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RESUMO

Anticorpos monoclonais (AcM) sdo imunoglobulinas secretadas por clones de linfocitos B
imortalizados obtidos pela tecnologia de hibridomas. Esses clones sdo cultivados em meios de
cultura complexos e, geralmente, liberam baixas concentragdes de AcM, dificultando as etapas de
purificacdo. Como a utilizagdo destas proteinas nas dreas terapéutica e analitica requer um alto
grau de pureza, diferentes estratégias de purificacdo vém sendo desenvolvidas, mas usualmente
os anticorpos sdo purificados por cromatografia de afinidade com proteina A ou G imobilizada, o
que representa um elevado custo de producdo para processos industriais. No intuito de contribuir
para o desenvolvimento de processos de purificacdo dessas moléculas, estudou-se a purificagdao
do AcM anti-Trypanosoma cruzi isotipo 1gG,, em orto-fosfo-serina (OPS) imobilizado em gel de
agarose. Contrario ao relatado em literatura, observou-se que o agente quelante apresentou baixa
capacidade em imobilizar o fon metalico Ni**. Além disso, o quelato formado adsorveu a
molécula alvo juntamente com impurezas do sobrenadante do meio de cultura. Foi observado
também que o OPS se comporta como ligante de troca idnica seletivo para IgG,, em solugdo
tampao Tris-HCI 50 mmol/L pH 7,0, quando imobilizado em gel de agarose ativado com CNBr,
porém os ensaios realizados com o ligante imobilizado em gel ativado com bisoxirano
demonstraram que a insercao de uma molécula espagadora reduz a seletividade do adsorvente. O
AcM foi recuperado com elevado grau de pureza quando empregado em solugdo tampao Tris-
HC1 50 mmol/L pH 7,0 e dessor¢do pelo acréscimo de NaCl 1,0 mol/L para promover aumento
da forca i6nica. Os resultados de ensaios dinamicos revelaram que a efici€ncia de recuperacdo do
produto foi de 97,3% e a capacidade dindmica de adsor¢do foi 0,39 mg de AcM/mL de gel
devido. Este trabalho sugere a potencialidade de utilizacdo do ligante OPS para a purificacao dos

anticorpos anti-Trypanosoma cruzi (1gGa,).
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ABSTRACT

Monoclonal antibodies (mAb) are immunoglobulins produced by lynphocyte B clones
immortalized by the hibridoma technology. Those clones are cultivated in complex medium and
generally produce low levels of mAb, interfering on purificaton steps. Since these antibodies are
required for analytical and therapeutical purposes, the need of highly pure antibodies is
imperative. Although they are usually purified by chromatografic techniques utilizing
immobilized protein A ligands, different strategies for downstream processes have been studied
to overcome the high costs of these conventional medias for industrial scale purposes. Aiming to
contribute with the development of such processes, the anti-Trypanosoma cruzi mAb (IgGj,
isotype) was investigated under chromatographic conditons twards the affinity ligand ortho-
phospho-L-serine (OPS) immobilized onto agarose beads. It was observed that despite the fact
this ligand has been reported as a chelating agent for the purification of immunoglobulins by
IMAC technique, OPS presented low chelating capacity for Ni** and the metal complex formed
adsorbed the desired protein within culture medium contaminants. It was also observed that under
buffering conditions of Tris-HCl 50 mmol/L pH 7.0 OPS behaves as a selective ionic exchanger
ligand for IgG,, when immobilized in CNBr activated agarose. On the other hand, when
immobilized in bisoxirane activated agarose, OPS has shown that the presence of a spacer arm
reduces the selectivity of the adsorbent. The mAb was recuperated in one single step with highly
putity degree when operated with adsorption buffer Tris-HC] 50 mmol/L pH 7.0 and elution by
increasing the ionic strength with the addition of NaCl 1.0 mol/L. The dynamic tests results
showed that the efficiency for product recovery was 97.3% and the dynamic binding capacity was
0.39 mg of mAb/mL swollen agarose. This work suggests the potencial use os OPS ligand

affinity for the purification of IgG,, antibodies anti-Trypanosoma cruzi in a single step.
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1 INTRODUCAO

1.1 Anticorpos monoclonais e sua relevancia

As imunoglobulinas (Ig), também denominadas anticorpos, sdo componentes de
fundamental importancia do sistema imune adaptativo, pois sdo moléculas proteicas que reagem
especificamente com antigenos (por exemplo: proteinas, peptideos, polimeros e carboidratos).
Podem ser encontradas tanto na superficie de células B, onde atuam como receptores de
antigenos especificos, quanto na sua forma livre no sangue ou linfa, atuando como moléculas
efetoras da imunidade humoral (ABBAS e LICHTMANN, 2003; COX e PHILLIPS, 2007;
SOQOD et al., 2012).

O reconhecimento de um agente antigénico pelo sistema imune desencadeia uma cascata de
reacdes estimulando a producdo de um pool heterogéneo de anticorpos especificos para sitios
distintos do agente invasor. Estes anticorpos sdo originados de diferentes clones de linfocitos B e,
por isso, sdo denominados policlonais. Os anticorpos monoclonais (AcM) sd@o imunoglobulinas
homogéneas secretadas por um tnico clone de linfécito B normal, tumoral ou obtido pela técnica
de cultivo de hibridomas desenvolvida por Kohler e Milstein (1975). Esta técnica consiste na
fusdo in vitro de clones de linfécito B secretores de anticorpos com células tumorais para que
adquiram destas a capacidade de se multiplicar indefinidamente em cultivo celular.

A produgao ilimitada de AcM secretados por hibridomas encorajou o desenvolvimento de
sistemas de biorreatores para cultivo destas células visando a obtencao de biomoléculas em escala
industrial (GODING, 1995; TREBAK et al., 1995; ROQUE et al., 2007). Muitas proteinas
terapéuticas ja vinham sendo produzidas para utilizagdo na pratica clinica, como insulina,
hormoénio de crescimento e antigenos para formulagdo de vacinas. No entanto, a diversidade de
interagdes antigeno-anticorpo € o desenvolvimento das técnicas de biotecnologia fazem dos
anticorpos uma promissora ferramenta para aplicacio ndo sO para fins terapéuticos e
diagnosticos, como também em cromatografia de imunoafinidade, técnicas analiticas e
bioquimicas, desenvolvimento de imunoensaios e muitas outras aplicagcdes no ramo da pesquisa
basica (ROQUE et al., 2004; AYYAR et al., 2012; DEPRETER et al., 2013).

O cultivo de hibridomas requer suplementos de crescimento compostos por proteinas,

aminodcidos, vitaminas e fatores de crescimento, que interferem nas etapas de purificacdo do
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produto atuando como contaminantes. Estes contaminantes tornam as etapas de recuperacdo mais
complexas e dispendiosas (BUTLER, 2005; SHUKLA e THOMMES, 2010; RAJAK et al.,
2012), uma vez que as aplicacdes de AcM requerem a auséncia de agentes que possam induzir
processos alérgicos em formulacdes terapéuticas, exigindo assim elevado grau de pureza das
preparacdes (LOW et al., 2007; ROQUE et al., 2007; AYYAR et al., 2012).

A demanda crescente por AcM e a otimizacdo da producdo promovem o desenvolvimento
de técnicas de purificacdo que aliem elevada pureza e minimizem 0s custos, uma vez que a
purificagdo de anticorpos com elevado grau de pureza representa 50 a 80% do custo global do

processo de producdo (ZAMOLO et al., 2008).

1.2 Purificacio de anticorpos por cromatografia liquida

Plataformas industriais para purificacdo de anticorpos monoclonais sdo fundamentadas em
etapas ja estabelecidas de purificagdo de biomoléculas. Inicialmente o material obtido pelo
cultivo em biorreatores é centrifugado, seguido de filtragdo, para recuperar o sobrenadante livre
de células e particulas. Na sequéncia, esse sobrenadante passa por uma etapa cromatografica de
afinidade para captura dos AcM, que serdo encaminhados para um sistema de inativagdo viral.
Por fim, uma ou duas etapas cromatogrificas de polimento sdo processadas para que seja
alcangado o grau de pureza requerido (KELLEY, 2009; SHUKLA e THOMMES, 2010). Em

média processos como estes atingem rendimentos de 70 a 80%.

A técnica cromatografica de afinidade por ligante bioespecifico com proteina A e G
imobilizada € a mais utilizada para a etapa de captura dos anticorpos, devido a sua alta
capacidade e seletividade na adsorcdo de IgG, uma vez que o reconhecimento seletivo é
promovido por interagdes especificas entre o ligante e a imunoglobulina (LOW et al., 2007,
ISHIHARA et al., 2010; AYYAR et al., 2012). No entanto, o emprego de ligantes bioespecificos
possui as seguintes limitagdes: sdo macromoléculas e de dificil imobilizacdo nas matrizes;
apresentam alto custo de obtencdo; as condicdes drésticas de eluicdo, em valores baixos de pH,
reduzem a capacidade e a vida 1til do adsorvente por perda de atividade ou desprendimento dos
ligantes; o desprendimento dos ligantes acarreta ainda na contaminag¢do do produto purificado.

Tais desvantagens tornam a cromatografia de afinidade a operacdo unitdria mais cara ao longo do



processo, contribuindo para que as etapas de “downstream process” atinjam até 80% do custo
total de producdo (ZAMOLO et al., 2008; KELLEY, 2009; DIMARTINO et al., 2011).

