténcia de diferentes proteinas e as matrizes complexas das pinturas, tornam
esta tarefa particularmente dificil de ser conseguida.

Neste trabalho selecionaram-se aglutinantes proteicos (colas) comummente
utilizados nas pinturas de cavalete, testaram-se anticorpos para o reconhecimento das
colas de coelho e desenvolveram-se ensaios em microamostras de provetes de
camada de preparacao para pintura de cavalete.

As colas sdo constituidas maioritariamente por proteinas, e 0s resultados mostram
a presenca de proteinas distintas, consoante a origem da cola animal. Quatro dos dez
anticorpos testados reconheceram a cola de pele de coelho e o anticorpo 3.14 permitiu
um reconhecimento seletivo deste aglutinante nas provetes, abrindo a possibilidade de

se poder vir a utilizar este anticorpo em amostras reais.

Palavras-chave: aglutinante, materiais proteicos, anticorpo, especificidade,

patrimonio cultural
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Utilisation and characterisation of antibodies to identify proteic

binders in easel paintings

Abstract

Due to the relevance of proteins as components in easel paintings, its recognition is
of great interest to characterize the artistic technique and for conservation and
restauration purposes. Unfortunately, the degradation of materials, the coexistence of
different proteins and the complex matrices in paintings make this a particularly difficult
task to achieve.

In this work we selected proteic binders (glues) commonly used in easel paintings,
test antibodies for the recognition of rabbit fur glue and developed assays in
microsamples of specimens of preparation layer to easel paintings.

The glues are constituted mostly by proteins and the results show the presence of
distinct proteins according to the animal from which the glue origins. Four of the ten
antibodies tested recognized the rabbit fur glue, and the antibody 3.14 allowed a
selective recognition of the binder in microsamples, allowing the possibility of being

able to use this antibody in real samples.

Keywords: binder, proteic materials, antibodies, specificity, cultural heritage
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Aoreviaturas

Abreviaturas

A- Area

Abs- Absorvancia

APS- Persulfato de amonio, agente polimerizador de géis de poliacrilamida (do
inglés ammonium persulfate)

BCIP- Substrato colorimétrico, 5-bromo-4-cloro-indolil fosfato

BSA- Albumina de soro bovino (do inglés Bovine Serum Albumin)

DEAE- Dietilaminoetanol (do inglés Diethylaminoethanol)

DNA- Acido desoxirribonucleico (do inglés Deoxyribonucleic Acid)

ELISA- Teste imunoldgico (do inglés Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

FTIR-ATR- Espetroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier com
refletdncia total atenuada (do inglés Fourier Transform Infrared with Attenuated Total
Reflectance)

GC- MS- Cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa (do ingles Gas
chromatography—mass spectrometry)

HPLC- Cromatografia liquida de elevada eficiéncia (do inglés High Performance
Ligquid Chromatography)

IEC- Cromatografia de troca iénica (do inglés lon Exchange Chromatography)

IFM-  Microscopia de imunofluorescéncia (do inglés Immunofluorescence
Microscopy)

IR- Infravermelho (do inglés Infrared)

Ig- Imunoglobulina

Mab- Anticorpo monoclonal (do inglés Monoclonal Antibody)

MALDI- TOF- Espetrometria de massa com analisador de tempo de voo e ionizagao
e dessorcdo a laser assistida por matriz (do inglés Matrix Assisted Laser Desorption
lonization- Time of Flight)

MM- Massa molecular
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PAGE- Nativa- Eletroforese em gel de poliacrilamida ndo desnaturante (do inglés
Polyacrylamide Gel Eletrophoresis)

PBS- Tampéo fosfato salino (do inglés Phosphate- Buffered Saline)

PBS-T- Tampéao fosfato salino com o detergente Tween 20

PEG- Polietilenoglicol (do inglés Polyethylene glycol)

p-NPP- Para-nitrofenilfosfato, substrato colorimétrico do ELISA (do inglés, p-
Nitrophenyl Phosphate)

SDS- Dodecil sulfato de sédio, detergente anionico para desnaturar proteinas (do
inglés sodium dodecyl sulphate)

SEC- Cromatografia de exclusdo molecular (do inglés Size Exclusion
Chromatography)

TEMED- N,N,N',N'-Tetrametiletilenodiamina, catalisador do gel de poliacrilamida (do
inglés N, N, N’, N- Tetramethylethylenediamine)

TBS- Tampao salino Tris (do inglés Tris-buffered saline)

Tris- Composto organico Tris(hidroximetil)aminometano

TTBS- Tampao salino Tris com o detergente Tween 20

U.V.- Ultravioleta (do inglés, ultraviolet)

Vis- Visivel (do inglés, visible)

pu-Raman- Espetroscopia Micro- Raman




Unidades de medida 4Vl

Unidades de medida
%- Percentagem
°C- Graus Celsius
Da, kDa- Dalton, Quilodalton
h, min, s- Horas, minutos, segundos
kg, mg, pg- Quilograma, miligrama, micrograma
m, cm, mm, nm, um- Metro, centimetro, milimetro, nanémetro, micrémetro
M, mM- Molar, milimolar
mA- Miliampere
L, mL, pL- Litro, mililitro, microlitro
rpm- Rotag¢des por minuto
V- Volts

W, mW- Watt, megawatt
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1.1. Problemética, Objetivos e Metodologias de Trabalho

Inimeras obras de arte, tais como pinturas, ceramicas, téxteis, estatuas, vitrais,
entre outros, possuem uma elevada importancia na heranca cultural, sendo por isso
essencial a sua conservagcdo. Os materiais, organicos ou inorganicos, naturais ou
sintéticos, utilizados no fabrico destes objetos estdo suscetiveis a fatores de
deterioracdo. Assim € crucial a identificacao e percecao dos processos de degradacdo
de forma a preservar estes materiais.

As pinturas, quer sejam murais ou de cavalete, conttm uma variedade de
constituintes que proporcionam varios nichos ecolégicos favoraveis ao crescimento de
espécies microbiolbgicas. Nas pinturas de cavalete, os materiais de suporte (papel de
celulose, tela, madeira) e os aditivos (colas animais e vegetais, emulsionantes,
agentes espessantes) sao facilmente degradados pelos microrganismos. O seu
crescimento nas pinturas pode causar danos estéticos e estruturais, tais como
descoloracdo dos pigmentos, aparecimento de manchas ou biofilmes a superficie,
fissuras, desintegracdo e degradacdo dos polimeros de suporte e dos adesivos,
resultando no desprendimento das camadas de tinta do suporte. Por outro lado, a
correta identificacdo dos materiais, nomeadamente a caracterizagdo dos materiais
proteicos, € um passo importante para compreender a técnica utilizada pelo artista,
fornecendo ainda informacdes relevantes para intervencdes de conservagdo e
restauro. A identificagcdo das proteinas tem sido uma questéo dificil de resolver, devido
a degradacdo que estes materiais vao sofrendo ao longo do tempo. Existem alguns
estudos de identificagdo dos constituintes proteicos nas pinturas utilizando técnicas
cromatogréficas, espetrometria de massa e espetroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier. Esta ultima abordagem permite a identificacdo de materiais
proteicos em pinturas, contudo estas técnicas podem produzir sinais dificeis de
interpretar devido as matrizes complexas das proteinas e a presenca de compostos

organicos e inorganicos que podem mascarar 0s sinais. Para além disso, néo
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permitem discriminar a origem animal das colas. Recentemente estdo mencionadas
estratégias de protedmica, porém, apesar destas metodologias permitirem a
identificacdo de materiais proteicos em obras de arte com alta sensibilidade, trata-se
de processos dispendiosos a nivel de tempo, equipamento e pessoal experiente. Os
ensaios imunoenzimaticos oferecem vantagens Unicas em relacdo a outras
abordagens analiticas utilizadas. Na verdade, sdo metodologias muito sensiveis e
especificas, sendo seletivas no que diz respeito a origem biologica, e capazes de
resolver misturas complexas de proteinas.

A producao de anticorpos monoclonais (mAbs), para uso em estudos de patriménio
tem um potencial enorme. Alguns estudos tém sido desenvolvidos para a albumina,
ovalbumina e caseina no entanto a existéncia de anticorpos especificos para colas
animais é bastante reduzida.

Devido a relevancia das proteinas como materiais de pintura, o seu reconhecimento
€ de grande interesse para caracterizar a técnica artistica e para fins de conservagéao e
restauro. Infelizmente, a degradacdo dos materiais originais, a coexisténcia de
diferentes proteinas de contaminagcdo do meio ambiente, para além de possiveis
materiais usados em restauros precedentes, torna esta tarefa particularmente dificil de

ser conseguida.

Assim, os principais objetivos deste estudo séo:
e Caracterizar e purificar quatro colas animais, muito utilizadas em pinturas de
cavalete;
e Testar 0 reconhecimento e seletividade de anticorpos produzidos
especificamente para cola de pele de coelho;
o Desenvolver ensaios que permitam aplicar os anticorpos selecionados em

provetes de camada de preparacdo para pintura de cavalete.
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Sao ainda objetivos especificos:

o Determinar o contetdo proteico, glucidico e lipidico de cada uma das colas
animais;

o Caracterizar as colas animais por métodos espectroscopicos;

o Separar e fracionar o conteddo das colas animais por técnicas
cromatogréficas;

o Testar o reconhecimento dos anticorpos produzidos para a cola animal de
pele de coelho;

o Testar o reconhecimento dos anticorpos selecionados em fragbes
cromatogréficas das colas e confirmar esse reconhecimento por Western
Blotting;

o Caracterizar alguns anticorpos produzidos, para a cola de pele de coelho,
relativamente a sua classe;

o Testar a especificidade dos anticorpos para a cola de pele de coelho,
gquando comparada com outros tipos de aglutinantes;

o Testar os anticorpos especificos em provetes de camada de preparacéo

para pintura de cavalete.
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2.1. Pinturas de cavalete e seus constituintes

A pintura é uma pratica que tem vindo a acompanhar o ser humano ao longo da
historia, sendo esta uma forma de expressédo de arte bastante utilizada desde a
antiguidade. Desde as pinturas rupestres (pintura de pré- histéria em cavernas e
rochas) a pintura contemporanea, as técnicas e todos os materiais associados tém
vindo a evoluir.

Podem enumerar-se dois tipos de pintura, a pintura mural ou de suporte imével, e a
pintura de cavalete ou de suporte mével. Na pintura mural (Figura 1-a), os materiais
inorganicos sao aplicados sobre uma parede com base de argamassa, podendo ser

executada a fresco ou a secco.

Figura 1- Exemplos meramente ilustrativos de tipos de pinturas. (a)- Pintura mural “Ermida de St.
Aleixo”, Montemor-o-Novo, com danos estéticos e estruturais visiveis (b)- Pintura de Cavalete
“Madonna and Child with Sts Catherine and Barbara”, Bernardino Luini, Szépmavészeti Museum,

Budapest.

A pintura de cavalete (Figura 1-b), desde o Renascimento até ao século XX, tem

vindo a ser mais notoria, pelo que comecou a ser preferida a pintura mural.
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Figura 2- Estratigrafia (a) e esquema ilustrativo (b) da constituicdo de uma pintura de cavalete.

As pinturas de cavalete sdo constituidas por varios estratos (Figura 2) aplicadas
num suporte movel, madeira ou tela. O primeiro estrato do suporte é a camada
preparatoria, constituida por um aglutinante e uma carga sélida inerte (sulfato de calcio
ou carbonato de calcio) onde a fixacao é efetuada pelo uso de um adesivo, com o
intuito de obter uma superficie uniforme para a aplicagéo das restantes camadas. De
seguida sdo aplicadas as camadas cromaticas, constituidas por pigmentos ou
corantes em suspensdo com o aglutinante, de forma a dar adesdo e coesdo as
particulas, distribuindo-as de forma homogénea pela superficie. Por ultimo, é aplicada
a camada protetora, uma pelicula fina e transparente, normalmente um verniz feito a
base de resinas. A finalidade desta camada é conceder brilho e protecdo contra os
agentes ambientais, protegendo da possivel degradacdo (Hurt & Ocon; Johnson &
Bennett, 2000; Stuart, 2007).

Sendo varios os constituintes destas pinturas, 0os aglutinantes e os pigmentos sao
0s de maior importancia.

Os pigmentos sdo substancias constituidas por particulas muito finas e coloridas
gue ao serem misturadas com os aglutinantes formam uma pasta colorida, passivel de
ser utilizada para representacao gréfica. Os varios pigmentos podem ser classificados
segundo a sua origem (pimentos naturais e pigmentos sintéticos), a composicao

guimica (pigmentos organicos e pigmentos inorgéanicos), e de acordo com a sua cor.
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Existe uma enorme variedade de pigmentos, sendo a sua grande maioria carbonatos,

sulfatos ou 6xidos de metais de transi¢éo (Stuart, 2007).