Para contornar os problemas mencionados, novos ligantes de afinidade foram
desenvolvidos. Os ligantes pseudo-bioespecificos surgiram como uma promissora alternativa aos
ligantes bioespecificos, pois além de apresentarem baixo custo, sdo moléculas pequenas, de
melhor estabilidade fisicoquimica, facil imobilizacdo a diferentes tipos de matriz e nado
necessitam de condi¢des drésticas para eluir as proteinas adsorvidas (VIJAYALAKSHMI, 1989).
Estes ligantes podem ser sintéticos como quelatos metdlicos, ligantes tiofilicos e corantes, ou
compostos que mimetizam os ligantes de origem biolégica como peptideos e aminodcidos.
Embora ndo possuam interagdo bioldgica, os ligantes pseudo-bioespecificos também apresentam
a capacidade de se ligar as proteinas por meio de interagdes do tipo hidrofébicas, eletrostaticas ou

de liga¢des de coordenagdo (ROQUE e LOWE, 2006; HAGE et al., 2012).

Sendo assim, o amino dcido orto-fosfoserina (OPS) foi avaliado como agente quelante de
geometria de coordenacdo tridentada alternativa ao dcido iminodiacético (IDA) para a purificacao
de proteinas pela técnica de IMAC (ZACHARIOU et al., 1993; ZACHARIOU e HEARN, 2000),
uma vez que a ligagao de fons metélicos duros (segundo a classificacdo de Lewis) com os agentes

quelantes tradicionais resultava em desprendimento destes durante a cromatografia.

Devido a presencga dos grupamentos fosfato e carboxila, a molécula de OPS possui quatro
valores de pKa (pKa; ndo determinado; pKa, = 2,19; pKaz = 5,78; pKas = 9,85), apresentando
carga liquida negativa em valores de pH acima de 5,78 (ZACHARIOU et al., 1996,
SMIECHOWSKI, 2010). Por esta razao seu desempenho foi avaliado na purificacdo de IgG a
partir de soro humano (BRESOLIN e BUENO, 2012). Embora o rendimento tenha sido em torno
de 45%, a elevada seletividade do ligante sugere uma potencial ferramenta para captura de 1gG.
Como existem poucos trabalhos publicados na literatura com o emprego da cromatografia de
afinidade com o ligante OPS imobilizado, a potencialidade do seu uso para a purificacdo de IgG
monoclonal precisa ser estudada para melhor compreender os mecanismos de interacdo entre o

ligante e o anticorpo.



1.3 Objetivo

O objetivo deste trabalho foi investigar o potencial de utilizacdo, em termos de seletividade
e rendimento, do aminodcido orto-fosfoserina (OPS) como ligante pseudo-bioespecifico
imobilizado em gel de agarose (agarose-OPS) almejando a purificacdo cromatografica em etapa
unica de anticorpo monoclonal isotipo IgG,, por cromatografia de afinidade. A IgG,, anti-
Trypanosoma cruzi, obtida a partir do sobrenadante de cultivo de hibridomas, foi utilizada como
modelo de AcM para estudar as interacdes intermoleculares que promovem a adsor¢do dessa

classe de imunoglobulinas a agarose-OPS.
Para atingir o objetivo proposto, este projeto de pesquisa constou das seguintes etapas:

1) Cultivo de hibridoma secretor de anticorpo monoclonal anti-7. cruzi do isotipo I1gG,
(WT 5B6H3G10) in vitro, preparo do sobrenadante e concentragdo do AcM por

precipitacdo com sulfato de amonio.

2) Realizacdo de ensaios cromatograficos com o AcM em agarose-OPS, com o intuito de
verificar o perfil de eluicdio da proteina em diferentes sistemas tamponantes e

determinar a melhor condicao para adsorcao seletiva.
3) Determinacgdo da pureza e fator de purificagdo do AcM.

4) Determinacao da curva de ruptura do processo estudado.



1.4 Estratégia de trabalho

Para atingir o objetivo proposto, o estudo foi conduzido em etapas conforme apresentado

no diagrama da Figura 1-1.
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Figura 1-1 Fluxograma das etapas realizadas para estudo da purificacdo do anticorpo monoclonal IgG,,
anti-7.cruzi em gel de agarose-OPS.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Imunoglobulinas

Os anticorpos ou imunoglobulinas (Ig) sdo glicoproteinas produzidas por células de defesa
do sistema imune (linfécitos B) responsaveis pela imunidade humoral. Estas moléculas efetoras
sdo0 as principais responsdveis pela maior parte da defesa contra infeccdes provocadas por
microrganismos extracelulares, virus e parasitas, coletivamente chamados de patégenos (ABBAS
e LICHTMANN, 2003; COX e PHILLIPS, 2007). Os anticorpos reagem especificamente com o
antigeno que estimulou sua produg¢do direcionando a neutralizacdo ou sinaliza¢do de patdégenos
com decorrente eliminacdo dos agentes infecciosos do organismo (ABBAS e LICHTMANN,
2003; SMITH et al., 2006; SOOD et al., 2012).

A maior parte do conhecimento a cerca da estrutura e funcdo dos anticorpos foi obtida
gragas a estudos realizados em camundongos, a medida que linhagens murinas foram
estabelecidas e técnicas para o cultivo de hibridomas secretores de anticorpos monoclonais foram
desenvolvidas (KOHLER e MILSTEIN,1975; NEZLIN, 1998). As imunoglobulinas murinas,
assim como as humanas, sdo divididas conforme suas propriedades estruturais e biologicas em
cinco classes: IgG, IgA, IgM, IgD e IgE, sendo a IgG encontrada em maior abundancia no soro.
As moléculas de IgG murinas diferem entre si estruturalmente pelo nimero e localizacdo de
pontes dissulfeto nos dominios constantes da cadeia pesada e tamanho da regido flexivel. Essas
diferencas influenciam diretamente algumas de suas propriedades funcionais, levando a distin¢ao
em quatro subclasses: 1gG;, 1gGy,, 1gGy, e IgGs, sendo a IgG; e IgG,, as subclasses
predominantes (NEZLIN, 1998; ABBAS e LICHTMANN, 2003; COX e PHILLIPS, 2007).

Enquanto ambas as subclasses murinas de IgG; fixam o complemento pela via cléssica,
essa propriedade € bastante fraca ou praticamente inexistente para os isotipos IgG; e IgGs3. Apesar
de todas elas estarem associadas com transferéncia placentdria, os isotipos IgG,, e 1gGyp s@o os
moduladores da citotoxicidade anticorpo-dependente, IgGs estd associado com reconhecimento
de carboidratos e a IgG, apresenta atividade de mediacdo passiva a rea¢des anafildticas cutaneas.
As subclasses IgG; e IgG,, sdo os isotipos reativos contra parasitas e virus, estimulando
efetivamente as células fagocitarias do sistema imune (SCOTT et al., 1990; NEZLIN, 1998;
SMITH et al., 2006).



A sintese de imunoglobulinas inclui modificagdes pods traducionais como a glicosilagdo,
processo intracelular no qual moléculas glicanas sdo adicionadas as estruturas proteicas. Como
resultado, essas moléculas glicoprotéicas sdo constituidas de 82 a 96% de aminodcidos e 4 a 18%
de carboidratos (UNKELESS et al., 1988; VLUG e REMORTEL, 1989; HOLT et al., 2003). As
diferentes composi¢des de aminodcidos e carboidratos conferem a estas moléculas variacOes
quanto ao tamanho e ponto isoelétrico (ROITT et al., 2003; WANG et al., 2007).

Estruturalmente as IgGs sdo glicoproteinas simétricas com massa molecular de
aproximadamente 150 kDa, compostas por dois pares de cadeias polipeptidicas estabilizadas e
unidas entre si por ligagcdes covalentes formando pontes dissulfeto e interacdes ndao covalentes,
assumido o formato estrutural caracteristico em Y (ROQUE et al., 2007; SHUKLA et al., 2007,
VERMASVUORI, 2009) conforme ilustrado na Figura 2-1. A molécula apresenta duas cadeias
polipeptidicas leves idénticas e ndo glicosiladas (L = Light - representadas em azul na Figura
2-1) formadas por apenas um dominio constante (Cr) e um varidvel (Vr), com massa molecular
de 25 kDa, e duas cadeias glicosiladas pesadas também idénticas (H = Heavy — representadas em
verde) formadas por trés dominios constantes (Cyj, Cyz € Cy3) € um varidvel (Vy), com massa

molecular entre 50 e 70 kDa (GODING, 1995; WANG et al., 2007; COX e PHILLIPS, 2007).

A) B)
Vi
Vi
Ch
C. Pontes
dissulfeto

Regido de
dobradica

Ch2

B Carboidratos

Figura 2-1 Representacdo esquemdtica de estruturas (A) e fragmentos (B) de moléculas de
imunoglobulinas. Vi e Vg — dominios varidveis das cadeias leve e pesada, respectivamente; Cp — dominio
constante da cadeia leve; Cy;, Cy, € Cyz — dominios constantes da cadeia pesada; Fy — porcdo
hipervaridvel, que interage com o antigeno; Fap — fragmento reconhecedor do antigeno; Fc — fragmento
constante (modificado de http://pathmicro.med.sc.edu/mayer/IgStruct2000.htm acessado em 08/10/2013).



Existem dois tipos de cadeia leve, comuns a todas as classes de imunoglobulinas, mas
presentes de maneira alternada: kappa (k) ou lambda (A). Esta classificacido considera a diferenca
de aminodcidos constitutivos da estrutura, mas nao relaciona diferencas funcionais. Em murinos
apenas 5,0% das imunoglobulinas presentes no plasma possuem cadeia leve do tipo A (GODING,
1995; NEZLIN, 1998). As cadeias pesadas apresentam massa molecular varidvel para cada classe
de Ig, sendo classificadas com base em diferencas estruturais apresentadas por seus dominios
constantes, sendo elas: a para as moléculas de IgA, 6 para IgD, € para IgE, p para IgM e y para

IgG (VLUG e REMORTEL, 1989; HOLT et al., 2003; SOOD et al., 2012).

Os anticorpos possuem uma regido flexivel denominada dobradiga, suscetivel a clivagem
por enzimas proteoliticas como a papaina e pepsina. A papaina digere o anticorpo em trés
subunidades: dois fragmentos idénticos na regiao amino terminal capazes de se ligar ao antigeno
(Fab = antigen-binding fragment) e um fragmento na regido carboxila terminal (Fc =
crystallizable fragment) que esta envolvida nos processos de transferéncia placentdria, fixacdo do
complemento, ligacdo aos receptores de vdrias células, dentre outras atividades bioldgicas
(GODING, 1995; WANG et al., 2007). Embora a digestdo ocorra na mesma regido, o sitio de
clivagem nio € o mesmo para a enzima pepsina, que fragmenta a Ig em: F(ab’), (constituido de
dois fragmentos Fab ligados covalentemente) e o restante da molécula € clivado em fragmentos
menores, do tipo pFc’. As variagdes na especificidade e afinidade dos anticorpos pelos antigenos
sdo resultantes de alteragdes na sequéncia e no tamanho das regides hipervaridveis (Fy) formadas
pelos dominios varidveis Vi e Vg da por¢ao amino terminal da molécula. Essas variagdes sao
produzidas por recombinacdes da sequéncia génica e mutacdes somadticas (COX e PHILLIPS,

2007).

2.1.1 Anticorpos m onoclonais

Ao ser exposto a determinado antigeno, o sistema imune inicia uma cascata de reagdes para
neutralizar e eliminar o agente invasor. Neste processo, diferentes linfécitos B secretam seus
respectivos anticorpos e, como cada uma dessas células (clones) produz uma unica e especifica
molécula de Ig, o conjunto de anticorpos formados € bastante heterogéneo e € denominado

policlonal (MILSTEIN, 1980; ABBAS e LICHTMANN, 2003). Mesmo sendo formados contra



um Unico determinante antigénico, suas diferencas estruturais conferem maior ou menor
especificidade, proporcionando ligacdes com diferentes graus de afinidade (COX e PHILLIPS,
2007).

Os anticorpos monoclonais (AcM) diferem dos policlonais por sua monoespecificidade e
homogeneidade, pois sdo moléculas idénticas e especificas para um determinado antigeno
provenientes de um tnico clone celular. Suas caracteristicas os tornam uma ferramenta muito
efetiva no desenvolvimento e aplicacdo de terapias, diagndsticos e em pesquisa bdsica. O
emprego desta classe de moléculas se tornou possivel devido ao trabalho de Kohler e Milstein
(1975), que possibilitou a obtencdo de culturas continuas de hibridomas secretores de anticorpos
de especificidade pré-definida, ja que linfécitos B normais niao sobrevivem por muito tempo em

cultura.

Para a obtencdo de AcM, camundongos sdo sensibilizados com antigenos contra os quais se
pretende produzir anticorpos. As células esplénicas do animal sdo isoladas e fundidas a células de
linhagem tumoral (mielomas) e, com isso, os hibribomas formados t€ém a capacidade de se
multiplicar indefinidamente, tornando-se virtualmente imortais. Os hibridomas sao manipulados
in vitro passando por sucessivas dilui¢des através da técnica de diluicao limite, até que seja

isolado um unico clone secretor de anticorpos (MILSTEIN, 1980).

A partir dos hibridomas, os anticorpos monoclonais podem ser produzidos in vivo ou in
vitro. No primeiro caso, o hibridoma secretor de AcM € injetado na cavidade peritoneal de um
animal histocompativel e os anticorpos sdo recuperados posteriormene no fluido ascitico. A
producdo in vitro é feita pela expansdo e cultivo do hibridoma selecionado em meio de cultura
apropriado, enriquecido com nutrientes necessarios ao crescimento celular. A Figura 2-2 ilustra a

técnica de obtencdo desses anticorpos.

Apesar de serem naturalmente produzidos pelo sistema imune animal, a necessidade de
grandes quantidades de anticorpos com especificidade tnica que atendam as exigéncias de
elevada pureza e controle de producdo levaram ao desenvolvimento de bioprocessos para
producdo dessas moléculas em escala industrial (ROQUE et al., 2004; ELVIN et al., 2013). O
cultivo pode ser realizado tanto na forma de cultura estaciondria quanto em tanques agitados, mas

a maior parte das produgdes opta pelo cultivo de células de mamiferos em sistemas de batelada



ou batelada alimentada com biorreatores do tipo wave e sistemas de perfusdo (FARID, 2007;

SHUKLA e THOMMES, 2010).
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Figura 2-2 Esquema da produgdo e selecdo de células de hibridomas e posterior cultivo dessas células
para obtencdo de anticorpos monoclonais em animas (in vivo) ou em cultura celular (in vitro), a partir da
técnica desenvolvida por Kohler e Milstein em 1975 (BRESOLIN, 2006).

Aditivos dos meios de cultura como vitaminas, aminoacidos e fatores de crescimento
acabam atuando como impurezas para a recuperacdo do produto que, aliado as baixas
concentracdes de AcM obtidas em muitos biorreatores, torna as etapas de purificacdo mais
dispendiosas (RAJAK et al., 2012). Outro componente que interfere nas etapas de purificacio
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quando adicionado aos meios de cultivo € o soro fetal bovino (SFB). Este aditivo € uma mistura
complexa de proteinas, hormonios e fatores que promovem adesdo e crescimento das células;
transporte de glicose, fosfato e aminodcidos; aumento da permeabilidade celular; resisténcia

mecanica para cultivo em reatores agitados (BUTLER e JENKINS, 1989; BUTLER, 2005).

Desde sua introdu¢dao no mercado em 1986 (WANG et al., 2007; KELLEY, 2009), os
avancos em tecnologias para o cultivo de células de mamiferos possibilitou o aumento de
produtividade de AcM nas etapas de upstream process, passando de 1,0 g/l para 5,0 g/L as
concentracdes de anticorpo. Apesar dessa melhora no rendimento possibilitar o manuseio de
biorreatores igualmente cinco vezes menores (alguns chegavam a conter 25000 L) (KELLEY,
2009; SHUKILA e GOTTSCHALK, 2013), essas economias em escala ndo se transferem
diretamente para as etapas downstream process (recuperagdo e purificacio do produto).
Particularmente, o uso de resinas cromatograficas é determinado pela massa do produto a ser

purificada, e ndo pelo volume (LOW et al., 2007).

No ramo da pesquisa, o uso de anticorpos e seus derivados como marcadores permite a
identificar e localizar proteinas intra e extracelulares, mediar ou modular condic¢des fisioldgicas e
patoldgicas, e ainda diferenciar o tipo de célula pelo reconhecimento de suas proteinas de
superficie. Como agentes diagnésticos, além de serem empregados como microcarregadores e
imunosensores, sa3o uma poderosa ferramenta na esfera analitica, sendo empregados em andlises
de citometria de fluxo, imunoensaios (caracterizando biomoléculas por Western e Dot Blotting),
imunohistoquimica, imunocitoquimica, imunoprecipitacado, testes de ELISA, radioimunoensaios,
ensaios de imunofluorescéncia, dentre outros. Sao ainda largamente utilizados em cromatografias
de imunoafinidade (para a captura de antigenos de interesse de uma mistura complexa de
protefnas), imunoprofilaxias, direcionamento de farmacos, deteccdo de patégenos, residuos e
toxinas em alimentos, monitoramento do meio ambiente. Por fim, sdo os agentes de imunoterapia
(VERMASVUORI, 2009; AYYAR et al., 2012; RAJAK et al., 2012). Para todos esses fins existe
a necessidade de obten¢do de preparacdoes homogéneas com elevado grau de pureza, portanto um

método eficiente de purificagdo € considerado imperativo.

Atualmente, dentre os monoclonais aprovados e comercializados para fins terapéuticos nos
Estados Unidos e Unido Europeia, cinco sdo de origem murina, dos quais trés sdo do isotipo

IgG,,, sendo eles: Orthoclone OKT3 utilizado para combater rejei¢do em transplantes, Bexxar
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receitado para tratamentos contra linfoma de Hodkings, e o AcM empregado no combate a
ascites malignos Removab. Em 2010 os anticorpos monoclonais terapéuticos representavam 7%
do mercado mundial farmacéutico. Com previsdes de crescimento em 9,2%, estima-se que em
2015 essa classe serd a responsdvel pelo crescimento de todo o setor farmacéutico, embora

represente uma pequena parcela dele (SHUKLA e THOMMES, 2010; ELVIN et al., 2013).

2.1.2 Anticorpo anti-Trypanosoma cruz isotipo IgG;,

Em camundongos, 95% das cadeias leves de Ig sdo do tipo k e pequenas alteragdes na
cadeia pesada de IgG como sequencia de aminodcidos, nimero e localizacdo de pontes
dissulfidicas e a extensdo da regido de dobradica, fazem com que sejam subclassificadas
(WANG et al., 2007). Existem quatro subtipos de IgG (IgGi, IgGa,, 1gGyy € 1gG3), que ndo sdo
exatamente homodlogos aos subtipos humanos, porém pode-se considerar uma correspondéncia
considerando similaridades entre as atividades bioldgicas funcionais de ambas as espécies

(SMITH et al., 2006).

O isotipo IgG,, murino € um dos principais responsaveis pelo combate a infec¢des e pode
ser considerado o correspondente ao isotipo humano IgG; pelo fato de fixar o complemento e se
ligar a antigenos (SCOTT et al., 1990). Este isotipo é também envolvido na transferéncia
placentdria de anticorpos maternos para o feto e, apdés o nascimento, esta imunoglobulina

transferida pelo aleitamento materno € capaz de conferir imunidade ao neonato gracas a sua

habilidade de atravessar o epitélio intestinal (SMITH et al., 2006).