O aglutinante, adesivo, ou cola, é outro componente muito importante das pinturas
de cavalete. Muitos compostos tém vindo a ser utilizados como aglutinantes, podendo
ser divididos de acordo com a sua composi¢ao: unicamente proteinas (colas animais e
de pescada, clara de ovo), quantidades substanciais de proteinas (gema de ovo, leite),
carbohidratos (gomas de plantas), resinas e ceras (Dorge & Howlett, 1998; Stuart,
2007). Os aglutinantes desempenham diversas funcdes, tais como promover a
distribuicdo uniforme dos pigmentos sob a superficie, preencher o espaco existente
entre os elementos e proporcionar uma forte ligacdo entre eles (Rivers & Umney,
2003). Estes possuem como caracteristicas a transparéncia e auséncia de cor para
que ndo ocorram alteragcbes nas propriedades dos pigmentos, e capacidade de
adesdo e coesdo para facilitar a aplicacdo dos pigmentos na superficie. Dependendo
do tipo de aglutinante, a estabilidade a fatores externos e a capacidade hidrofébica é
variavel, contudo quanto maior estas caracteristicas maior a resisténcia da pintura

(Ahmed & Kaolisis, 2012; Ciferri, 1999).

2.2. Aglutinantes proteicos

Ao longo da histéria inimeros produtos naturais tém sido utilizados em obras de
arte sendo a mais comum, a aplicacdo de materiais organicos como agentes
aglutinantes (Arslanoglu et al., 2010). Um exemplo desses materiais organicos sdo as
proteinas, constituintes importantes de alguns aglutinantes como clara e gema de ovo,
caseina, e colas animais e de pescada (Arslanoglu et al., 2010; Cartechini et al., 2010;
Sciutto et al., 2011; Sciutto et al., 2012).

As proteinas sdo macromoléculas abundantes nos sistemas bioldgicos,

encontrando-se envolvidas praticamente em todas as propriedades estruturais e
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funcionais dos seres vivos, tais como estrutura (colagénio), protecao

(imunoglobulinas), catélise (enzimas), entre outras (Wilson & Walker, 2010).

Figura 3- Exemplos de aglutinantes proteicos em estado solido. (a)- Cola animal de pele de coelho,

(b)- Cola animal de coelho, (c)- Cola animal de pele de carneiro.

Alguns dos aglutinantes usados em bens sdo constituidos essencialmente por
proteinas da clara e gema de ovo, ovalbumina e albumina respetivamente, do leite,
onde a sua constituicdo proteica é maioritariamente caseina; e de colas animais onde
a proteina em causa € o colagénio (Arslanoglu et al., 2010; Cartechini et al., 2010;

Sciutto et al., 2011; Sciutto et al., 2012).

2.2.1. Albumina e Ovalbumina

O ovo € um dos materiais mais comumente utilizados nas pinturas, como fixador e
consolidante dos pigmentos, constituido por proteinas denominadas albumina. Estas
sdo proteinas globulares e constituidas por duas fragdes, uma hidrofilica orientada
para o exterior, e outra hidrofébica orientada para o interior da estrutura da proteina

(Colombini & Modugno, 2004).
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Os dois componentes do ovo, gema e clara, ndo apresentam diferencas

significativas em termos de amino&cidos presentes na sua constituicdo. Estes dois
componentes contém quantidades moderadas de asparagina, glutamina e leucina,
aminoacidos que permitem distingui-los dos restantes. A clara de ovo possui como
principal componente a ovalbumina, uma glicoproteina, enquanto a gema de ovo para
além das proteinas em comum com a clara de ovo, contém ainda lipidos e lecitina, um
fosfolipido que atua como emulsionante (Colombini & Modugno, 2004; Dorge &
Howlett, 1998).

Para ser utilizado nas pinturas, a gema de ovo € diluida em agua e misturada com
0s pigmentos. Os componentes lipidicos que constituem este tipo de aglutinante
permitem que, durante o processo de secagem, se forme um filme eléstico e
resistente. A sua permeabilidade e solubilidade, tal como esperado, diminuem a
medida que envelhece, dada a desnaturacdo das proteinas (Colombini & Modugno,

2004; Dorge & Howlett, 1998).

2.2.2. Caseina

O leite € uma alternativa utilizada pelos artistas para substituicdo do ovo como
aglutinante. Este é uma emulsdo aquosa de proteinas e lipidos, sendo a proteina
maioritaria a caseina (Colombini & Modugno, 2004).

A caseina é uma fosfoproteina que pertence ao grupo de proteinas encontradas no
leite fresco, representando cerca de 80% das proteinas totais. Consoante o tratamento
aplicado ao leite pode obter-se varios tipos de caseina: o tratamento de coagulagéo
pode ser enzimatico, utilizando a enzima renina, obtendo-se a para- caseina ou
caseina de coalho enquanto o tratamento pela redugdo de pH, utilizando acidos,

origina a caseina acida (Colombini & Modugno, 2004; Dorge & Howlett, 1998).
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A composicdo e as propriedades da caseina dependem da forma de producéo,
sendo que as reacbes de degradacdo deste aglutinante podem também variar. A
caseina € um forte aglutinante natural, pelo que a aplicacdo deve ser controlada, pois
o tipo de filme obtido em qualquer um dos tipos de caseina € quebradico, levando a

danos estruturais rapidamente (Dorge & Howlett, 1998).

2.2.3. Colagénio

As colas derivadas de animais sdo provavelmente o aglutinante mais utilizado
historicamente, podendo confirmar-se em estudos que mostram a utilizacdo destes
aglutinantes em diversas pinturas no antigo Egipto (Dorge & Howlett, 1998).

Os aglutinantes animais sé@o extraidos por ebulicdo de varios tecidos conetivos
como 0sso, pele, tendbes e outras partes cartilaginosas de animais como coelho,
cabra e carneiro, podendo também encontrar-se em algumas espécies de peixe. O
principal componente proteico que constitui este aglutinante é o colagénio, uma
proteina fibrosa caracterizada por cadeias polipeptidicas de trés aminoacidos
maioritarios (glicina, prolina e hidroxiprolina). No total, existem descritos cinco tipos de
colagénio em animais vertebrados, contudo a sua composicdo em aminoacidos €&
bastante semelhante (Dorge & Howlett, 1998; Schellmann, 2007; Sciutto et al., 2012).

O colagénio apresenta vantagens quando comparado com o0s restantes
aglutinantes, pois possui capacidade de solubilizar em agua quente. Na sua forma
nativa o colagénio é insolluvel, contudo sob aquecimento, por desnaturacdo das
ligagBes de hidrogénio das cadeias de aminoacidos, forma-se uma gelatina que pode
ser posteriormente utilizada nas pinturas. Esta gelatina pode ser caracterizada como a
fase mais pura da producdo da cola animal (Colombini & Modugno, 2004; Dorge &

Howlett, 1998; Schellmann, 2007).
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Figura 4- Colas extraidas de animais, em estado liquido. As colas em estado solido foram

aguecidas e, apos o arrefecimento, verifica-se 0 aspeto gelatinoso.

As colas comerciais que existem atualmente apresentam inameros aditivos,
necessitando de tratamento com uma solugéo &cida ou basica para a solubilizagéo do

colagénio (Dorge & Howlett, 1998; Schellmann, 2007).

2.3. Ensaios imunoldgicos

A caracterizacdo e localizagdo dos componentes organicos e inorganicos em
estruturas complexas de pinturas séo tarefas particularmente importantes, de forma a
estudar e compreender as técnicas utilizadas pelos artistas, bem como planear formas
de restauro (Albertini et al., 2011; Dolci et al., 2008). Muitas praticas tém sido
desenvolvidas e aplicadas para a identificacdo de aglutinantes de origem animal em
materiais histéricos. Técnicas de identificagdo de proteinas através da quantificagéo
de aminoéacidos por GC-MS e técnicas protedmicas tém sido largamente aplicadas.
Alternativamente, estudos tém sido desenvolvidos na avaliacdo da origem da fonte
biolégica da proteina, baseando-se na andlise do DNA mitocondrial, onde a
amplificacdo de sequéncias de DNA de animais extintos, mostrou o poder deste tipo
de analise em materiais antigos. A analise do DNA mitocondrial representa um alvo

ideal para a genotipagem, pois apresenta um elevado nimero de copias por célula,
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sendo util na analise de espécimes antigos, ou amostras com baixa quantidade de
material de partida (Albertini et al., 2011; Sciutto et al., 2012).

Os métodos imunolégicos tém-se mostrado uma ferramenta Util e poderosa para a
identificacdo de proteinas e determinacdo de outros compostos organicos em
microamostras de obras de arte. Métodos como o teste imunoenzimatico ELISA e a
microscopia de imunofluorescéncia (IFM) tém sido aplicados na area do patriménio
cultural para uma detecdo sensivel e seletiva de proteinas (Cartechini et al., 2010;
Heginbotham et al., 2006; Sciutto et al., 2011; Sciutto et al., 2012). A IFM combina a
imuno-detecdo de moléculas marcadas com sondas fluorescentes com a
caracterizacdo da sua distribuicdo espacial, importante no estudo estratigrafico das
pinturas. Contudo a IFM apresenta a desvantagem da preparacdo da amostra ser um
processo demorado (Cartechini et al., 2010). A técnica de ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) aplicada a bens patrimoniais mostra ser uma técnica vantajosa
dada a maior facilidade de execucao e analise das amostras. Estas duas técnicas
imunologicas baseiam-se na interacdo especifica entre antigénio-anticorpo,
originalmente desenvolvidas nos campos da medicina e da biotecnologia, permitindo a
distincdo entre diferentes proteinas e a detecao da fonte biol6gica (Dolci et al., 2008;

Palmieri et al., 2011; Schultz & Petersen, 2011).

2.4. Anticorpos e a sua producao

O anticorpo é uma imunoglobulina (Ig) constituida por quatro cadeias polipeptidicas,
duas cadeias leves (L- light) e duas cadeias pesadas (H- heavy) ligadas por pontes
dissulfeto, com copias idénticas de aminoacidos. O anticorpo é ainda constituido por
dois dominios, dominio ou regido constante, com a mesma sequéncia de aminoacidos,
e dominio ou regido variavel, onde a sequéncia de aminoacidos € diferente. No

dominio variavel existe ainda a presenca de regides hipervariaveis, responsaveis pela
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diversidade de anticorpos, que simultaneamente permite o reconhecimento e protecdo

do sistema imunitério contra diversos antigénios (Burry, 2010; Mazurek et al., 2008;

Schultz & Petersen, 2011).

Regides
Hipervariaveis

Local de ligagdo do
antigénio

Regido Variavel

Cadeia Leve

Regido
Constante

Cadeia Pesada

Figura 5- Estrutura geral de um anticorpo. C,- regido constante da cadeia leve, Cy;,3- regides
constantes da cadeia pesada, V.- regido variavel da cadeia leve, V- regido variavel da cadeia

pesada, S-S- ligacbes dissulfeto (adaptado S. University, 2010).

Nos ensaios de detecédo de ligandos proteicos em pinturas podem utilizar-se dois
tipos de anticorpos, os policlonais e os monoclonais. Os anticorpos policlonais séo
facilmente obtidos por imunizacao de animais, como coelho e rato, através de injecées
subcutaneas com o antigénio especifico, derivando do soro do animal imunizado.
Estes sdo uma mistura de anticorpos que reconhecem diferentes epitopos do mesmo
antigénio e que derivam de clones de células diferentes (Wilson & Walker, 2010).

Atualmente existem anticorpos monoclonais disponiveis comercialmente,
especificos para determinados epitopos, e produzidos artificialmente através de
culturas de células animais. Os anticorpos monoclonais sdo imunoglobulinas que
derivam de uma Unica linha celular, pelo que reconhecem apenas um epitopo do

antigénio. Assim, enquanto os anticorpos policlonais sédo especificos para um
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antigénio, os anticorpos monoclonais sao especificos para um unico epitopo (Wilson &
Walker, 2010).

Os anticorpos encontrados na natureza sdo normalmente direcionados contra
proteinas, contudo processos de imunizagao permitem a produc¢do de anticorpos para
uma variedade de moléculas. Assim podem ser produzidos especificamente contra um
antigénio alvo através de modelos de imunizacéo e cultura (Palmieri et al., 2011).

A producado de anticorpos comerciais altamente especificos para estudos na area
do patriménio cultural tem mostrado um enorme potencial oferecendo um largo campo
para inovacdo, sendo uma abordagem relativamente recente nas areas de
conservacao e restauro (Cartechini et al., 2010).

Existem atualmente anticorpos comerciais disponiveis que permitem a analise de
aglutinantes proteicos em obras de arte, particularmente a caseina, albumina e
ovalbumina, contudo relativamente a outros aglutinantes proteicos, nomeadamente
colas animais, ndo existem anticorpos com um grau de especificidade adequado.
Alguns estudos referem a utilizagdo de anticorpos policlonais de colagénio (Palmieri et
al., 2013; Palmieri et al., 2011), no entanto estas abordagens ndo permitem uma
correta atribuicdo da origem animal da cola.

Este trabalho pretende contribuir para a identificagdo de aglutinantes e sua origem

animal através da utilizacdo de anticorpos especificos.

2.4.1. Tecnologia de Hibridomas

Os anticorpos desempenham um papel importante na detecdo de um elevado
numero de moléculas, ndo apenas in vivo como in vitro. A Tecnologia de Hibridomas é
uma tecnologia que permite a producdo de anticorpos especificos direcionados a um
antigénio de interesse. Esta técnica alterou, de forma revolucionéria, a visdo que se

possuia até entdo sobre a utilizacdo de anticorpos como ferramentas de prevencao,
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diagndstico, tratamento de doencas, producao de vacinas e caracterizacdo antigénica

(Pandey, 2010; Siddiqui, 2010).

A producdo de anticorpos pela Tecnologia de Hibridomas pode resumir-se em
guatro passos principais: imunizagdo do animal, fusdo das células do baco com
células de mieloma, sele¢éo dos hibridomas e screening da producéo de anticorpos, e

por ultimo, clonagem e propagacao dos hibridomas de interesse (Tyagi et al., 2011).
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Figura 6- Esquema representativo da Tecnologia de Hibridomas para producdo de anticorpos

especificos contra antigénios de interesse (adaptado Pandey, 2010 e Tyagi et al., 2011).

O primeiro passo da técnica é a imunizacdo do murganho com o antigénio de
interesse. O animal é posteriormente sacrificado com o intuito de se isolar as células 3
do baco, produtoras de anticorpos. O passo seguinte envolve a fusao dos linfécitos
com uma linha celular de mieloma, previamente mantida em cultura, de onde se irdo
formam os hibridomas. Estes séo células com capacidade de se manter em cultura e
de se desenvolver rapidamente (caracteristica adquirida das células de mieloma), e

produtoras de anticorpos especificos para o antigénio de interesse (caracteristica
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adquirida dos linfocitos). Os hibridomas sdo posteriormente selecionados hum meio de
cultura seletivo e de seguida, é realizado um screening dos clones positivos, pela
técnica de ELISA, de forma a verificar os que produzem anticorpos com a
especificidade requerida. Apos selecionados os hibridomas, efetua-se a sua expansao
e producéo para obtencdao dos anticorpos monoclonais (Burry, 2010; Pandey, 2010;
Siddiqui, 2010; Tyagi et al., 2011).

Apesar do método ser relativamente dispendioso, o anticorpo produzido reconhece
apenas um epitopo do antigénio e a producdo de anticorpos monoclonais, ou Mabs,
mostra-se bastante eficaz quanto a especificidade e afinidade para o antigénio em
particular. A producdo ilimitada e os problemas minimos de reatividade que os
anticorpos monoclonais possuem, quando comparados com o0s anticorpos policlonais,

tornam a sua aplicacdo bastante vantajosa (Pandey, 2010; Tyagi et al., 2011).
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O trabalho experimental dividiu-se em trés partes principais. A primeira diz respeito

a caracterizacao e fracionamento proteico das colas animais selecionadas para este
estudo. Na segunda parte do trabalho efetuou-se a caracterizacdo de anticorpos
especificos produzidos para a cola de pele de coelho, bem como o estudo da sua
especificidade e reconhecimento. Na terceira parte do trabalho desenvolveram-se
ensaios de reconhecimento de colas animais em provetes de camada de preparacao
para pintura de cavalete, de forma a validar a metodologia desenvolvida neste trabalho

para posterior aplicacdo em amostras reais.

3.1. Caracterizacao das colas

3.1.1. Determinacdo do conteudo proteico

A quantificacdo das proteinas foi efetuada pelo método Bradford (Bradford, 1976)
nas amostras das colas animais totais e nas fra¢cdes purificadas pelas cromatografias
de troca iénica (IEC) e de exclusdo molecular (SEC). Este método baseia-se na
ligagdo entre o corante Azul de Coomassie G-250 e as proteinas (Kruger, 2002). Para
a construcdo da curva de calibracdo foram preparadas solucbes padrdo de BSA de
concentragbes 1, 2, 5, 10, 15, 20 pg mL™ (Anexo C, Figura 3434). Em microplacas
foram aplicados 100 pL da amostra (ou das solugbes padrdo, no caso da curva de
calibracdo) e adicionados 100 pyL da solugdo de Azul de Commassie G-250 0,6%.
Apo6s 3- 5 minutos foi lida a absorvancia a 590 nm, utilizando um leitor de microplacas

Multiskan GO da Thermo Scientific.

3.1.2. Determinacéo do conteudo glucidico

O conteudo glucidico nas amostras das colas animais totais e nas fracfes
purificadas por IEC ou SEC foi determinado pelo método do fenol- &cido sulfarico. O
fenol na presenca de acido sulfarico pode ser utilizado para quantificar de forma

colorimétrica microamostras de acucares e dos seus derivados, de oligossacaridos e
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de polissacaridos (Dubois et al., 1956). Efetuou-se uma curva de calibracdo com
solugdes padrdo de glucose de concentracéo 6, 12, 25, 50 e 100 pg mL™ (Anexo C,
Figura 3535) Em tubos de ensaio foram adicionados 100 pL da solu¢cdo em estudo
(amostras ou solucdes padrdo de glucose, no caso da curva de calibracdo) com 100
puL da solucdo de fenol a 5% e 500 pL de &cido sulftrico 95- 97%. No branco do
ensaio substituiu-se a solu¢cdo de acucar por tampao fosfato ou agua destilada,
consoante a quantificagcdo de polissacéridos nas fragdes purificadas por IEC/ SEC ou
nas amostras/padrbes de glucose, respetivamente. Apos 10 minutos a temperatura
ambiente, procedeu-se a agitacdo dos tubos de ensaio no vortex a velocidade
maxima. Aguardou-se 30 minutos a temperatura ambiente e por fim a absorvancia foi

lida a 490 nm, com o auxilio de um espetrofotometro U-3010 da Hitachi.

3.1.3. Determinacédo do conteudo lipidico

A determinacdo do conteddo em lipidos foi efetuada pelo método da
Sulfofosfovanilina (Cheng et al., 2011; Postma & Stroes, 1968). Para a construcdo da
curva de calibracdo utilizou-se o colesterol como padréo, com massas entre 0,0075 e
0,12 mg (Anexo C, Figura 3636). Em tubos de ensaio foram adicionados 100 uL de
solugcdo em estudo (amostras ou padrédo de colesterol, no caso da curva de calibracéao)
com 900 pL de uma solugéo cloroférmio/metanol (propor¢édo de 2:1) de forma a
proceder-se a extragcdo dos lipidos. No branco do ensaio substituiu-se a solucdo em
estudo por tampdo fosfato ou &gua destilada, consoante a quantificacdo de
polissacaridos nas fragBes purificadas por IEC/ SEC ou nas amostras/padrées de
glucose, respetivamente. Os tubos foram de seguida colocados num banho a 90°C
durante 10 minutos de forma a proceder-se a evaporacdo da solugdo, obtendo-se um
precipitado lipidico. Posteriormente foi adicionado 1 mL de &cido sulftrico
concentrado, tendo as amostras sido deixadas a arrefecer no gelo durante 2 minutos.

Por fim, adicionou-se 0,5 mL da solucdo de vanilina/ &cido fosférico 17% levando a
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formacdo de um croméforo de cor rosa, cuja absorvancia foi quantificada a 540 nm,

com o auxilio de um espetrofotémetro U-3010 da Hitachi.

3.1.4. Separacdao eletroforética das colas

A analise das quatro colas animais foi efetuada em condi¢Bes ndo desnaturantes e

desnaturantes.

3.1.4.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢cdes nao

desnaturantes

Para a eletroforese em gel de poliacrilamida em condigcbes ndo desnaturantes
(PAGE- Nativa) foi preparado um gel cuja constituicdo se encontra descrita na Tabela
1, tendo em conta que a adicdo do persulfato de amoénio a mistura é feita
imediatamente antes da aplicacdo do gel entre as placas. Como marcadores
moleculares foram utilizados a albumina do soro bovino (BSA) e um marcador
comercial da Bio-Rad com pesos moleculares entre 10- 250 kDa. Ap6s a
polimerizacdo do gel, preparou-se a eletroforese, utilizando o equipamento Mini-
PROTEAN da Bio-Rad. O gel foi colocado no suporte e adicionado o tampédo de
eletroforese (Anexo B), e as amostras preparadas colocando num eppendorf 10 pL da
amostra/ padrdo com 10 pL de tampéo de aplicacdo para PAGE- Nativa (Anexo B).
Ap6s a aplicacdo das amostras/ padrdes no gel (20 pL por poco), a corrida
eletroforética foi iniciada com uma diferenca de potencial de 100 V até que o azul de
bromofenol percorra todo o gel.

Na PAGE- Nativa o gel foi corado com uma solugéo corante de azul de coomassie
R- 250 (Anexo B) e descorado com uma solugéo de diferenciacdo (Anexo B). Por fim,
o registo fotografico foi realizado e as bandas foram reveladas numa camara de UV

(Bio- Rad) utilizando o software Quantity One.
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Tabela 1- Composicao dos géis de concentracdo e resolugédo para PAGE- Nativa.

Acrilamida: Bisacrilamida (8: 0,8) (mL) 1,562

Tampdao do gel de concentragdo (mL) -

Tampéao do gel de resolugdo (mL) 1,250
TEMED (uL) 5

Hz0 (mL) 1,933

Persulfato de aménio (mL) 0,250

1,250

3,243

0,500

3.1.4.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des

desnaturantes

Para analise por eletroforese em gel de poliacrilamida em condigbes desnaturantes
(SDS-PAGE) foi preparado um gel cuja constituicdo se encontra descrita na Tabela 2.
Como marcadores moleculares foram utilizados a BSA, a ovalbumina e um padréo
comercial NZY Colour Protein Marker Il (Nzytech) com pesos moleculares entre 11-
245 kDa. O procedimento para este tipo de eletroforese é semelhante ao utilizado na

PAGE- Nativa, tendo sido substituidos os tamp®&es de eletroforese e de aplicacdo das

amostras para tampdes para SDS- PAGE (Anexo B).

Os géis de poliacrilamida foram corados com a solugdo corante BlueSafe (Nzytech),

e o registo fotografico realizado, analisando ainda os géis numa camara de UV (Bio-

Rad) utilizando o software Quantity One.
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Tabela 2- Composic¢ao dos géis de concentragdo e resolugédo para SDS- PAGE.

Acrilamida: Bisacrilamida (8: 0,8) (mL) 1,562 5
Tampdao do gel de concentragdo (mL) - 1,250
Tampdo do gel de resolugdo (mL) 1,250
TEMED (uL) 5 7
SDS 10 % (uL) 50 100
H,O (mL) 1,883 3,143
Persulfato de aménio (mL) 0,250 0,500

3.1.5. Estudo da composicdo das colas por técnicas

espetroscopicas e cromatograficas

3.1.5.1. Espetroscopia de infravermelho com transformada de

Fourier (FTIR)

A caracterizacdo global das colas animais em estudo foi efetuada por espetroscopia
de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) num espetrémetro BRUKER
Alpha, utilizando a técnica de medicao de refletancia total atenuada (Corso et al.,
2012). Todos os espetros foram recolhidos na regi&io espetral de 4500 cm™ a 375 cm™
e foram determinados pela média de trés medi¢cbes independentes de 100 scans
acumulados com uma resolucdo espetral de 4 cm™. Os resultados obtidos foram
corrigidos e normalizados pelo software OPUS 6.5. (Na et al., 2010; Sjahfirdi et al.,

2012).

3.1.5.2. Espetroscopia p-Raman

Para a caracterizagdo global das colas em estudo utilizou-se espetroscopia p-

Raman. As determinacdes foram efetuadas num espetrometro Raman HORIBA
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XploRA equipado com um separador de feixe de quartzo (quartz beam splitter), um
detetor CCD (Charge Coupled Device) e um laser de excitagdo de 638 nm. O espetro
de cada cola animal foi recolhido na regido espetral de 300 cm™ a 2300 cm™, numa
sala escura a temperatura ambiente, utilizando um laser de 100 mW, com a objetiva
de 50x, através da medicdo de 5 scans acumulados com uma resolucéo espetral de 5
cm™ e com um tempo de exposicdo de 5 segundos. Os resultados obtidos foram

corrigidos utilizando o software NGS LabSpec 5 (Copyright 2008).

3.1.5.3. Cromatografia liquida de elevada eficiéncia (HPLC)

As amostras de colas animais foram separadas por HPLC usando uma coluna de
cromatografia de exclusdo molecular Shodex SB-803 HQ (8 x 300 mm, id 6 um), com
um intervalo de fracionamento entre 1- 100 kDa. O sistema de HPLC utilizado estava
equipado com uma bomba Hitachi Elite LaChrom Pump L-2100 com um injetor de
loop, acoplado a um detetor ultravioleta de comprimento de onda variavel (Hitachi L-
2400) usado a 280 nm, e um detetor RI (Hitachi L-2490). Foram aplicados 50 pL da
amostra diluida da cola em estudo, previamente filtradas em filtros Millipore HA 0,45
pMm, na coluna de exclusdo molecular, utilizando uma solucdo aquosa de 0,05% de
NaCl como fase mével, a um fluxo de 0,6 mL min™. Foram utilizados padrdes de
polietilenoglicol (PEG) 1,5 kDa, 3 kDa, 6 kDa e 20 kDa, da Sigma Chemical Co., MO,
USA e as proteinas urease (480 kDa), BSA (66 kDa), ovalbumina (45 kDa) e tripsina

(20,1 kDa) (Anexo D, Figuras 38 e 40) (Arteiro et al., 2012; Salvador et al., 2012).