Em estudo para decifrar os mecanismos de ac¢do protetora dos anticorpos produzidos
durante a fase cronica da infeccdo pelo parasita Trypanosoma cruzi, imunoglobulinas das classes
I1gGy, e 1gGy, foram detectadas em soros imunes de camundongos cronicamente infectados
(TAMASHIRO, 1988). A infec¢do por este parasita € a causa da Doenca de Chagas, uma
enfermidade de cardter cronico exclusiva do continente americano que foi descoberta em 1909
por Carlos Chagas (COURA e DIAS, 2009; PEDRA et al., 2011). E estimado que na América
Latina 12 a 14 milhdes de pessoas estejam infectadas por 7. cruzi sendo que, no Brasil, ocorre

cerca de cinco mil ébitos por ano devido a manifestacdo da doenca (PEDRA et al., 2011).
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Estudos anteriores ao trabalho de Tamashiro (1988), como o conduzido por Krettli e
colaboradores (1979) mostraram que anticorpos produzidos durante a fase cronica de infeccao
por este parasita em humanos e em camundongos sdo capazes de se ligar a estruturas antigénicas
da superficie de tripomastigotas (estdgio infectivo do parasita) e promover a lise do invasor
mediada por complemento. Os clones estdveis de hibridomas secretores de 1gG,, ou IgGyy, anti- 7.
cruzi obtidos por TAMASHIRO (1988) apresentaram atividade litica com indices de 30 a 50%

sobre a forma tripomastigota do parasita.

2.2 Purificacido de Anticorpos Monoclonais

A utilizacdo de AcM para aplicacdes terapéuticas, diagnésticos e para purificacdo de
biomoléculas, implica em cuidados no processo de obtencdo destas proteinas. E de suma
importancia desenvolver ou aprimorar processos de purificacdo que resultem em alto rendimento,
elevada pureza e manutencdo da atividade bioldgica dos constituintes (PRASANNA e

VIJAYALAKSHMI, 2010; GAGNON, 2012).

A aplicagdo terapéutica dos anticorpos monoclonais fomentou o desenvolvimento de
processos industriais para a obtencdo de bioprodutos (SHUKLA e THOMMES, 2010). A maioria
dos produtos biotecnoldgicos aprovados na década de 90 (incluindo vacinas, hormonios e fatores
de crescimento) exigiam pequenas quantidades de produto purificado. Em contrapartida, as altas
doses e a enorme quantidade de pacientes indicados a tratamentos com AcM exigem do mercado

producdes anuais de centenas de quilogramas dessas substancias (SHUKLA et al., 2007).

Uma variedade de técnicas tem sido utilizada na purificagdo de bioprodutos e a escolha
correta do método depende do grau de pureza necessario no produto final. Anticorpos destinados
a aplicacdes terapéuticas e diagndsticas requerem alto grau de pureza e necessitam de técnicas de
purificacdo mais seletivas. Além disso, apesar de partilharem de semelhancas estruturais, cada
molécula possui caracteristicas fisicoquimicas diferentes e se comporta de maneira Unica e
imprevisivel em solucdo, tornando impraticivel o delineamento de uma plataforma unica
(WANG et al., 2007, SHUKLA et al., 2007; AYYAR et al., 2012). Outro fator a ser levado em

conta € o custo de cada etapa do processo, pois as etapas de purificacdo de anticorpos podem
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representar 80% do custo total de producao (ROQUE et al., 2004; FARID, 2007; ZAMOLO et
al., 2008).

Os processos de recuperagdo sao usualmente divididos em trés etapas: separagao,
purificagdo e polimento. A separacdo comumente envolve processos mecanicos, no qual técnicas
ndo muito seletivas sdo adotadas para eliminar células e particulas que provocam a comatacao ou
entupimento das colunas cromatograficas. As etapas de polimento visam remover contaminantes
em pequenas quantidades ao final do processo e, para isso, geralmente sao utilizadas técnicas de

exclusdo por tamanho (ROQUE et al., 2007; AYYAR et al., 2012).

O processo de purificagcdo engloba metodologias baseadas nas propriedades especificas
fisicas e quimicas dos anticorpos, como tamanho, solubilidade, carga, hidrofobicidade e ligacdo
por afinidade. Consequentemente diferentes metodologias podem ser empregadas para esse fim,
incluindo precipitacao, filtracdo, cromatografia liquida e de afinidade (ROQUE et al., 2007). A
cromatografia liquida € considerada indispensdvel por permitir a separacdo de biomoléculas
explorando diferentes tipos de interagdes com as técnicas de fase reversa, troca idnica, exclusdo
por tamanho, intera¢des hidrofébicas e cromatografia de afinidade (ROQUE e LOWE, 2006;
GAGNON, 2012).

As etapas de purificacdo geralmente se iniciam com processos de precipitacdo quando os
anticorpos se encontram muito diluidos em solu¢do. No campo da pesquisa, a precipitacdo de
proteinas utilizando solugdes geladas de etanol ou acetona em excesso € uma pratica corriqueira,
enquanto industrias farmacé€uticas evitam a adi¢do de solventes organicos, optando por
concentrar o produto pela adi¢ao de sais como sulfato de amdnio e polietileno glicol (PEG) para a
precipitacao de anticorpos pelo efeito salting-out (ROQUE et al., 2007, SHUKLA e THOMMES,
2010). E importante ressaltar que a purificacio de proteinas utilizando a precipitacio envolve
passos adicionais dificeis de escalonar como a centrifugacido, que pode ser contornada pelo
emprego de filtragdo tangencial (WANG et al., 2009; KUCZEWSKI et al., 2011; ELVIN et al.,
2013). Além disso, apesar do elevado rendimento em recuperacao de IgG, variando de 85 a 93%,
a pureza alcancada em torno do 85% € considerada baixa, necessitando de etapas adicionais de

purificagdo.

Outra técnica que vem sendo desenvolvida como alternativa a cromatografia de afinidade €

a extracdo em duas fases aquosas (ATP) que, apesar de alcancar purezas e recuperagdes em torno
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de 95%, a concentracdo final de IgG em solugdo € muito baixa (ROSA et al., 2007, AZEVEDO
et al., 2009a, 2009b). Outro método nao cromatogrifico que vem sendo utilizado € a filtracdo
tangencial em membranas ionicamente carregadas que aliam interacdes eletrostdticas a exclusao
por tamanho para reter contaminantes soliveis (VAN REIS e ZYDNEY, 2007; MEHTA et al.,
2008), mas a variabilidade entre os anticorpos e a presenca de dcidos nucleicos nas amostras pode

reduzir o potencial de purificacio desses dispositivos.

De forma geral, a necessidade de etapas adicionais para purificagdo de anticorpos quando
empregados métodos ndo cromatograficos contribui para que a escolha do método de purificacao
recaia sobre a cromatografia liquida (HAGE et al., 2012). Industrialmente a cromatografia em
leito fixo é largamente utilizada em diferentes tipos de matrizes (membranas, mondlitos ou
particulas porosas empacotadas em colunas), enquanto a cromatografia em leito fluidizado
apresenta desvantagens econdmicas devido a limitacdes técnicas que dificultam o escalonamento
(GAGNON, 2012). Dentre as técnicas cromatograficas existentes, a cromatografia de afinidade
se destaca das demais, pois a adsor¢do € baseada na capacidade das biomoléculas em interagir
seletivamente com os ligantes imobilizados em uma matriz garantindo reducdo de intera¢des nao
especificas, incrementando o rendimento e eliminando contaminantes indesejaveis. A adsorcdo
ocorre de maneira eficiente mesmo quando empregada para solu¢des muito diluidas, tornando
possivel a purificagdo em etapa tnica (VERDOLIVA et al., 2002; ROQUE e LOWE, 2006;
AYYAR et al., 2012).

2.3 Purificacao de anticorpos por cromatografia de afinidade

As técnicas de afinidade exploram a interagdo reversivel entre a proteina alvo e um ligante
imobilizado a matriz cromatogréfica. Gragas a alta seletividade dos ligantes, essa técnica pode ser
empregada no isolamento, quantificacdo ou estudo de interacdo das respectivas moléculas-alvo
mesmo quando diluidas em solucdes bioldgicas complexas (ROQUE e LOWE, 2006; HAGE et
al., 2012). A adsor¢ao de anticorpos em ligantes de afinidade segue basicamente duas estratégias:
a primeira explora a interacdo da regido Fab das imunoglobulinas com antigenos especificos

imobilizados, enquanto a segunda explora a interacdo das partes constantes e da regido Fc do
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anticorpo com proteinas, aminodcidos e outras moléculas especificas imobilizados a matriz
(HUSE e SCHOLZ, 2002; VERDOLIVA et al., 2002).

Os ligantes classificados como bioespecificos sao moléculas envolvidas naturalmente em
interacdes biolégicas como anticorpos, enzimas, proteinas transportadoras, proteinas
reconhecedoras de carboidratos, hormodnios, antigenos, cofatores, sequencias de DNA e RNA
(VJAYALAKSHMI, 1989; ROQUE e LOWE, 2006; HAGE et al., 2012). A utilizacdo de
ligantes bioespecificos na purificacdo de IgG tem como principal vantagem a alta seletividade,
porém a forte adsorcdo dos anticorpos, com constantes de dissociacdo (Kq4) atingindo valores de
107 a 10" mol/L (VITAYALAKSHMI, 1989), implica em forte interagdo entre o complexo
proteina-ligante e exige condic¢des drésticas para a eluicdo.

Diversos trabalhos exploram a interacao desses ligantes a diferentes anticorpos. DUBOIS et
al. (2008) empregaram microesferas magnetizadas funcionalizadas com receptores do fator de
crescimento epidérmico (SEGFR) para a captura do anticorpo quimérico Erbitux, utilizado em
terapias de combate ao cancer colo-retal. BOSSI et al. (2010) utilizaram a técnica de
imunoafinidade para purificar complexos antigeno-anticorpo recombinantes de proteinas
destinadas a cristalizagdo. A técnica de imunoafinidade também foi empregada por ZHUANG e
colaboradores (2008) para aprimorar o método de purificacdo da proteina marcadora GFP (Green
Fluorescent Protein) utilizando um anticorpo monoclonal imobilizado a matriz cromatografica,
que possibilitou rendimentos de 90% e elevou o grau de pureza, com mais de 97% de
homogeneidade.