3.2. Purificacao das proteinas das colas

A separacdo e purificacdo do conteudo proteico das colas animais foi efetuada por

cromatografia de troca i6nica (IEC) e por cromatografia de exclusdo molecular (SEC).
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3.2.1. Separacao do conteudo por cromatografia de troca idnica

Para a separacao das proteinas por IEC foi utilizada uma coluna de 10 mL, usando
como fase estacionaria uma resina DEAE Sepharose Fast Flow (GE Healthcare), um
permutador fraco de anibes, e como fase mével tampéao fosfato de potassio 50 mM, pH
6. Na coluna foi aplicado 1 mL de cola animal, e a eluicdo da amostra na fase inicial de
lavagem da coluna foi efetuada a um caudal de 0,5 mL min™, bem como todo o ensaio.
Foram recolhidas no total 68 fraces com um volume de 2 mL, onde a absorvancia das
fragbes recolhidas foi medida a 280 nm, de forma a acompanhar a evolugcdo do
cromatograma e verificar a eluicdo das proteinas que néo se ligam a coluna, com o
auxilio de um espetrofotometro U-3010 da Hitachi. De forma a eluir as proteinas que
ficam retidas na resina, foi aplicado um gradiente de cloreto de potassio (KCl) entre 0 e
1 M (25 mL tampao fosfato de potassio: 25 mL tampao fosfato de potassio com KCI 1
M). Para finalizar a eluicdo das proteinas aplicou-se um volume de KCI 1 M,

terminando com KCI 2 M para confirmar a total eluicao.

3.2.2. Separacdo do conteudo por cromatografia de exclusédo

molecular

Na separacdo das proteinas pela SEC utilizou-se como fase estacionaria uma
resina Sephacryl S- 100 (GE Healthcare) com um intervalo de fracionamento entre 1 e
100 kDa, e como fase mével um tampao de fosfato de potassio 50 mM, pH 6. De
seguida, procedeu-se a preparacdo do sistema cromatogréfico, constituido por uma
coluna de vidro, com um volume de 62,8 mL, a qual foi adaptada uma bomba
peristaltica de fluxo variavel. Apdés o empacotamento da coluna, foi aplicado nesta 2
mL de cola animal, e a eluicdo da amostra foi efetuada a um fluxo de 0,5 mL min™.
Foram recolhidas no total 102 fragcbes com um volume de 1,5 mL, onde a absorvancia

foi acompanhada a 280 nm, com o auxilio de um espetrofotometro U-3010 da Hitachi.
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Para determinar o peso molecular das proteinas das fracdes recolhidas, foi
construida uma curva de calibragdo (Anexo E, Figura 42) utilizando como padrdes a
BSA (66 kDa), ovalbumina (45 kDa), tripsina (20,1 kDa) e citocromo ¢ (12,3 kDa), e

como volume de excluséo o padréo azul dextrano (2000 kDa).

3.3. Analise dos anticorpos produzidos

3.3.1. Detecéo e quantificagdo por ELISA

A confirmacdo do reconhecimento da cola animal pelos anticorpos produzidos foi
efetuada por ELISA. O antigénio foi aplicado nas microplacas de 96 pogos (50 pL/
poco) numa concentracdo de 300 mg mL™, diluido num tamp&o PBS 1x (pH 7,2). Ap6s
a lavagem dos pogos com o tampé&o PBS 1x (150 pL/ pogo), foi utilizada uma solugéo
de BSA 1% como solucéo de bloqueio (100 uL/ poco) aguardando durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Posteriormente foram aplicados os anticorpos produzidos (50
pL/ poco, direto ou diluido numa solugéo de BSA 0,1% em PBS 1x) e sucedeu novo
periodo de incubacédo a 37°C, 1 hora. Seguiu-se novamente passos de lavagem com
tampdo PBS- Tween 20 0,05% (150 pL/ pogo), e um segundo anticorpo conjugado
com fosfatase alcalina, especifico para o primeiro, foi adicionado (50 pyL/ po¢o) com as
respetivas diluicbes em BSA 0,1% em PBS- Tween 20 0,05%: IgG (Rabbit anti-mouse
IgG alkaline phosphatase conjugate, 1:1000) ou IgM (Rabbit anti-mouse IgM alkaline
phosphatase conjugate, 1:5000). Apés novo periodo de incubagcdo a 37°C,1 hora,
foram aplicados varios passos de lavagem (150 puL/ pogo) com o tampé&o PBS- Tween
20 0,05%, H,O destilada e tampéao glicina 0,1 M. Por ultimo aplicou-se substrato do
enzima P-nitrofenilfosfato (p-NPP) (50 pL/ pogo), da Sigma Chemical Co., MO, USA, e
aguardou-se a reacdo a 37°C, durante 30 minutos, acompanhando a absorvancia a
405 nm, utilizando um leitor de microplacas Multiskan GO da Thermo Scientific. (Liu et

al., 2010; Zhou et al., 2012)
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Durante o ensaio efetuou-se o0s seguintes controlos para validar o ensaio: sem

antigénio, sem 1° anticorpo, sem 2° anticorpo e sem substrato.

Os resultados foram expressos em unidades de anticorpo por mL, sendo uma
unidade de anticorpo definida como a quantidade de anticorpo necessaria para
produzir o aumento de uma unidade de absorvancia a 405 nm apos 30 min de reagdo
do anticorpo conjugado anti-mouse IgG ou IgM com o substrato (Martins et al., 2005;

Martins et al., 2011).

Figura 7- Placa de 96 pogos para realizar ensaios ELISA. Os pogos com coloracdo amarela indicam

0s pocos onde ocorreu reconhecimento do antigénio pelo anticorpo.

3.3.2. Determinacédo da especificidade dos anticorpos por Western

Blotting

A especificidade dos anticorpos foi determinada por Western Blotting. Em primeiro
lugar, foi efetuada uma eletroforese das amostras, em condi¢cdes nativas, utilizando
dois géis de poliacrilamida (4%). Cada gel foi dividido em duas sec¢fes, uma para
posterior coloracdo com solugéo corante de azul de coomassie R-250, e outra utilizada
para realizar a transferéncia das proteinas para uma membrana de nitrocelulose,
utilizando VWR® Mini PAGE Eletroblotting System, com uma intensidade de corrente
2 mA/ cm?® de gel (Age= 49,8 cm?, 2 MA X Ag= 99,6 MA, aproximadamente 100 mA).

Apos 3 horas de transferéncia, uma ELISA foi realizada para avaliar o reconhecimento
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das bandas das amostras proteicas transferidas pelos anticorpos produzidos. Foi
aplicado um segundo anticorpo conjugado com fosfatase alcalina, neste caso IgG
diluido 1:1000 num tampado TTBS (Anexo B) e 5-bromo-4-cloro-indolil fosfato (BCIP)

como substrato diluido em Tampé&o Tris (AnexoB).

3.4. Reconhecimento das colas animais em provetes de

camada de preparacéo para pintura de cavalete

Foram construidas provetes de camada de preparagcdo para pintura de cavalete
utilizando as diferentes colas animais: cola de pele de coelho, cola de coelho e cola de
pele de carneiro. Estas provetes foram produzidas no Departamento de Conservacéo
e Restauro de Pintura do Instituto de Conservacdo dos Museus, Laboratério José de
Figueiredo. Recolheram-se pequenos fragmentos de amostra com cerca de 1 mg da
superficie da provete para tubos eppendorf (1,5 mL), com a ajuda de um bisturi e
adicionaram-se 500 pL de tampéo PBS 1x (pH 7.2). As amostras foram colocadas num
banho de ultrassons durante trés horas e incubadas a 25°C durante 24 horas, em
agitacao orbital a 250 rpm (Palmieri et al., 2013; Palmieri et al., 2011). Apds o periodo
de incubacdo as amostras foram centrifugadas a 3000 g durante 15 min, o

sobrenadante foi recolhido e utilizado como antigénio nos ensaios de ELISA.

Figura 8- Provetes utilizadas nos ensaios para obtencdo das amostras proteicas. A- Provete de cola de

pele de coelho, B- Provete de cola de coelho, C- Provete de cola de carneiro.




4. RESULTADOS
E DISCUSSAO







Resultados e Discusséo

4.1. Caracterizacéo das colas

4.1.1. Determinacdo do conteludo organico das colas animais

Selecionaram-se quatro aglutinantes proteicos para estudo, comumente utilizados
nas pinturas de cavalete para estudo: a cola animal de pele de coelho, cola animal de
coelho, cola animal de pele de carneiro e cola animal de pescada.

Nas colas animais foi determinado o conteudo em proteinas, polissacaridos e
lipidos. Na figura 9 esté@o representados as percentagens do contetdo organico total

de cada aglutinante.

(a) (b)
0,218 2,148
24,6
411
56,7
75,2
mProteina mGlicidos  Lipidos mProteina = Glucidos  Lipidos
0,679
(c) ’ (d)

41,9

56,0
66,5

mProteina mGlicidos = Lipidos m Proteina ®Glucidos ® Lipidos

Figura 9- Composigdo organica, em percentagem (%), dos aglutinantes em estudo. (a)- Cola de
Pele de Coelho, (b)- Cola de Coelho, (c)- Cola de Pele de Carneiro, (d)- Cola de Pescada.

Todas as colas sdo constituidas por mais de 50% em proteinas, onde o contetdo
proteico varia entre 56% na cola de pele de carneiro, até cerca de 75% na cola de pele

de coelho. A concentracdo de glacidos é inferior, oscilando entre 25% na cola de pele
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de coelho e 42% na cola de carneiro. O conteudo lipidico é mais baixo, inferir a 2,5%
em todas os aglutinantes.
De facto os materiais organicos utilizados como ligandos em pinturas de cavalete

séo, maioritariamente, de origem proteica.

4.1.2. Analise de proteinas presentes nas colas animais por

métodos eletroforéticos

Foram efetuadas eletroforeses em condi¢des ndo desnaturantes (PAGE- Nativa)
para as quatro colas em estudo, revelando a presenca de proteinas com massas

moleculares superiores a 250 kDa (Figura 10).

250
Albumina (trimero) - 198

Albumina (dimero) - 132
100

75

Albumina (mondémero) - 66

Figura 10- Eletroforetograma PAGE- Nativa das colas animais. M;- Padrdao comercial; M,- BSA; C;-

Cola de Pele de Coelho; C,- Cola de Coelho; Cs- Cola de Pele de Carneiro; C,- Cola de Pescada.

As diferentes mobilidades eletroforéticas observadas demonstram que as quatro
colas animais tém diferente constituicdo proteica. A Figura 11 apresenta um
eletroforetograma para o0s mesmos aglutinantes, efetuado em condigbes

desnaturantes.
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Figura 11- Eletroforetograma SDS- PAGE das colas animais. M;- Padrdo comercial; M,- BSA; Ms-
Ovalbumina; C;- Cola de Pele de Coelho; C,- Cola de Coelho; C5- Cola de Pele de Carneiro; C,-

Cola de Pescada

O eletroforetograma SDS-PAGE permitiu a visualizacdo de bandas proteicas
distintas para cada cola animal em estudo. A cola de pele de coelho (C;) apresentou
duas bandas distintas, uma com cerca de 66 kDa e uma segunda banda com MM
entre 90 e 100 kDa. A cola de coelho (C,), por sua vez, mostrou trés bandas distintas,
uma com MM entre 75 e 90 kDa e duas bandas com MM superiores a 245 kDa. Na
cola de pele de carneiro (Cs) verifica-se também a presenca de duas bandas com MM
superiores a 245 kDa, tal como na cola de coelho, mas com mobilidade eletroforética
diferente, sendo esta ligeiramente superior na cola de pele de carneiro. Por ultimo, a
cola de pescada (C,) revelou a presenca de duas bandas proteicas, uma com cerca de
100 kDa e uma segunda banda com MM superior a 245 kDa.

Maioritariamente as colas séo constituidas por colagénio, pois sdo produzidas a
partir de pele, osso, musculos, entre outros (Lluveras et al., 2010). Os resultados
obtidos neste trabalho confirmam a presenca de proteinas distintas, consoante a
origem da cola animal em estudo, 0 que sugere que para ensaios imunolégicos €&
fundamental a producdo de anticorpos especificos dirigidos para cada um destes
aglutinantes e/ou fracGes proteicas maioritarias, de forma a conseguir diferenciar a

origem animal do ligando proteico utilizado nas pinturas.
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4.1.3. Analise de proteinas presentes nas colas animais por

métodos cromatograficos

A separacdo das colas animais foi efetuada por HPLC, utilizando uma coluna de

exclusdo molecular e detetores de UV e RI (SEC-UV-RI-HPLC). A Figura 12 mostra os

cromatogramas obtidos para cada uma das colas.
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Figura 12- Analise HPLC dos aglutinantes utilizando detetores de Rl e UV acoplados com SEC (MM-
massa molecular, kDa). A- cola animal de pele de coelho, B- cola animal de coelho, C- cola animal de
pele de carneiro, D- cola animal de pescada.

De uma forma geral, foi possivel detetar entre trés a quatro compostos proteicos,

alguns deles associados a compostos glucidicos (Tabela 3).
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Tabela 3- Massas moleculares médias dos compostos proteicos e glucidicos presentes nos

aglutinantes, determinados por cromatografia de exclusdo molecular num sistema HPLC.

Cola de Pele

> 100 < 100 >66 47,6 <20,1 <100 >20 1,7
de Coelho
Colade
> 100 61,4 <20,1 16,5 2,1
Coelho
Cola de Pele
) > 100 > 100 56,9 9,5 4,7
de Carneiro
Colade
> 100 > 100 62,3 12,4
Pescada

Os valores das massas moleculares séo resultado da média de trés medi¢g6es independentes.

Para a cola de pele de coelho foi possivel separar quatro compostos proteicos com
massas moleculares diferentes, um com MM superior a 100 kDa e outro com MM entre
66 kDa e 100 kDa, que parecem estar associadas a compostos glucidicos. Outros dois
compostos proteicos foram detetados, um composto com MM de 51,8 kDa e um ultimo
inferior a 20,1 kDa.

Na cola de coelho, por sua vez, separaram-se trés compostos proteicos, um com
MM superior a 100 kDa e um segundo com MM de 61,4 kDa, que parecem estar
associados a compostos glucidicos. Um ultimo composto proteico foi separado, com
MM inferior a 20,1 kDa.

A cola de pele de carneiro apresentou trés compostos proteicos de MM diferentes,
dois dos quais com MM superior a 100 kDa, onde o primeiro parece estar associado a
um composto glucidico.

Por dltimo, a cola de pescada mostrou trés compostos proteicos com MM
diferentes, dos quais dois apresentam MM superior a 100 kDa. O ultimo composto

apresenta MM de 62,3 kDa.
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Os dados cromatogréficos corroboram com os dados eletroforéticos, demonstrando
o diferente conteudo proteico destes ligandos, refletindo também uma diferente
composicao glucidica das amostras, o que confirma a presenca de compostos

polissacaridicos nestes aglutinantes.

4.1.4. Analise das colas animais por métodos nao destrutivos

7

Para a caracterizacdo e identificacdo de amostras reais € necessario encontrar
técnicas que sejam ndo destrutivas e que permitam a analise diretamente nos objetos
em estudo.

A caracterizacgédo total das quatro colas animais foi efetuada pelas técnicas de FTIR-
ATR e Raman, duas técnicas ndo destrutivas.

As figuras 13- 16 mostram 0s espetros obtidos para os aglutinantes animais por
FTIR e Raman. A atribuicdo das bandas dos espetros com os respetivos compostos foi

efetuada de acordo com a leitura.

3283 (a) 900-1200 (b)

Unidades arbitrarias
Unidades arbitrarias

4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 300 560 9(I)0 12I00 15I00 18I00 21I002300

- . -1
Ntmero de onda (cm™1) Numero de onda (cm™)

Figura 13- Espetro FTIR- ATR (a) e espetro Raman (b) da cola animal de pele de coelho.
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Figura 14- Espetro FTIR- ATR (a) e espetro Raman (b) da cola animal de coelho.
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Figura 15- Espetro FTIR- ATR (a) e espetro Raman (b) da cola animal de pele de carneiro.
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Figura 16- Espetro FTIR- ATR (a) e espetro Raman (b) da cola animal de pescada.
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A observacdo dos espetros permitiu a identificacdo de bandas de IR intensas e
amplas na regido espetral entre 3000 cm™ e 3500 cm™ que surgem das vibracdes de
elongacao OH dos hidroxilos e da agua (Akon & Min, 2008; Corso et al., 2012; Duygu
et al., 2012; Na et al., 2010). Bandas moderadas de IR nas colas de pele de coelho,
coelho e pele de carneiro de cerca de 2918/ 2919 cm™ devem-se as vibracdes de
elongacdo CH, dos lipidos (Akon & Min, 2008; Corso et al., 2012; Dean et al., 2010;
Duygu et al., 2012). As duas bandas intensas e moderadas de IR na zona entre 1550
cm™® e 1650 cm™ correspondem as vibracdes de elongacdo C=0, C-O e N-H,
provenientes da presenca das proteinas Amida | e Amida Il (Akon & Min, 2008; Dean
et al., 2010; Stuart, 2007; Synytsya et al., 2009). Bandas no espetro Raman na regido
entre 1500 cm™ e 1700 cm™ s&o carateristicas das mesmas vibracdes de elongacéo
dos grupos proteicos Amida | e Amida Il (Synytsya et al., 2009; Vandenabeele et al.,
2000). Bandas moderadas e pequenas de IR na zona dos 1450 cm™ correspondem a
elongacao CH, e CH; do grupo metilo das proteinas (Corso et al., 2012; Dean et al.,
2010). Bandas de IR moderadas e fracas, e bandas Raman na regido dos 900 cm™a
cerca de 1200 cm™ sdo carateristicas de carbohidratos, e correspondem as vibracdes
de acoplacdo CO e elongacdo CC, e as vibracdes de deformacdo COH dos
polissacéaridos (Corso et al., 2012; Dean et al., 2010; Na et al., 2010; Stuart, 2007).
Bandas Raman na regido espetral de aproximadamente 899 cm™ e na regido entre
450 cm™ e 500 cm™ podem ser associadas & presenca de polissacaridos B e a-
glucanos. (Na et al., 2010; Synytsya et al., 2009)

E importante conhecer as assinaturas moleculares dos aglutinantes para
subsequente detecdo em amostras reais. A presenca destas assinaturas nos espetros
de Raman néo possibilitou distinguir a origem da cola animal mas claramente indica a
presenca de aglutinantes proteicos. Os espetros de FTIR-ATR parecem permitir
discriminar as colas de coelho das colas de carneiro e peixe, no entanto um estudo

mais alargado utilizando diferentes lotes destas colas € necesséario para confirmar
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estes resultados. Por outro lado a aplicabilidade destas analises em amostras reais

pode estar limitada devido a outras interferéncias com a matriz da pintura.

4.2. Fracionamento das proteinas maioritarias das colas

animais

As amostras das quatro colas foram fracionadas por cromatografia de troca iénica
(IEC) e cromatografia de exclusdo molecular (SEC). E importante obtermos fracdes
das diferentes proteinas das colas para se poder detetar quais das fraces proteicas
sao reconhecidas pelos anticorpos.

As figuras 17- 20 mostram os cromatogramas obtidos utilizando a IEC para purificar
as colas animais em estudo. Apresentam também o teor em proteina e polissacarido
nas fracdes purificadas. A quantificacdo de lipidos nédo foi efetuada pois a quantidade

destes era apenas vestigial.
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Figura 17- Fracionamento por IEC da cola animal de pele de coelho e determinacao do contetdo
proteico e glucidico nas fragdes purificadas. Os valores apresentados séo resultado da média +
desvio padrao de quatro réplicas. F,- fracéo proteica recolhida antes da aplicacdo do gradiente; I, Il-

fracOes proteicas recolhidas durante o gradiente.
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Figura 18- Fracionamento por IEC da cola animal de coelho e determinacé@o do conteudo proteico e

glucidico nas frag8es purificadas. Os valores apresentados sdo resultado da média + desvio padréo

de quatro réplicas. F;- fracdo proteica recolhida antes da aplicacdo do gradiente; I, Il- fracdes
proteicas recolhidas durante o gradiente.
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Figura 19- Fracionamento por IEC da cola animal de pele de carneiro e determinagdo do contetido
proteico e glucidico nas fragcbes purificadas. Os valores apresentados sdo resultado da média +
desvio padrdo de quatro réplicas. F;- fragcao proteica recolhida antes da aplicacéo do gradiente; I, II-
fracOes proteicas recolhidas durante o gradiente.
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Figura 20- Fracionamento por IEC da cola animal pescada e determinacdo do contetdo proteico e
glucidico nas frag6es purificadas. Os valores apresentados séo resultado da média + desvio padréo
de quatro réplicas. F;- fracao proteica recolhida antes da aplicacdo do gradiente; I- fragdo proteica

recolhida durante o gradiente.

Por cromatografia de troca ionica foi possivel separar duas fracdes aniénicas nas
colas de pele de coelho (Figura 17), cola de coelho (Figura 18) e cola de pele de

carneiro (Figura 19), e uma Unica fragdo anionica na cola de pescada (Figura 20).

Tabela 4- Percentagem proteica e polissacaridica recolhida apds o fracionamento das colas na

coluna de IEC.

Proteinas 95,6 75,6 56,6 455

Polissacaridos 81,5 92,6 94,5 98,0

Pela determinag&o do conteddo em proteinas e polissacaridos pode verificar-se, de
uma forma geral, que o fracionamento correspondeu a percentagens de recuperacao
elevadas, superior a 55% no conteudo proteico e superior a 80% no conteudo

glucidico, com excecdo da eluicdo da proteina na cola animal de pescada, onde
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apenas foi possivel recolher 45,5% do valor total de proteinas da cola em estado bruto
(Tabela 4).
Nas figuras 21- 24 estdo apresentados 0s cromatogramas obtidos para cada

aglutinante por SEC.
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Figura 21- Fracionamento por SEC da cola animal de pele de coelho e determinagédo do contetdo

proteico e glucidico nas fracdes recolhidas. Os valores apresentados sdo resultado da média +

desvio padrdo de quatro réplicas. I, II, lll, IV, V, VI, VII, VIII- fracdes purificadas selecionadas.
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Figura 22- Fracionamento por SEC da cola animal de coelho e determinacdo do contetido proteico e
glucidico nas fragdes recolhidas. Os valores apresentados séo resultado da média + desvio padrao

de quatro réplicas. I, II, IIl, IV, V, VI, VII - fra¢Bes purificadas selecionadas.
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Figura 23- Fracionamento por SEC da cola animal de pele de carneiro e determinac¢do do conteudo

proteico e glucidico nas fracdes recolhidas. Os valores apresentados séo resultado da média +
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Figura 24- Fracionamento por SEC da cola animal de pescada e determinacéo do contelido proteico

e glucidico nas fragBes recolhidas. Os valores apresentados séo resultado da média + desvio

padrdo de quatro réplicas. I, I, 11, IV, V, VI, VII - fragbes purificadas selecionadas.

A tabela 5 apresenta a percentagem de recuperacdo em proteina e em glucidos,

apos fracionamento das colas animais por SEC.
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Tabela 5- Percentagens de recuperacdo de proteina e polissacéarido apds fracionamento das colas

animais por SEC.

Cola de Pele Cola de Cola de Pele
Percentagem (%) : Cola de Pescada
de Coelho Coelho de Carneiro
Proteina 77,6 98,2 47,4 31,7
Polissacaridos 98,4 77,7 95,0 85,3

Pela determinagdo das percentagens de recuperagdo de proteina e polissacarido
(Tabela 5), o contetdo em proteinas e polissacaridos pode verificar-se que o
fracionamento mostrou percentagens de recuperagéo elevadas, de uma forma geral,
superior a 75% no conteudo polissacaridico e proteico, com excec¢do da eluicdo da
proteina na cola animal de pele de carneiro e de pescada, onde apenas foi possivel
recolher 47,4% e 31,7%, respetivamente, do valor total de proteinas da cola em estado
bruto.

Na tabela 6 estdo apresentadas as massas moleculares das proteinas purificadas

por SEC.

Tabela 6- Massas moleculares das frag8es proteicas purificadas presentes nos aglutinantes, obtidas
por SEC.

Fracdes

Aglutinantes Massas Moleculares (kDa)

Cola de Pele

> 66 < 100 47,4 38,8 31,8 14,3 <123 <123 <123
de Coelho
Colade
> 100 >100 >66<100 31,8 26 14,3 <123
Coelho
Cola de Pele
) > 100 > 100 > 100 57,9 31,8 <123 <123
de Carneiro
Colade
> 100 17,4 <123 <123 <123 <123 <1273

Pescada
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Na cola de pele de coelho foi possivel separar oito frac6es proteicas, trés fracfes

com MM inferior a 12,3 kDa, quatro com MM de 14,3 kDa, 31,8 kDa, 38,8 kDa e 47,4
kDa e uma com MM entre 66 kDa e 100 kDa.