Em estudo para o desenvolvimento de um novo material para confec¢ao de suportes
cromatogrificos, a proteina L foi utilizada como ligante bioespecifico em microesferas
poliméricas para purificacio de IgG proveniente de soro humano. Os autores alcangaram elevado
grau de pureza (97%) com recuperacdo de 76% do anticorpo (BAYRAMOGLU et al., 2013).
Além das aplicag¢Oes preparativas, a cromatografia de afinidade com ligantes bioespecificos pode
ser empregada analiticamente em métodos rapidos para deteccdo simultanea de IgG, insulina e
transferrina (RALLA et al.,, 2009) e quantificacdio de IgG (TSCHELIESSNIGA e
JUNGBAUERB, 2009) presentes em meios de cultivo celular, utilizando mondlitos imobilizados
com proteina G e A, respectivamente.

Os principais adsorventes de afinidade usados para a purificacdo de AcM utilizam as

proteinas A, G ou L como ligantes (LOW et al., 2007; ZAMOLO et al., 2008). A proteina A
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recebe destaque dentre os outros ligantes e é o método mais difundido industrialmente que utiliza
adsorventes comerciais para o desenvolvimento e validacdo das plataformas de purificacdo.
Alguns exemplos sdo apresentados nos trabalhos de GIESE et al. (2013) e HOLSCHUH e
SCHWAMMLE (2005), que empregaram, respectivamente, a resina ProSepvA (Millipore, EUA)
e as microesferas magnéticas MagPrep®Protein A (Merck, EUA).

A proteina A é secretada por linhagens de bactérias Staphylococcus aureus e possui
diferentes graus de afinidade pela regido Fc das subclasses de IgG. A proteina G € isolada de
linhagens de G Streptococcal e também possui afinidade pela porcio Fc de imunoglobulinas,
diferindo da proteina A na intensidade de tais ligacdes. A proteina L, isolada da bactéria
Peptostreptococcus magnus, liga-se especificamente a regido varidvel da cadeia leve de
imunoglobulinas do tipo k, sem interferir no sitio de ligacdo antigeno-anticorpo e, por esta razao,
¢ muito utilizada na purificagdo de fragmentos Fab e regides Fv. Os diferentes graus de
intensidade relativa das ligacOes entre esses ligantes de afinidade e subclasses de IgG murina

estdo listados na Tabela 2-1, na qual a quantidade de sinais positivos (+) € diretamente

proporcional a intensidade das ligacdes de afinidade.

Tabela 2-1 Comparagdo da intensidade de afinidade relativa entre os ligantes bioespecificos (proteinas A,
G e L) e os diferentes isotipos de IgG de camundongo.

Intensidade da ligagdo com

Isotipo Proteina A Proteina G Proteina L
IgG, + ++++ ++++
1gGaa -+ ++++ o+
IgGap +++ +++ o+
IgGs; ++ +++ ++++

Adaptado de: © www.sigma-aldrich.com (acessado em 08/10/2013)

Embora os ligantes bioespecificos apresentem 6timos valores de recuperagdo e purificagio,

z

a sua grande limitacdo é a necessidade de se obter ligantes purificados em quantidades
relativamente altas para imobilizacdo a matriz. Além disso, por se tratarem de moléculas
sensiveis e grandes (comumente com estrutura tridimensional e elevada massa molecular),

apresentam particularidades durante sua imobilizacio em suportes solidos. Esses ligantes

17



apresentam ainda problemas de diminui¢do da vida util do adsorvente e perda de capacidade
relacionados a reducdo da atividade bioldgica, devido ao desprendimento ou hidrélise dos
ligantes apds ciclos repetidos de utilizacdo. A perda de atividade por hidrélise ocorre devido as
condic¢des drasticas de eluicdo com a reducdo de pH, enquanto o desprendimento dos ligantes
acarreta ainda a contaminacdo do produto purificado, representando um problema quando as
imunoglobulinas sdo destinadas a aplicacdo terapéutica, pois estes ligantes atuam como
potenciais causadores de alergias. Além disso, o alto custo das resinas € um entrave para
aplicacdo em larga escala (VIJAYALAKSHMI, 1989; CANAK et al., 2004; ROQUE e LOWE,
2006).

Ainda assim, a proteina A € o ligante de cromatografia mais utilizado em processos de
purificagdo de anticorpos monoclonais e, por isso, muitos estudos t€ém sido realizados no intuito
de aprimorar a eficiéncia e reduzir os custos de operacio. MAHAJAN e colaboradores (2012)
compararam a implementacdo de sistemas de cromatografia semi-continua com multiplas colunas
e pela recirculagdo da amostra de alimentagdo em uma tnica coluna como alternativas para a
melhora de eficiéncia em termos de rendimento e qualidade a um sistema convencional em
batelada utilizando a resina MabSelectSuRe™ (GE Lifesciences, EUA). Mesmo reduzindo os
custos de operacdo, esse sistema se mostrou impraticidvel por ser mais complexo, dificil de
escalonar e, além disso, representa mais um entrave para atender as exigéncias de mercado

quanto a validac@o dessa tecnologia.

Para contornar os problemas relativos a utilizacao dos ligantes bioespecificos, ligantes que
ndo possuem interacdo bioldgica, porém que apresentam a capacidade de se ligar as proteinas por
meio dos mesmos tipos de interagdes moleculares (hidrofébicas, eletrostdticas, ligacdes de
coordenagdo, ligagdes de hidrogénio) sao utilizados e recebem a denominag¢do de ligantes
pseudo-bioespecificos (VIJAYALAKSHMI, 1989; ROQUE e LOWE, 2006; HAGE et al., 2012).
Estes ligantes sdo moléculas menores, de ficil imobilizagdo e baixo custo. Podem ser sintéticos
como quelatos metdlicos, tiofilicos e corantes, ou compostos que mimetizam os ligantes de
origem biologica como peptideos e aminodcidos, que interagem com a proteina por afinidade,
sendo capazes de promover a adsorc¢do. Estas intera¢des sdo mais fracas, com constante de

dissociacdo (Ky4) na ordem de 102 a 10”7 mol/L (VDAYALAKSHMI, 1989) e, por isso, exigem
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condi¢des menos drésticas para elui¢do, conservando a integridade dos ligantes e da molécula

alvo.

2.3.1 Ligantes pseudo-bioespecificos

Enquanto os ligantes de afinidade de origem bioldgica sdo macromoléculas frigeis,
complexas, caras e dificeis de imobilizar a suportes cromatograficos, os ligantes pseudo-
bioespecificos, sdo moléculas menores, robustas e economicamente vidveis, que possuem a
capacidade de interagir com as mesmas moléculas alvo e, portanto, sdo considerados potenciais
substitutos aos ligantes bioespecificos. A exemplo desta classe de ligantes destacam-se o0s
compostos sulfonados, quelatos metélicos, peptideos e aminodcidos para purificacdo de
imunoglobulinas.

O uso de ligantes tiofilicos para separagdo de proteinas foi introduzido por Porath e
colaboradores em 1985 no estudo de fracionamento de proteinas do plasma. Estruturalmente
esses ligantes estdveis sdo lineares, com a presenca de dois dtomos de enxofre e, em altas
concentracoes salinas, promovem elevada capacidade adsortiva e especificidade para purificacao
de imunoglobulinas (HUTCHENS et al., 1986; BELEW et al., 1987). SERRES et al. (1995)
demonstraram que particulas de silica derivatizadas com dextrana e imobilizadas com -
mercaptoetanol formavam um suporte cromatografico com pseudo-afinidade por IgG de
camundongos que permitia ndo sé a purificacdo dos anticorpos em etapa unica, como também
podia ser empregada na separacdo em alta defini¢ao de isotipos IgG; e IgGs. Recentemente LIN
et al. (2013) relataram a alta capacidade de adsorcdo de IgG humana (qma.x=20,7 mg IgG/g gel
seco) atingida por ligantes tiofflicos de estrutura heterociclica imobilizados em matriz
magnetizada, demonstrando também que o adsorvente interagiu preferencialmente com
fragmentos Fab obtidos por digestdo enzimatica.

A cromatografia de afinidade com fons metélicos imobilizados (IMAC), introduzida por
Porath e colaboradores (1975), explora a interacdo entre ions metdlicos e grupos doadores de
elétrons presentes na superficie de proteinas. Estes metais apresentam a capacidade de ligar-se
reversivelmente a proteinas por ligacdes de coordenagdo e, quando quelatados a uma matriz
solida, podem ser usados como ligantes de afinidade para purificacgdo de biomoléculas
(PORATH, 1988; WONG et al., 1991; GABERC-POREKAR ¢ MENART, 2001; ROQUE et al.,
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2007). Os metais de transi¢c@o niquel, cobre, cobalto e zinco apresentam afinidade por residuos de
aminodcidos como histidina, triptofano e cisteina, devido a interagdes com seus grupamentos
imidazol e indol, e tiol, respectivamente (SULKOWSKI, 1989; BRESOLIN et al., 2009). A
presenca desses residuos de aminodcido na estrutura de imunoglobulinas faz com que estes
metais sejam explorados em IMAC para purificacao de anticorpos de diferentes fontes.