Na cola de coelho a técnica de SEC permitiu a separacao de sete fragcdes proteicas,
uma com MM inferior a 12,3 kDa, trés fracbes com MM de 14,3 kDa, 26 kDa e 31,8
kDa, uma fracdo com MM superior a 66 kDa e duas fracbes onde nédo foi possivel
determinar a MM, sendo esta superior a 100 kDa.

Na cola de pele de carneiro separaram-se sete fracdes proteicas, duas fracdes com
MM inferior a 12,3 kDa, duas fracdes com MM de 31,8 kDa e 57,9 kDa e as restantes
com MM superior a 100 kDa.

Por dltimo, na cola de pescada foi possivel separar sete fracfes proteicas, cinco
com MM inferior a 12,3 kDa, uma fragdo com MM 17,4 kDa e uma ultima fragdo
superior a 100 kDa.

As fragOes obtidas foram usadas nos ensaios de reconhecimento e seletividade dos

anticorpos (ponto 4.3.3.).

4.3. Andlise dos anticorpos produzidos

4.3.1 Reconhecimento da cola de pele de coelho pelos anticorpos

A producdo de anticorpos para o aglutinante de pele de coelho foi efetuada pela
Tecnologia de Hibridomas e obtiveram-se dez anticorpos diferentes: 5.34, 3.18/2.2,
3.14,4.26, 1.4, 3.24, 2.14, 3.18, 2.13, 2.17.

A tabela 7 mostra a classe dos anticorpos e o reconhecimento do aglutinante pelos

varios anticorpos.
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Tabela 7- Atividade do anticorpo na determinagdo do reconhecimento da cola animal de pele de

coelho e respetiva classe.

5.34

3.18/2.2

3.14

4.26

14

3.24

2.14

3.18

2.13

2.17

19G
IgG
IgM
19G
IgM
IgG
IgM
IgM
[s]€]

[s]€]

96,45 + 2,62
1,45+0,14
80,70 + 7,57
0,85+ 0,06
3,05+0,24
3,00+0,20
0,90 + 0,07
0,80+ 0,02
41,05+ 2,52

23,14 +1,34

Os valores de atividade do anticorpo resultam da média + desvio padréo de trés réplicas.

Verificou-se que, de todos os anticorpos produzidos especificamente para o

aglutinante de pele de coelho, os anticorpos 2.13, 2.17, 3.14 e 5.34 mostraram maior

reconhecimento para o antigénio, tendo este sido superior nos 5.34, 3.14 e 2.13, com

uma atividade de 96,45 + 2,62 U mL™, 80,70 + 7,57 U mL* e 41,05 + 2,52 U mL?,

respetivamente. Para o anticorpo 2.17 a atividade foi apenas de 23,14 + 1,34 U mL™.

4.3.2. Especificidade dos anticorpos para a cola animal de pele de

coelho

A especificidade dos anticorpos 2.13, 2.17, 3.14 e 5.34 para o aglutinante animal de

pele de coelho foi determinada pelo método ELISA utilizando vérios tipos aglutinantes

(colas animais de coelho, pele de carneiro e pescada, gema, clara e leite) e antigénios

comerciais (albumina e ovalbumina). A tabela 8 mostra os valores de reconhecimento,

indicados pela atividade do anticorpo (U mL™) para cada antigénio em estudo.
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Tabela 8- Atividade do anticorpo para determinacgéo da especificidade dos anticorpos produzidos.

Cola de Pele de
48,45 + 1,04 22,46 + 3,93 90,28 + 8,65 104,87 + 11,02

Coelho
Cola de Coelho 16,90 + 1,24 16,98 £ 2,29 1,57 + 0,25 124,12 + 12,66
Cola de Pele de
Carneiro 18,42 + 1,08 21,28 + 5,06 0,08 £ 0,00 99,80 + 3,87
Cola de Pescada 2,66 £ 0,24 21,55 +2,76 1,90+ 0,42 112,57 + 9,48
Gema 0,67 £ 0,09 47,77 £5,98 1,27 £0,22 1,53 +0,07
Clara 0,28 + 0,07 3,80+ 0,86 1,07+0,14 1,73+0,03
Leite 0,26 £ 0,03 1,26 £ 0,23 1,20+0,10 1,70 £ 014
Albumina 1,62 +0,27 32,10+ 3,96
Ovalbumina 1,96 £ 0,14 4,52 +1,13

Os valores de atividade do anticorpo resultam da média + desvio padrao de trés réplicas.

O anticorpo 2.13 apresentou reconhecimento para as quatro colas animais, sendo
inferior na cola de pescada. A atividade de anticorpo apresentada para o aglutinante
de pele de coelho foi de 48,45 + 1,04 U mL™, seguindo-se a cola de pele de carneiro
com uma atividade de 18,42 + 1,08 U mL™, o aglutinante de pele de coelho com uma
atividade de 16,90 + 1,24 U mL™" e por Gltimo, a cola de pescada com uma atividade
de 2,66 + 0,24 U mL™ Para os restantes antigénios a cola ndo mostrou
reconhecimento.

O anticorpo 2.17 mostrou reconhecimento especialmente para as colas animais,
para a gema e para a albumina comercial. Os valores de atividade para a gema foram
de 47,77 + 5,98 U mL™, seguindo-se a albumina comercial com 32, 10 # 3,96 U mL™.
Para as colas comerciais os valores de atividade encontram-se entre 14 e 25 + desvio
padrdo U mL™.

O anticorpo 5.34 apresentou reconhecimento para as quatro colas animais com

atividade de anticorpo semelhante. A atividade para a cola pele de coelho foi de
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124,87 + 11,02U mL™, seguindo a cola de coelho com 114,12 + 12,66 U mL™, a cola
de pescada com 112,57 + 9,48 U mL™ e, por dltimo a cola de pele de carneiro com
atividade de anticorpo de 99,80 + 3,87 U mL™.

De todos os anticorpos que mostraram reconhecimento para a cola animal de pele
de coelho o anticorpo 3.14 mostrou ser seletivo para este aglutinante com uma

atividade de 90,28 + 8,65 U mL™.

4.3.3. Especificidade do anticorpo 3.14 para fracdes proteicas da

cola de pele de coelho

Pela técnica de ELISA efetuou-se um screening de reconhecimento das fracdes
proteicas da cola de pele de coelho obtidas pelas técnicas de IEC (Figura 16) e SEC
(Figura 20).

A tabela 10 apresenta os valores de reconhecimento obtidos para as fragcdes IEC e

SEC, respetivamente.

Tabela 9- Atividade do anticorpo 3.14 na determinag&o do reconhecimento das fragcdes obtidas por
IEC e SEC.

F1 I ]

5,87 +0,75 4,03+1,16 2,60+0,48

| Il Il v Vv VIl

4,28 +0,42 6,08 + 0,81 4,88 + 0,53 3,28 £ 0,20 12,80 + 2,10 27,80+ 2,74

Os valores de atividade do anticorpo resultam da média + desvio padréo de trés réplicas.

Nas fracdes obtidas por IEC, o anticorpo 3.14 mostrou reconhecimento para todas
as fracOes, apresentando maior reconhecimento para a fracdo F;, com uma atividade

de 5,87 + 0,75 U mL™?, seguindo-se a fracdo | com 4,03 £ 1,16 U mL'ea fracéo Il com
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uma atividade de 2,60 + 0,48 U mL™. Nas fracGes obtidas por SEC, o anticorpo 3.14

mostrou reconhecimento para todas as fragOes testadas, sendo superior nas fracoes
I, V e VIII, onde as atividades foram 6,08 + 0,81 U mL™, 12,80+ 2,20 UmL™ e 27,80 +
2,74 U mL™", respetivamente.

Os resultados de Western Blotting para as fracdes IEC podem observar-se na

Figura 5.

.

Albumina (trimero) — 198 kDa — (

Albumina (dimero) — 132 kDa —— (

Albumina (monémero) — 66 kDa —— (

(a)

Figura 25- Especificidade do anticorpo 3.14 as fracdes proteicas por IEC da cola de pele de coelho.
(a)- eletroforese em gel de poliacrilamida, em condi¢des ndo desnaturantes (4%), (b)- membrana de
nitrocelulose apdés incubagdo com o anticorpo e revelagdo, C;- cola de pele de coelho, F;- fracao
antes da aplicacéo do gradiente KCI, | e II- fragBes IEC, M- BSA.

A cola de pele de coelho apresenta duas bandas proteicas com MM superior a 198
kDa. A fragdo F;, bem como as fragbes recolhidas no gradiente de KCI na IEC,
apresentam uma Unica banda, que correspondem as bandas na cola original. Apos
processo de transferéncia das proteinas do gel de poliacrilamida para a membrana de
nitrocelulose, foi efetuada a incubac¢do da membrana com o anticorpo 3.14. Verificou-
se o reconhecimento do anticorpo na amostra de cola total de pele de coelho e na
amostra correspondente a fragéo | de IEC, parecendo ser esta a proteina responséavel

pela seletividade do anticorpo produzido.
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4.3.4. Ensaios de reconhecimento de colas animais em provetes de

camada de preparacao para pintura de cavalete

Os anticorpos que mostraram reconhecimento e especificidade foram utilizados no
desenvolvimento de ensaios de miniaturizagdo em provetes de camada de preparacéo
para pintura de cavalete. Apds microamostragem (cerca de 4 mm?) foi possivel
otimizar uma metodologia de analise que incluiu a extracdo da amostra e posterior
doseamento por ELISA.

Na tabela 9 estdo apresentados os valores de reconhecimento dos anticorpos 2.13
e 3.14 para as diferentes provetes analisadas.

Tabela 10- Atividade dos anticorpos selecionados, indicadora do reconhecimento destes as

provetes.

2.13 49,21 +1,20 16,24+ 1,04 15,21 +£1,32

3.14 124,80 + 19,66 1,89+0,18 1,06+0,14

Os valores de atividade do anticorpo resultam da média + desvio padréo de trés réplicas.

O anticorpo 3.14 foi especifico para a provete constituida por pele de coelho, com
uma atividade de 124,80 + 19,66 U mL™. Para as provetes de coelho e pele de
carneiro o anticorpo em estudo ndo apresentou reconhecimento. O anticorpo 2.13
apresentou atividade para as trés provetes, sendo este valor superior na provete pele
de coelho.

Estes resultados bastante promissores no que se refere ao anticorpo 3.14 abrem a
possibilidade de, num futuro proximo, vir a utilizar este anticorpo e a metodologia

desenvolvida em amostras reais.
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Consideracoes Finais

Neste trabalho experimental estudaram-se quatro colas de origem animal
largamente utilizadas como aglutinantes em pinturas de cavalete, efetuando a sua
caracterizacdo por diferentes métodos e, a sua identificacdo através de anticorpos

especificos.

De uma forma geral, com este trabalho experimental pode concluir-se que:
e Foi possivel caracterizar quatro colas animais em estudo (cola de pele
de coelho, cola de coelho, cola de pele de carneiro e cola de pescada) quanto
ao seu conteudo proteico, glucidico e lipido, verificando-se que

maioritariamente estes aglutinantes sdo de origem proteica;

e Através de técnicas eletroforéticas e cromatograficas (SEC-UV-RI-
HPLC) confirmou-se a presenca de proteinas distintas, consoante a origem da
cola animal, refletindo também uma diferente composicdo glucidica das
amostras, o que confirma a presenca de compostos polissacaridicos nestes

aglutinantes;

e Pelos métodos ndo destrutivos FTIR e Raman, foi possivel atribuir

bandas especificas a cada tipo de cola;

e Apesar da andlise por Raman nao possibilitar a distingdo na origem da

cola animal, visivelmente indica a presenca de aglutinantes proteicos;

e Os espetros de FTIR-ATR parecem permitir discriminar as colas entre
Si;
e O fracionamento proteico das colas animais por IEC e SEC permitiu a

separacao e caracterizacdo de varias fracdes proteicas;

e Quatro dos dez anticorpos testados reconheceram a cola de pele de

coelho, e o anticorpo 3.14 mostrou especificidade para este aglutinante;
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¢ Desenvolveram-se ensaios de reconhecimento de colas animais em
microamostras de provetes de camada de preparagdo para pinturas de

cavalete;

e Os anticorpos 3.14 permitem um reconhecimento seletivo da cola de
pele de coelho em provetes de camada de preparacdo para pintura de

cavalete.

Para complementar este trabalho seria ainda interessante:

Andlise de diferentes lotes das colas animais, de forma a validar os

resultados obtidos de FTIR e Raman;

e Ensaios dos anticorpos produzidos em matrizes complexas de proteinas e
em espécimes envelhecidos, tendo em conta o0s processos de
envelhecimento e presenca de pigmentos que podem influenciar esse

processo de detecéo;

e Aplicar os anticorpos especificos em microamostras reais;

e Producdo de um kit de facil aplicacdo, capaz de identificar de forma rapida,
especifica e reprodutivel cola de pele de coelho em microamostras reais de

pinturas;

¢ Producdo de anticorpos dirigidos para outras colas animais.
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Anexos

Anexo A- Metodologias aplicadas

[-1.Técnicas Eletroforéticas

A eletroforese em gel é uma técnica em que as moléculas sédo forgadas, por
corrente elétrica, a atravessar a matriz de um gel, onde séo separadas consoante as
suas propriedades fisicas (como carga ou peso molecular) (Hayworth; Wilson &
Walker, 2010). As proteinas sdo comumente separadas utilizando a eletroforese em
gel de poliacrilamida (PAGE) para identificacdo de proteinas individuais em amostras
complexas, ou para observar multiplas proteinas em amostras simples. Os géis de
poliacrilamida utilizados sdo um suporte onde os mondémeros de acrilamida, ao
polimerizarem, formam cadeias longas que se ligam entre si por ligagbes cruzadas
(crosslinking) com residuos de bisacrilamida. A polimerizagdo do gel ocorre pela
reacao iniciada pelo persulfato de amoénio (APS) e catalisada pelo N, N, N, N'-
tetrametilinediamina (TEMED). O tamanho dos poros formados durante a
polimerizacdo do gel depende essencialmente da quantidade de acrilamida presente
e, também, da quantidade de bisacrilamida para formar o crosslinking. Assim, quanto
maior a concentragdo em acrilamida, mais apertada a malha do gel e menor séo os
poros formados (Casas-Terradellas et al., 2006; Hayworth; Manns, 2005; Wilson &
Walker, 2010).

Existem vérias formas de PAGE que fornecem diferentes informagdes sobre as
proteinas: PAGE- Nativa, ou em condicdes ndo desnaturantes, que separa as
proteinas de acordo com a sua relacdo carga/ peso molecular e, SDS- PAGE, ou em

condi¢cbes desnaturantes, que separa primariamente pelo peso molecular.
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I-1.1. PAGE- Nativa

A PAGE- Nativa, ou seja, em condicfes ndo desnaturantes, permite a separacao
das proteinas de acordo com a sua carga e com 0 seu peso molecular, baseando-se
na estrutura nativa destas. As proteinas possuem uma carga hegativa, pelo que na
eletroforese quanto maior a densidade de cargas na proteina, mais rapidamente a
proteina migrara. Simultaneamente os poros do gel permitem uma separacdo de
acordo com o tamanho e a estrutura tridimensional da proteina. Neste tipo de
eletroforese algumas proteinas conseguem manter a sua atividade, pelo que pode
utilizar-se a PAGE-Nativa para preparacdo de proteinas purificadas ativas. Estas
podem ser recuperadas do gel nativo por métodos de difusdo passiva ou por

eletroeluicdo (Hayworth; Wilson & Walker, 2010).

I-1.2. SDS- PAGE

A SDS- PAGE é um tipo de eletroforese em condi¢des desnaturantes, que utiliza o
dodecil sulfato de sodio (SDS), um detergente aniénico, como agente desnaturante. O
SDS tem a funcéo de se ligar as proteinas, desnaturadas pelo calor, conferindo-lhes
uma carga negativa proporcional ao seu tamanho. A eletroforese em condigbes
desnaturantes permite a separacdo de proteinas pelo seu peso molecular (Casas-
Terradellas et al., 2006; Deutscher, 1990; Wilson & Walker, 2010).

A andlise por SDS- PAGE permite 0 acompanhamento da purificacdo de proteinas.
Uma proteina pura revela uma Unica banda no gel, exceto se for constituida por

subunidades de tamanhos distintos (Wilson & Walker, 2010).
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[-2. Técnicas Espetroscopicas
I-2.1. FTIR-ATR

A espetroscopia de infravermelho (IR) tem sido uma técnica bastante utilizada para
a analise de materiais, quer sejam soélidos, liquidos ou gasosos, por meio de
transmisséo de radiagdo infravermelha diretamente através da amostra. O espetro de
infravermelho permite a caracterizacdo das amostras pelos picos de absor¢éo obtidos,
correspondentes a frequéncia das vibracdes entre as ligacdes dos atomos que
compdem o material. Cada material € uma combinag&o Unica de atomos pelo que 0s
espetros produzidos sao diferentes de amostra para amostra. A intensidade dos picos
vai depender da espessura da amostra, quando esta se encontra no estado sélido ou
liquido (PerkinElmer, 2005; Stuart, 2007; ThermoNicolet, 2001).

A espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) é o0 método
preferido da espetroscopia de infravermelho, pois comparando com os métodos
antigos de analise deste tipo de espetros, esta técnica possui as vantagens de ser ndo
destrutiva, onde se consegue identificar e distinguir facilmente compostos orgénicos e
inorganicos. A espetroscopia FTIR é ainda um método preciso, sem necessitar de uma
calibragcdo externa, onde as medidas s&o rapidas e sensiveis, pois esta técnica utiliza
amostras pequenas (maximo de 2 mm?®), suficientes para cobrir a janela de diamante,
conseguindo detetar ainda concentragfes pequenas de contaminantes (Colombini &
Modugno, 2004; Kazarian & Chan, 2013; Stuart, 2007; ThermoNicolet, 2001).

A refletancia total atenuada (Corso et al.) é uma ferramenta amostral da técnica de
FTIR que permite uma andlise quantitativa e qualitativa de amostras sem uma
preparacdo amostral significante. Outra vantagem é a oportunidade de medir amostras
que absorvam fortemente no espetro de IR, tais como 0s sistemas aquosos, tendo
ainda a habilidade de aumentar a resolucdo espacial da imagem medida (Corso et al.,

2012; Kazarian & Chan, 2013; PikeTechnologies, 2011).
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Figura 26- Modulo FTIR- ATR utilizado na andlise espetroscopica das colas animais para estudo da

sua composicao.

[-2.2. p1-Raman

A espectroscopia de Raman é uma técnica de alta resolucdo que envolve medi¢cbes
espetrais baseadas na dispersdo da radiagcdo monocromética incidida na amostra,
permitindo retirar informacdes quimicas e estruturais desta, levando a sua
identificacdo. De uma forma geral, as bandas obtidas sdo fracas podendo ser
ocultadas por efeitos de ressonancia, como por exemplo fluorescéncia proveniente da
amostra ou de componentes externos a esta. (Javier, 2005; Stuart, 2007).

A espetroscopia p-Raman é um meétodo analitico muito utilizado na andlise de
pigmentos pois combina a sua sensibilidade e especificidade, sendo um método néo
destrutivo e possivel de aplicar in situ. Esta técnica é ainda uma importante ferramenta
para a caracterizacao de resinas, assim como para a identificagdo de aglutinantes e

vernizes nas pinturas (Clark, 2005; Gilbert et al., 2003; Stuart, 2007).

Figura 27- Espetrometro utilizada na analise da composi¢do das colas animais pela técnica de

espetroscopia p-Raman.
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[-3. Técnicas Cromatograficas
[-3.1. HPLC

A cromatografia liquida de elevada eficiéncia (HPLC) é uma variante da
cromatografia em coluna, bastante utilizada para separar, identificar e quantificar
compostos em amostras (Martin & Guiochon, 2005). A técnica utiliza elevada pressao
para forcar o solvente (fase mével) a passar pela coluna de separacdo (fase
estacionaria) que contém finas particulas promovendo uma separacdo de alta
resolucdo. Os componentes fortemente retidos pela fase estacionaria movem-se
lentamente através da fase movel, enquanto os componentes que ndo possuem
afinidade para a fase estaciondaria sdo eluidos rapidamente. Na saida da coluna pode
estar incluido um detetor que analisa o tempo de retencdo das moléculas. Este tempo
varia consoante a afinidade das moléculas para a fase estacionéria, originando bandas
num cromatograma que podem ser analisadas qualitativa ou quantitativamente (Stuart,
2007; Xiang et al., 2006).

Existem varios tipos de separacdo que se pode efetuar pela técnica de HPLC
consoante a coluna utilizada. A separacdo pode ser feita por cromatografia de fase
normal e por cromatografia de fase reversa (separacdo com base na polaridade),
cromatografia de bio- afinidade (separagdo com base na interacdo reversivel
especifica das proteinas com ligandos), cromatografia de troca i6nica (separacao pela
carga das particulas) e cromatografia de exclusdo molecular (separagéo pelo tamanho
das particulas da amostra) (Abidi, 1991).

ApOs atravessar a coluna de separagdo, as particulas chegam aos detetores.
Existem varios tipos de detetor, tendo sido neste caso utilizados um detetor de indice
de refracdo (RI) e um detetor de ultravioleta (Lluveras et al.). O detetor Rl pode ser (util
na determinacdo de compostos ndo- iénicos, que ndo absorvem na regido do UV. O
detetor UV, por sua vez, permite a detecdo de compostos organicos (Kaushal et al.,

2011).
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Figura 28- Equipamento HPLC, composto pela bomba com injetor loop, detetor de UV e detetor de

RI, utilizada na analise da composigéo das colas animais.

1-3.2. IEC

As proteinas contém grupos carregados na sua superficie que levam ao aumento
da sua interacdo com a agua, influenciando assim a sua solubilidade. A um
determinado pH fisiolégico, algumas destas proteinas sédo cati6nicas (carregadas
positivamente) e outras anionicas (carregadas negativamente). Quando a um certo pH
fisiolégico se atinge o equilibrio entre as cargas negativas e positivas, pode afirmar-se
gue se atingiu o ponto isoelétrico (pl). Como as proteinas se diferenciam umas das
outras na sequéncia de aminoacidos, a carga liquida que cada uma possui a um certo
pH fisioldgico é determinada pelo balango destas duas cargas (por exemplo, se o pH
fisiolégico é inferior ao pl, a carga liquida das proteinas € positiva) (Sheehan &
FitzGerald, 1996).

A cromatografia de troca io6nica (IEC) permite a separacdo de proteinas pelo seu
tipo de carga (anionico ou catidnico) e pela forca desta (por exemplo, fortemente
anionico ou fracamente anionico). A base desta técnica € a de que ibes carregados
podem trocar-se livremente com ides do mesmo tipo, ou seja, no caso de uma resina

de troca anionica, a proteina ao atravessar a coluna vai ocupar os locais de ligacédo do

iao CI, ficando esta ligada a resina. Tal como a maioria das cromatografias por coluna,
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a cromatografia de troca idnica requer uma fase estacionaria. Esta é composta por

polimeros insolUveis como a celulose ou Sephadex. Os compostos que ficam ligados a
fase estacionaria sdo posteriormente eluidos da coluna através de uma eluicdo de
gradiente ou por uma eluicao isocratica, através da alteracado da concentracdo de sais

ou do pH (Bollag, 1994; Sheehan & FitzGerald, 1996; Stuart, 2007).

Figura 29- Coluna adaptada para fracionamento das proteinas maioritarias das colas animais por
IEC.

1-3.3. SEC

A cromatografia de exclusdo molecular (SEC) permite a separagdo de moléculas
baseando-se no seu tamanho, sendo esta técnica utilizada para purificar proteinas e/
ou outras moléculas, e estimar o peso molecular de proteinas desconhecidas. Ao
contrario de outras cromatografias de separacdo, neste caso ndo ocorre reacdes
guimicas entre as proteinas e a fase estacionaria, preservando assim, a eficiéncia da

coluna e a integridade da proteina.
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Figura 30- Esquema ilustrativo da separacdo de moléculas de diferentes dimensfes por

cromatografia de exclusdo. As moléculas de grandes dimensdes séo eluidas inicialmente no volume

de exclusao da coluna (adaptado Wilson & Walker, 2010).

Tal como em outras técnicas, a SEC necessita de uma fase estacionaria, sendo
esta composta por esferas de poliacrilamida extremamente porosas e hidrofilicas que
vao permitir a separacdo das moléculas, e uma fase movel de forma a mover a
amostra pela coluna. Assim, macromoléculas que ndo consigam penetrar nos poros
vao permanecer na fase movel, atravessando rapidamente a coluna, sendo eluidas em
primeiro lugar. As restantes moléculas vao sendo eluidas consoante a sua capacidade

de penetrar em alguns, ou em todos os poros (Mori & Barth, 1999; Rimmelin, 2006).

Figura 31- Coluna utilizada no fracionamento das proteinas maioritarias das colas animais por SEC.
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I-4. Técnicas Imunoldgicas

O principio basico de qualquer técnica imunoldgica € a de que um anticorpo
especifico irA combinar-se com um antigénio em particular, originando um complexo
exclusivo anticorpo- antigénio (Wilson & Walker, 2010).

Os componentes estranhos ao organismo sdo designados antigénios. Estes
desencadeiam uma resposta imunoldgica de producdo de anticorpos especificos
gquando entram em contato com o sistema imunitario. Os antigénios normalmente tém
elevado peso molecular, podendo ser proteinas, polissacaridos, lipidos, acidos
nucleicos, entre outros materiais. A resposta provocada no sistema imunitario é
variavel e depende da estrutura, tamanho e constituicdo destes (Wilson & Walker,
2010).

Os anticorpos, conhecidos como imunoglobulinas, sdo proteinas presentes no
organismo e indispensaveis a estes, pois detetam e neutralizam os antigénios. Os
anticorpos sao glicoproteinas secretadas pelos linfécitos B, sollveis em agua e que
circulam na corrente sanguinea, constituindo cerca de 20% da proteina total do soro

(Burry, 2010; Wilson & Walker, 2010).