Diferentes materiais vém sendo estudados a fim de se encontrar as melhores condi¢des de
cromatografia para purificacdo de IgG utilizando a técnica de IMAC. O trabalho de BODEN et
al. (1995) descreve a purificacdo em etapa tnica de IgG policlonal de cabra utilizando o fon
metdlico Cu®* quelatado 2 poliamina Tris-2-aminoetil-amina (TREN) covalentemente
imobilizada em agarose, alcancando pureza de 95% com o método. Anos mais tarde
TISHCHENKO et al. (2002) avaliaram o desempenho de niquel quelatado a matrizes
cromatograficas morfologicamente distintas feitas de ésteres de metacrilato para purificacido de
IgG, produzida em fluido ascitico de camundongo, no qual o melhor resultado em etapa tnica foi
alcancado com suportes porosos, recuperando 92% da imunoglobulina com 73% de pureza.
SERPA et al. (2005), imobilizou diferentes ions metdlicos em membranas de dlcool poli-etileno
vinilico (PEVA) para o estudo de recuperacdo de AcM anti-TNP obtido pela técnica de cultivo in
vitro de hibridomas, tendo o Zn** apresentado o melhor resultado de pureza. Outro exemplo é o
estudo de PRASANNA e VIJAYALAKSHMI (2010), em que anticorpos monoclonais e
policlonais foram eficientemente purificados em etapa tnica utilizando discos de mondlitos de
metacrilato com Ni** imobilizado.

A investigacdo de novos ligantes baseados na interacdo de proteinas com o grupamento
amino vem crescendo nos ultimos anos. Nesse contexto, peptideos e aminodcidos também
demonstraram potencial de utilizagdo para purificacdo de IgG. A exemplo disto, o trabalho de
VERDOLIVA et al. (2002) apresentou como ligante de afinidade um peptideo tetramérico que
mimetiza a proteina A para purificar imunoglobulinas presentes em soro humano enquanto, em
outra aplicacdao demonstrada por NAIK ef al. (2011a), trés ligantes hexapeptidicos diferentes que
apresentavam afinidade pela porcao Fc de anticorpos foram imobilizados a uma resina comercial
para otimizagdo das condi¢des de eluicdo de imunoglobulinas monoclonais. A adi¢do de sal ao
tampao de adsor¢do proporcionou pureza e rendimento de 94% e 85%, respectivamente, e
capacidade dinamica de adsor¢do de 20 mg/mL (comparéveis a performance de géis de proteina

G imobilizada).
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Tendo aminodcidos como a histidina demonstrado afinidade por proteinas, diferentes
estudos foram conduzidos no intuito de aplicar este conceito a purificacdo de anticorpos. Foi
demonstrado por EL-KAK e VIJAYALAKSHMI (1991) que a especificidade de adsorcdo de
uma proteina em histidina imobilizada depende nao somente das condi¢des cromatograficas
como pH, temperatura e for¢a i0nica, mas também da orientacdo da molécula acoplada a matriz e
a exposicdo de seus grupamentos funcionais, fatores intimamente relacionados a interagdo com as
moléculas alvo e, consequentemente, a capacidade dinamica da matriz. A histidina, quando
imobilizada em gel de aminohexil-Sepharose via seu grupamento carboxila (deixando livre seu
grupamento amino e anel de imidazol), apresentou potencial de aplicacdo em cromatografias
negativas para a recuperacdo de IgG nas fragdes ndo adsorvidas (PITIOT et al., 2001b). Quando
imobilizada via grupamento amina (deixando livre além do anel imidazol o grupamento
carboxila) em membrana de PEVA ativada com grupos epdxi, o aminodcido promoveu a adsoc¢ao

de IgG pela por¢ao Fab de sua estrutura (HAUPT ez al., 1995).

A intera¢do de IgG com outros aminodcidos imobilizados como ligantes de afinidade foi
extensivamente estudada. Aminodcidos hidrofébicos como o triptofano e fenilalanina foram
imobilizados em diferentes materiais e empregados como ligantes hidrofébicos para interagir
com os sitios apolares de IgG, promovendo, assim, sua purificacdo a partir de plasma (KIM et al.,
1991; SUN et al., 2006) ou sobrenadante de cultivo celular (NAIK et al., 2011b). Aminoacidos
basicos como a arginina ainda ndo tiveram seu mecanismo de interagdo com IgG completamente
elucidado, mas pode-se afirmar que existem interacdes eletrostaticas, uma vez que o aumento da
concentracao salina no tampao de adsorcdo promoveu um decréscimo na capacidade adsortiva do

ligante imobilizado (BAYRAMOGLU et al., 2007).

A natureza do sistema tamponante, o valor de pH empregado e a concentragdo salina do
meio sdo parametros de extrema importancia para se determinar a capacidade adsortiva de uma
molécula alvo em um ligante. Diferentes valores de pH podem afetar ndo s6 o estado de
protonacdo do ligante, como também o balanco e distribuicdo de cargas em proteinas,
influenciando a forca de ligacdo entre os grupos funcionais do adsorvente e a molécula alvo.
Ligantes de aminodcido com caracteristicas de trocadores idnicos como a L-lisina e L-histidina
também foram aplicados com sucesso na recuperacdo de anticorpos a partir de misturas

complexas de proteinas. Gel de agarose derivatizado com poli-L-lisina recuperou 79% de IgG a
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partir do soro humano, com 88,7% de pureza quando operada em solucao tampao Bis-Tris a pH
6,0 (BRESOLIN et al., 2011). O ligante de L-histidina foi comparado a proteina G por
BAYRAMOGLU e colaboradores (2013) quanto 4 pureza e seletividade, demonstrando que a
capacidade maxima de adsor¢ao foi alcancada em pH 5,5 e, além disso, quando operado de forma

continua seu desempenho aumentou 16% em em relacio ao processo em batelada.

2.3.2 Orto-fosfoserina (OPS) como ligante pseudo-bioespecifico

Diferentes aminodcidos foram avaliados quanto ao potencial de aplicacio em
cromatografias para purificacdo de anticorpos. Neste contexto, OPS foi pouco investigado como
ligante pseudo-bioespecifico (BRESOLIN e BUENO, 2012). Estruturalmente, este ligante é um

éster composto por serina e dcido fosférico, conforme ilustrado na Figura 2-3.

HO-~ Ig\ re “\
HO ©O OH
NH,
Figura 2-3 Estrutura molecular do ligante OPS

(www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/p0878?lang=pt&region=BR acessado em 08/10/2013).

O OPS ¢é um importante componente constitutivo de membranas bioldgicas, onde atua
como mediador no transporte idnico. Este aminoécido € encontrado também em proteinas como a
caseina, onde desempenha o importante papel de quelatador de fons metélicos, em especifico, o
Ca”. Dependendo de seu estado de ionizacdo, o orto-fosfoserina forma complexos de
coordenagdo com o ion metélico ndo s6 pelos 4tomos de oxigé€nio presentes em seus grupamentos
fosfato e carboxila, mas também com o nitrogénio da por¢do amina, atuando como agente
quelante tridentado, tal qual o dcido iminodiacético (IDA), agente quelante mais utilizado em
IMAC (ZACHARIOU et al., 1993; KARAS, 2010).

A técnica de IMAC com fons Fe’* imobilizados em OPS permitiu a separacdo de
fosfoproteinas ndo apenas devidido a intera¢Ges ocorridas entre o fon metalico quelatado e o
oxigénio de grupamentos fosfato dos residuos de fosfoserina, mas também devido a interagdes

ocorridas com os grupamentos carboxilicos e fenol presentes nessas proteinas (MUSZYNSKA et
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al., 1992). Baseado em sua habilidade natural em quelatar ions metélicos, o aminodcido OPS foi
investigado quanto ao potencial em se tornar um novo agente quelante em IMAC, introduzindo
assim uma geometria de coordenacdo alternativa ao IDA (ZACHARIOU et al., 1993).

Acidos duros de Lewis como Fe’*, AI**, Ca’* e Yb** ou intermedisrios como o Cu®* foram
quelatados ao OPS imobilizado em matrizes ativadas com composto epdéxi para estudo de
interacdo com proteinas (ZACHARIOU e HEARN, 2000; KARAS, 2010). Foi observado que
quando tampdes de baixa forca iOnica foram empregados, o adsorvente se comportou como
pseudo-cation assumindo caracteristicas de trocadores anidnicos ao adsorver proteinas
negativamente carregadas, porém, contrariamente ao esperado, o aumento do valor de pH nessas
condi¢des ndo promoveu a dessor¢ao proteica.

A presenca de grupamentos negativamente carregados em sua estrutura (fosfato e
carboxila) permite que o OPS seja explorado como um ligante de adsor¢do para moléculas
positivamente carregadas através de interacdes eletrostaticas. Bresolin e Bueno (2012) avaliaram
o ligante imobilizado em matriz de agarose ativada com brometo de cianogénio (CNBr) quanto a
sua seletividade e capacidade adsortiva de IgG humana de origem sérica, mas ndao foram
encontrados estudos na literatura investigando o potencial de utilizagdo deste ligante para

purifica¢do de anticorpos monoclonais obtidos pelo cultivo de hibridomas.

O estudo de orto-fosfoserina (OPS) quanto ao seu potencial de utilizacdo como agente
quelante para os fons metdlicos intermedidrios (segundo a classificacdo de Lewis) Cu*, Co™ e
Ni** visando a purificacdo de proteinas do soro humano, foi conduzido com este agente quelante
imobilizado em géis de agarose ativados com grupo epéxi e CNBr, respectivamente

(ZACHARIOU e HEARN, 2000; BRESOLIN, 2010).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Reagentes

Gel de agarose ativado com CNBr com orto-fosfo-L-serina imobilizado (agarose-CNBr-
OPS, densidade de ligantes de 5 a 15 umol/mL), gel de agarose com proteina G imobilizado
(protein G-Sepharose 4B Fast Flow), papaina, glicina, Comassie brilliant blue R-250, 4cido 3-N-
morfolinopropanossulfonico (MOPS), albumina de soro bovino (BSA 98% pureza) foram obtidos
da Sigma-Aldrich (EUA). Para eletroforese utilizou-se marcador de imunoglobulina G (IgG) 150
kDa, preparado a partir de IgG humana obtida da Aventis Behring (Alemanha). Acrilamida,
bisacrilamida, dodecil sulfato de sédio (SDS) e TEMED (N, N, N’, N’-tetra-metilenodiamina)
foram obtidos da Bio-Rad (EUA). Carbonato de soédio, sulfato de amonio, formaldeido e
hidroximetil-aminometano (Tris) foram obtidos da Merck (Alemanha). Coluna de dessaliniza¢ao
PD-10, gel de agarose (Sepharose-4B), azul de bromofenol, persulfato de amdnio, glicerol, kit de
marcadores de alta massa molecular para eletroforese, ditiotrietol foram adquiridos da GE
Healthcare (EUA). A caracterizagdo do anticorpo foi confirmada com o kit de isotipagem
ImmunoPure Monoclonal Antibody Isotyping Kit II, da Pierce (EUA). Acido cloridrico, dcido
acético, acido citrico, hidroxido de sédio, fosfato de s6dio monobdsico e dibasico, metanol,
etanol e glutaraldeido foram obtidos da Synth (Brasil). Acido orto-fosférico foi adquirido da
Vetec (Brasil). Os demais reagentes utilizados foram todos de grau analitico e utilizou-se dgua

ultrapura Milli-Q (Millipore, EUA) para o preparo de todas as solucdes.