[-4.1. ELISA

A técnica de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) aplicada a bens
patrimoniais combina a especificidade dos anticorpos com a sensibilidade dos ensaios
enzimaticos (Mazurek et al.,, 2008). A técnica utiliza anticorpos conjugados com
enzimas como agente de detecdo, que ao atuarem com substratos cromogéneos ou
fluorogéneos, produzem e amplificam um sinal detetavel (Cartechini et al., 2010).

A técnica de ELISA pode operar de duas formas, direta e indireta, consoante a
forma de detecdo. Enquanto no método direto o anticorpo primario é conjugado com
enzimas que emitem o sinal a detetar, no ELISA indireto (Figura 32) existe um

segundo anticorpo, especifico para a classe do primeiro, conjugado com o enzima
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(Cartechini et al., 2010). Quando comparada com outros métodos de identificacdo ja
estudados, a técnica possui vantagens pois requer um tratamento prévio minimo da
amostra, € uma técnica rapida e tem custos minimos. Este método é sensivel e
especifico, sendo capaz de identificar a origem da proteina e identificA-la numa
mistura complexa utilizando microamostras. Por outro lado existe a desvantagem de
ser necessario existir anticorpos especificos para a proteina em estudo (Mazurek et
al., 2008; Palmieri et al., 2013; Palmieri et al., 2011).
® Antigénio

ﬂ Anticorpo Primario
ﬂ Anticorpo Secundario

{E} Enzima

¥ Substrato ligado ao enzima

& Substrato livre
g A B
00 % g

Figura 32- Esquema ilustrativo do método ELISA indireto, utilizado na andlise dos anticorpos

produzidos para a cola de pele de coelho. A- o antigénio (aglutinantes ou amostra de provete) é
colocada no poco da placa, diluido em tampéo; B- adicdo do anticorpo produzido para o antigénio
em estudo; C- adicdo de um segundo anticorpo, especifico para o primeiro, conjugado com um
enzima; D- adicdo do substrato p-nPP que vai reagir com o enzima formando um produto de

coloragdo amarelo (adaptado Cartechini et al., 2010).

I-4.2. Western Blotting

A técnica de Western Blotting, também denominada de immunoblotting, é utilizada
para identificar proteinas especificas, utilizando anticorpos. O método divide-se em
trés fases principais: eletroforese das amostras, transferéncia das proteinas do gel de
poliacrilamida para uma membrana de nitrocelulose (Figura 33) e, por ultimo, detecéo
das proteinas através de anticorpos (Figura 34). (Mikkelsen & Cortén, 2004; Wilson &

Walker, 2010).
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A transferéncia das proteinas do gel para a membrana de nitrocelulose ocorre por

um método designado electroblotting, onde € realizada uma sandwich do gel e da
membrana, sendo depois comprimidos numa cassete e colocados entre dois
elétrodos. A corrente elétrica entre eles far4d com que as proteinas migrem do gel de

poliacrilamida para a membrana de nitrocelulose.

I Esponja
G\ i '
_/ /
| Il | —
Cassete — —— Cassete
Gel de poliacrilamida

Membrana de Nitrocelulose

Figura 33- Esquema ilustrativo da montagem do sistema de transferéncia por electroblotting.
(adaptado Wilson & Walker, 2010).

Na detecdo das proteinas € utilizado um anticorpo para identificar a proteina
especifica. Apés a transferéncia a membrana é tratada como uma solugéo
bloqueadora, normalmente BSA, de forma a evitar ligacdes ndo especificas entre a
membrana e o anticorpo. A analise é efetuada tendo a mesma base técnica da ELISA,
onde apos a incubagdo com o anticorpo primério produzido, segue-se uma incubagéo
com um segundo anticorpo especifico para o primeiro e conjugado com uma enzima,
para revelagdo apés a adicdo do substrato. A reacdo é observavel pelo aparecimento
de bandas azul violeta, e € parada com a lavagem das membranas com agua miliQ

(Mikkelsen & Cortdn, 2004; Wilson & Walker, 2010).
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Anexo B- Solucdes

e Acrilamida- Bisacrilamida (8: 0,8)
Para 50 mL pesar 4 g de acrilamida e 0,4 g de bisacrilamida e dissolver em H,O

destilada. Armazenar a 4°C.

e Azul de Coomassie G- 250 0,6% em HCI 0,6 N (para determinacdo de
proteina)
Para 100 mL pesar 0,06 g de azul de coomassie G- 250 e dissolver em HCI 0,6

N (4,96 mL de HCI concentrado em 100 mL de H,O). Armazenar 25°C.

e Azul de Coomassie R 1,25%
Para 500 mL medir 200 mL de azul de coomassie R a 1,25% (para 200 mL
pesar 2,5 g de azul de coomassie R e dissolver em H,O destilada), 250 mL de

metanol e 50 mL de &cido acético. Armazenar a 25°C.

e Persulfato de aménio 1,5%
Para 10 mL pesar 0,15 g de persulfato de aménio e dissolver em H,O destilada.

NOTA: Preparar na hora de preparar o gel.

e PBS 10x
Para 1 L pesar 80 g de NaCl, 2 g de KCI, 14,4 g de Na,HPO, e 2,4 g de
KH,PO,. Dissolver em agua destilada e acertar o pH a 7,4. Apds autoclavar a

solucéo, armazenar a 25°C.

e SDS 10%

Para 10 mL pesar 1 g de SDS e dissolver em H,O destilada. Armazenar a 4°C.
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e Solucao de diferenciagdo para descorar gel (H,O: metanol: acido acético-
6:3:1)
Para 100 mL medir 60 mL de H,O destilada, 30 mL de metanol e 10 mL de

acido acético. Armazenar a 25°C.

e Solucdao fixadora (Western Blotting): 2% BSA e 0,01% Azida de s6dio em
TTBS
Para 100 mL pesar 2 g de BSA e 0,1 g de Azida de sédio, e dissolver em TTBS
(ndo perfazer o baldo volumétrico). Colocar no banho aquecido para dissolver a

gelativa, e por altimo acertar o baldo. Armazenar a 25°C.

e Tampéo de aplicacdo para PAGE- Nativa

Para 20 mL pesar 0,4 mg de azul de bromofenol sal sddico e adicionar 2 mL de
glicerol a 87% (glicerina pura). Perfazer o volume com tampao Tris- HCI 62,5 mM
pH 6,8 (para 25 mL pesar 0,189 g de Tris, dissolver em H,O destilada e acertar o

pH a 6,8 com HCI 1M.

e Tampé&o de aplicagdo para SDS- PAGE
Para 20 mL medir e perfazer o restante volume com H,O destilada. Armazenar
a4°C.
o 1,25 mL de solugdo de azul de bromofenol sal sddico a 0,1% (para 5 mL
pesar 0,005 g e dissolver em H,0);
o 4 mL de glicerol a 87% (glicerina pura);
o 2 mL de B-mercaptoetanol;
o 8 mL de SDS a 10%;
o 4 mL de Tris- HCI 0,5 M a pH 6,5 (para 10 mL pesar 0,605 g de Tris e

dissolver em H,O destilada e acertar o pH a 6,5 com HCI 1M).
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e Tampéo de eletroforese: Tris 25 mM contendo glicina 0,192 M a pH 8,3
(PAGE- Nativa)
Para 1 L pesar 3,03 g de Tris e 14,4 g de Glicina. Dissolver H,O destilada e

acertar o pH a 8,3 com HCI 1 M. Armazenar a 4°C.

e Tampéao de eletroforese: Tris 25 mM contendo glicina 0,192 M e SDS 0,1%
a pH 8,3 (SDS- PAGE)
Para 1 L pesar 3,03 g de Tris, 14,4 g de Glicina e 1 g de SDS. Dissolver H,O

destilada e acertar o pH a 8,3 com HCI 1 M. Armazenar a 4°C.

e Tampé&o do gel de concentracéo: Tris- HCI 0,5 M pH 6,8
Para 50 mL pesar 3,028 g de Tris e dissolver em H,O destilada. Acertar o pH a

6,8 com HCI 1 M. Armazenar a 4°C.

e Tampéo do gel de resolucéo: Tris- HCI 3M pH 8,8
Para 50 mL pesar 18,17 g de Tris e dissolver em H,O destilada. Acertar o pH a

8,8 com HCI 1M. Armazenar a 4°C.

e Tampéo glicina 0,2 M, pH 10,4 com 1 mM de MgCl, e 1 mM de ZnCl,
Para 1 L pesar 7,5 g de Glicina, 0,202 g de MgCl,.H,O e 0,1363 g de ZnCl,.H,0.

Dissolver em agua e acertar o pH a 10,4. Armazenar a 25°C.

e Tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH 6
Para 1 litro pesar 6,8046 g de KH,PO, (dihidrogenofosfato de potassio) e

dissolver em H,O destilada. Acertar o pH a 6 com KOH 1 M.
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e Tampédo fosfato de potassio 50 mM com KCI 1 M, pH 6
Para 1 litro pesar 6,8046 g de KH,PO, e 74,5513 g de KCI. Dissolver em H,O

destilada. Acertar o pH a 6 com KOH 1 M.

e Tampéo fosfato de potadssio 50 mM com KCIl 2 M, pH 6
Para 500 mL pesar 3,4023 g de KH,PO, e 74,5513 g de KCI. Dissolver em H,O

destilada. Acertar o pH a 6 com KOH 1 M.

e Tampéao transferéncia (Western Blotting): Tris 25 mM com Glicina 0,192 M
apH8,3
Para 1 L pesar 3,03 g de Tris e 14,4 g de Glicina, e dissolver em H,O destilada.

Nao adicionar acidos ou base. Armazenar a 25°C.

e Tampé&o Tris: Tris 100 mM com NaCl 100 mM e MgCl, 5 mM, pH 9,55
Para 1 L pesar 12,114 g Tris e 5,844 g de NacCl. Dissolver em H,O e acertar o

pH a 9,55. Armazenar a 4°C.

e TTBS: Tris HCI 20 mM pH 7,5 com NacCl 0,15 mM e Tween 20 0,05% (v/v)
Para 1 L pesar 2,4228 g Tris e 0,0088 g NaCl, dissolver em H,O. Adicionar 0,5

mL de Tween 20 e acertar o pH a 7,5 com HCI. Armazenar a 25°C.

e Vanilina/ &cido fosférico 17%

Para 10 mL pesar 2 mg de vanilina e dissolver em &cido fosforico 17%.
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Anexo C- Curvas de Calibracdo para determinacdo do conteudo
proteico, glucidico e lipidico das colas animais e das fracdes
obtidas por IEC e SEC
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Figura 34- Curva de calibracdo utilizando BSA como padrdao para quantificacdo de proteinas. Os

valores apresentados sdo a média + desvio padrao de trés réplicas.
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Figura 35- Curva de calibracdo utilizando a glucose como padréo, para quantificacdo de glucidos.

Os valores apresentados sdo a média + desvio padrao de trés réplicas.
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Figura 36- Curva de calibracdo utilizando colesterol como padréo, para quantificacédo de lipidos. Os

valores apresentados sdo a média + desvio padrao de trés réplicas.
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Anexo D- Curvas de Calibracao para o estudo da composicao
das colas animais por HPLC
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Figura 37- Perfil de UV dos compostos proteicos para os padrdoes proteicos urease, BSA,
ovalbumina e tripsina com MM de 480, 66, 45 e 20,1 kDa, respetivamente, por analise de exclusao

molecular em sistema de HPLC.
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Figura 38- Curva de calibragdo com os padrdes proteicos BSA, ovalbumina e tripsina para analise
por HPLC.




Utilizac&o e caracterizacdo de anticorpos para identificacdo de ligandos proteicos em pinturas de cavalete

40

—PEG 20kDa —PEG6kDa —PEG 3kDa —PEG 1,5 kDa

301

201
2 ]
ElO
>

0 |-
-101

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

minutos

Figura 39- Perfil de Rl dos compostos polietilenoglicol (PEG) com MM de 20, 6, 3 e 1.5 kDa, por
andlise de exclusdo molecular em sistema de HPLC.
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Figura 40- Curva de calibracdo de padrées PEG para analise por HPLC.




Anexos

Anexo E- Curvas de Calibracdo para determinacédo da MM

proteica nas fracdes SEC

1,4
1,2
1 ’\
0,8

0,6

Absorvéancia (280nm)

0,4

0,2

0 | S—
0 20 40 60 80 100 120
Volume (mL)
BSA = Ovalbumina —Tripsina — Citocromo ¢

Figura 41- Perfil cromatografico dos compostos proteicos BSA, ovalbumina, tripsina e citocromo ¢
analisando por SEC utilizado Sephacryl S-100 como fase estacionaria.
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Figura 42- Curva de calibracdo com padrbes de BSA, Ovalbumina, Tripsina e Citocromo C, para

determinacdo de MM na técnica de SEC.