3.1.2 Anticorpos monoclonais

A linhagem de hibridoma WT 5B6H3G10 (TAMASHIRO, 1988) secretora de
imunoglobulinas monoclonais isotipo IgG,, anti-Trypanosoma cruzi estava criopreservada em
nitrogénio liquido no Laboratério de Imunologia Celular e Inflamacao, do Instituto de Biologia

da UNICAMP.
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3.2 Meétodos

3.2.1 Cultivo de hibridoma secretor de anticorpo monoclonal IgG;, anti-Trypanosoma

cruz

As etapas de producdo e caracterizacdo ds AcM IgG,, anti-T. cruzi foram realizadas no
Laboratério de Imunologia Celular e Inflamag¢ado, do Instituto de Biologia da UNICAMP, sob a

coordenagdo da Profa. Dra. Wirla Maria Silva Cunha Tamashiro.

Um vial contendo 1,0 mL de células do banco WT 5B6H3G10 com densidade de 1,5 10°
células/mL foi retirado de nitrogénio liquido e imediatamente transferido para banho termo
estatizado a 37 °C para descongelado répido e, em seguida, foi mergulhado em banho de gelo por
aproximadamente 3,0 min. As células foram transferidas em condicdes estéreis para um tubo de
centrifuga contendo 5,0 mL de meio de cultura completo fresco, sofrendo suave homogeneizacao.
O material foi centrifugado a 1500 rpm durante 10 min a 4,0 °C e o sobrenadante obtido foi

descartado para remover o agente criopreservador.

Ao precipitado de células foram adicionados 4,0 mL de meio de cultivo completo para a
ressuspensao dos hibridomas homogeneizando cuidadosamente. A suspensio foi transferida para
placas de cultura e incubada a 37 °C em estufa incubadora com suprimento de CO, a 5,0%. Ao
atingirem cerca de 70% de confluéncia, os hibridomas foram repicados para expansdo do cultivo
e transferidos para garrafas de cultura com dreas superficiais maiores, adaptando assim as células
para o cultivo em garrafas de Roux. Os sobrenadantes coletados foram centrifugados para a

remocgdo de células, agrupados e armazenados na forma de pool a 4,0 °C.

Como controle, a presenca de IgG murina secretada no sobreadante de cultura celular foi
confirmada por ensaio de imunoprecipitagao (segundo Ouchterlony, 1958), enquanto o isotipo e a

cadeia leve do anticorpo foram identificados por um kit de deteccao de IgG (Pierce, EUA).

3.2.2 Precipitacao de proteinas para concentracao e estocagem do material de trabalho

Os diferentes pools de sobrenadante livres de células foram homogeneizados (totalizando
1,55 L) e filtrados em membranas de celulose com 0,22 um de poro (Millipore, EUA) para a

remog¢do de células e particulas. Na sequéncia, as proteinas presentes no sobrenadante foram
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precipitadas a 50% de saturacdo de sulfato de amoénio seguido de didlise, conforme o

procedimento apresentado por EL-KAK e VIJAYALAKSHMI (1991).

A solugdo saturada de sulfato de amonio foi obtida pela solubilizagdo com aquecimento de
1,4 kg do sal em 2,0 L de dgua Milli-Q. Apds resfriamento, observou-se a formacao de cristais
depositados no fundo do recipiente da solu¢do. Fracdes de 500 mL dessa solug¢do foram gotejadas
(a 4,0 °C e sob agitacao branda constante) em aliquotas de igual volume do pool de sobrenadante
para que se atingisse 50% de saturacao de sulfato de amonio. A agitacao foi mantida por 16 h e,
ap6s este periodo, o material foi centrifugado a 10000 g por 15 min. A por¢do liquida foi
descartada e o precipitado resultante foi ressuspendido em 25 mL de tampao Tris-HC1 50 mmol/L
pH 7,0. A solucdo proteica obtida foi dialisada em membranas de celulose regenerada com
tamanho nominal de corte de 12 a 16 kDa (Interlab, Brasil), contra aproximadamente 3,0 L do
tampao Tris-HCI trocado trés vezes. A etapa de didlise foi conduzida a 4,0 °C, sob agitacdo
constante, durante 30 h (até que o monitoramento da condutividade do tampdo de didlise

apresentasse o mesmo valor de condutividade do tampao recém preparado).

As solugdes de sobrenadante dialisado (Sbt-d) foram agrupadas em pool e homogeneizadas
antes de serem acondicionadas em tubos plésticos em aliquotas de 5,0 mL para congelamento e
estocagem a -20 °C. Antes de serem utilizadas em alguns experimentos cromatogréficos, as
aliquotas de Sbt-d foram descongeladas e dessalinizadas em coluna PD-10 Sephadex G 25, de
acordo com protocolo recomendado pelo fabricante (GE Healthcare, EUA), utilizando o mesmo

tampao da etapa de equilibrio da cromatografia.

3.2.3 Ativacao do gel de agarose com bisoxirano

A inser¢cdo de grupos epoxi (oxirana) para a ativacdo do gel de agarose Sepharose-4B foi
realizada conforme HERMANSON e colaboradores (1992). Sendo assim, 50 mL de gel
sedimentado agarose 4B foram lavados em um funil de vidro sinterizado, com 1,0 L de dgua
destilada, e transferidos para um Erlenmeyer de 250 mL onde foram adicionados 40 mL de uma
solucdo de NaOH 0,6 mol/L contendo 75 mg de borohidreto de sédio. Em seguida, foram
adicionados lentamente 40 mL de 1,4 butanodiol diglicidil éter (bisoxirano) a mistura, que foi

incubada em capela de exaustdo a temperatura ambiente, sob agitacdo constante durante 10 horas.
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Terminado o tempo de reacdo, o gel foi lavado com dgua destilada até que o filme oleoso fosse
removido, garantindo assim a eliminacao do bisoxirano das particulas de gel. Apds esta lavagem

o gel foi armazenado em solucdo de NaCl 1,0 mol/L a 4,0 °C.

O ligante orto-fosfo-L-serina foi imobilizado a matriz ativada de acordo com o protocolo
descrito por ZACHARIOU e colaboradores (1993). O gel foi lavado com pelo menos 20 volumes
de dgua Milli-Q e, para 10 mL de gel foram adicionados 10 mL de uma solu¢do a 200 mmol/L do
ligante. Esta suspensao ficou sob agitacdo a temperatura constante a 60 °C durante 24 horas. Ao
final da reagdo, o gel foi lavado com 10 volumes de dgua Milli-Q, seguidos de 5 volumes de uma
solucdo de 4cido acético 50 mmol/L pH 4,0 e, para finalizar, foi lavado novamente com mais 10
volumes de dgua Milli-Q. O gel obtido, denominado agarose-Bis-OPS, foi suspenso em solucao

de etanol 20% e armazenado a 4,0 °C até o uso.

3.2.4 Experimentos cromatograficos

Todos os experimentos cromatogrificos foram realizados a temperatura ambiente,
utilizando um sistema de cromatografia de baixa pressdao automatizado (BioRad, EUA) com
monitoramento de UV a 280 nm por um medidor de absorbancia. A corrente de saida foi coletada

em fragdes pelo coletor de fracdes acoplado ao sistema, conforme ilustrado na Figura 3-1.
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Figura 3-1 Esquema do sistema cromatografico de baixa pressdo utilizado nos experimentos. 1)
reservatorios de solucdo; 2) bombas peristélticas; 3) computador; 4) coluna cromatografica; 5) monitor de
medida de absorbancia a 280 nm; 6) coletor de fracdes (adaptado de BRESOLIN, 2006).
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a) Experimentos cromatograficos em colunas contendo o gel agarose — OPS

As cromatografias foram realizadas para que fossem determinados os perfis de eluicdo da
proteina de interesse nos sistemas tamponantes de baixa forca idnica: Tris-HCI, fosfato do sédio e
MOPS a 50 mmol/L, em diferentes valores de pH. Foi avaliado também o perfil de eluicio do
anticorpo pela técnica de IMAC, onde o ligante OPS foi empregado como agente quelante para o
fon metdlico Ni**. Todos os experimentos foram realizados a temperatura ambiente e em

duplicata.

Uma coluna cromatografica com 10 mm de didmetro interno, modelo C 10/10 (GE
Healthcare, EUA) foi empacotada com 1,0 mL do gel agarose-OPS e acoplada ao cromatégrafo
de baixa pressdo. A corrente de saida foi monitorada a 280 nm por um medidor de absorbancia e

coletada em fracdes de 1,0 mL.

Para experimentos realizados sem o fon metdlico niquel imobilizado, a coluna foi
equilibrada com pelo menos 10 mL dos tampdes de adsor¢ao avaliados e alimentada com 4,0 mL
do sobrenadante precipitado e dialisado devidamente dessalinizado para o experimento € com
concentracdo ajustada para 5,0 mg/mL, totalizando 20 mg de proteinas totais nas amostras de
injecdo. Na sequéncia, a coluna foi lavada com pelo menos 10 volumes de coluna com o tampao
de equilibrio, até que ndo fosse mais detectada a presenca de proteina nas fragdes coletadas. A
eluicdo foi realizada com adi¢do de 1,0 mol/L. de NaCl aos tampdes de adsorcdo. Durante todo o
experimento a vazdo foi mantida a 0,5 mL/min e a corrente de saida foi coletada em fracdes de
1,0 mL, que foram quantificadas pelo método de BRADFORD (1976). Apds a quantificacio para
determinar o balanco de massa dos ensaios, as fragdes de cada etapa foram agrupadas para
andlise por eletroforese SDS-PAGE. Ao término de cada experimento a coluna foi regenerada

com solu¢do de NaOH 50 mmol/L.

O experimento de IMAC foi conduzido a temperatura ambiente, utilizando o mesmo
sistema de cromatografia BioRad (EUA), na vazao 0,5 mL/min com a coluna modelo C 10/10
(GE Healthcare, EUA) devidamente empacotada com 1,0 mL do gel de agarose-CNBr-OPS
(Sigma, EUA). A coluna foi saturada com solu¢do de sulfato de niquel 50 mmol/L e, em seguida,
lavada sequencialmente com no minimo 15 mL de dgua Milli-Q e 15 mL do tampao de elui¢do na
condicdo mais drastica (Tris-HCl 700 mmol/L pH 7,0) visando a remog¢do dos ions metélicos

fracamente adsorvidos na matriz. O sistema foi entdo equilibrado com o tampao de adsor¢do Tris-
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HCI1 50 mmol/L pH 7,0 e alimentado com 10 mg de proteinas totais do sobrenadante de cultura
precipitado e dialisado, na concentracdo 5,0 mg/mL. A lavagem da coluna foi feita com o mesmo
tampao de adsor¢do e as etapas de eluicdo foram realizadas em gradiente em degrau com
aumento na concentragdao de Tris-HCI: 100, 300, 500 e 700 mmol/L em pH 7,0. Na sequéncia, a
coluna foi regenerada com solu¢do de EDTA 50 mmol/L pH 6,5. A corrente de saida foi coletada
durante todo o experimento em fragdes de 1,0 mL com monitoramento a 280 nm e quantificadas
pelo método de BRADFORD (1976). O pool das fracdes referentes aos picos obtidos foi
analisado por eletroforese SDS-PAGE.

Ap6s o término de cada experimento, a coluna foi lavada com pelo menos 10 volumes de

agua Milli-Q, seguida de etanol 20% para armazenamento.

b) Experimentos cromatograficos em colunas contendo gel de proteina G — Sepharose

Os experimentos cromatograficos em proteina G-Sepharose foram realizados para purificar
a imunoglobulina monoclonal diretamente do sobrenadante de cultivo celular, a fim de se obter o
anticorpo livre de impurezas para a realizacao dos ensaios de determinagao do ponto isoelétrico,
curva de ruptura e cinética de adsorcao.

Uma coluna cromatografica modelo cm 10 mm de didmetro interno modelo C 10/20 (GE
Healthcare, EUA) foi empacotada com 5,0 mL de gel protein G Sepharose 4 Fast Flow (Sigma,
EUA) e acoplada ao sistema de cromatografia de baixa pressdo (BioRad, EUA). A vazdo do
sistema durante todo o processo foi de 0,1 mL/min e a corrente de saida foi monitorada a 280 nm.

O tampao de adsor¢do utilizado para o equilibrio e a etapa de lavagem da coluna foi o
tampao fosfato de sédio 100 mmol/L pH 8,5. A coluna foi equilibrada com cerca de 50 mL deste
tampao e alimentada com aliquotas de 250 mL de sobrenadante ndo precipitado com sulfato de
amonio contendo anticorpos monoclonais IgG,, anti-7. cruzi em meio de cultura DMEM. A etapa
de lavagem foi conduzida com pelo menos 75 mL do tampao até que ndo se fosse mais detectada
saida de proteinas. Para a etapa de eluicdo foi utilizado o tampao glicina-HC1 100 mmol/L pH 2,8
na mesma vazdo utilizada na etapa de lavagem e a corrente de saida foi coletada em fragcdes de
2,0 mL em tubos de ensaio contendo 100 uL de Tris-HCI 1,0 mol/L a pH 8,0 (quantidade

suficiente para neutralizar o pH, evitando a desnaturagao da IgG purificada).
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As fragdes purificadas eluidas de cromatografias sucessivas foram agrupadas,
dessalinizadas em colunas PD-10 Sephadex G 25 conforme recomendado pela GE Healthcare
(EUA) utilizando-se tampao Tris-HCI 50 mmol/L pH 7,0 e foram concentradas por ultrafiltracio

em membrana de celulose regenerada de 10 kDa de diametro de corte (Millipore, EUA).

Ao término de cada processo de purificagdo a coluna foi lavada novamente com pelo menos
10 volumes de coluna do tampdo de equilibrio para neutralizar o pH do gel. Para o
armazenamento, ela foi lavada exaustivamente com dgua Milli-Q, seguida de solucdo de etanol

20% e acondicionada a 4,0 °C, conforme recomendacao do fabricante.

3.2.5 Determinacao da curva de ruptura

O experimento de curva de ruptura de AcM anti-7. cruzi em agarose-CNBr-OPS foi
realizado em temperatura ambiente com o sistema tamponante Tris-HC1 50 mmol/L pH 7,0. Uma
coluna cromatografica modelo com 10 mm de diametro interno modelo C 10/20 (GE Healthcare,
EUA) empacotada com 1,0 mL de gel agarose-OPS (Sigma, EUA) foi acoplada ao sistema de
cromatografia de baixa pressao (BioRad, EUA) e alimentada frontalmente com vazao constante
de 0,5 mL/min e concentragdo C, igual a 200 pug/mL de AcM anti-7. cruzi previamente
purificados em proteina G-Sepharose. As medidas de absorbincia da solucdo inicial de
alimentacdo e das fragdes de 1,0 mL coletadas ao longo do ensaio foram determinadas a 280 nm
em espectrofotdometro de UV-visivel (Beckman DU 650, EUA) e transformadas em dados de
concentracao pela divisao de cada medida pelo fator 1,4.

A alimentagdo da coluna foi interrompida assim que a absorbancia a 280 nm da corrente
efluente se manteve invaridvel apds atingir o ponto de saturacdo do sistema, com concentracao
muito proxima a da amostra de alimentagcdo. A coluna foi lavada exaustivamente com o tampao
de adsorcao Tris-HCl 50 mmol/L pH 7,0 até que a absorbancia das fragdes coletadas fossem
estabilizadas préximas a zero, a fim de se eliminar as proteinas fracamente adsorvidas. Por fim,
as imunoglobulinas adsorvidas foram eluidas com o tampado de dessor¢cdo Tris-HCI 50 mmol/L,
NaCl 1,0 mol/L pH 7,0 para recuperar as proteinas adsorvidas e determinar a capacidade
dinamica de adsor¢do da coluna. Apds o fim da elui¢do, a coluna foi regenerada com solucao de

NaOH 25 mmol/L, lavada com dgua Milli-Q e armazenada em solugdo de etanol 20%.

30



3.2.6 Meétodos analiticos

3.2.6.1 Quantificacio de Ni?* quelatado ao gel cromatografico

A coluna cromatografica modelo C 10/10 (GE Healthcare, EUA), devidamente empacotada
com 1,0 mL do gel de agarose-CNBr-OPS (Sigma, EUA) e quelatada com o fon metélico Ni**
para a realizacdo dos ensaios de IMAC, conforme descrito na sessdo 3.2.4a deste trabalho, foi
regenerada com 10 mL da solu¢gdo de EDTA 50 mmol/L pH 6,5. A amostra de regeneracdao
coletada foi avaliada em espectrofotometro de absor¢dao atdmica modelo Analyst 100 (Perkin
Elmer, EUA) pelo Laboratério de Engenharia Ambiental (Faculdade de Engenharia Quimica,

UNICAMP-Campinas), sob a coordenacao da Profa. Dra. Meuris Gurgel Carlos da Silva.

3.2.6.2 Dosagem de proteina total

A concentracdo de proteinas totais nas fragdes cromatograficas foi determinada de acordo
com a metodologia para microensaio descrita por Bradford (1976) utilizando albumina de soro
bovino (BSA) como proteina de referéncia. As solu¢des com IgG,, purificada, utilizadas para os
ensaios de curva de ruptura e cinética de adsorcdo, foram quantificadas a 280 nm em

espectrofotometro (DU-650 - Beckman, EUA) com coeficiente de extingao 1,4.

3.2.6.3 Eletroforese SDS-PAGE

As fracdes proteicas foram qualitativamente analisadas pela técnica de eletroforese em gel
de poliacrilamida sob condi¢des desnaturantes e nao redutora (SDS-PAGE) no intuito de avaliar
sua pureza. As andlises foram realizadas no equipamento Mini Protean III (BioRad, EUA)
utilizando gel de poliacrilamida na concentra¢do de 7,5%, conforme protocolo apresentado por
LAEMMLI (1970). As amostras foram aquecidas a 100 °C por 10 minutos e aplicadas aos géis
em aliquotas de 10 puL. Os géis foram submetidos a uma voltagem de 150 V, em cubas verticais e

a coloragdo foi realizada com nitrato de prata, de acordo com MORRISSEY (1981).

Os géis revelados foram escaneados em densitdmetro modelo GS-800 Calibrated
Densitometer (BioRad, EUA) e a quantificacido das bandas foi feita pelo software Quantity One®

1-D Analysis Software (BioRad, EUA).

3.2.6.4 Determinacio do ponto isoelétrico (pI)
A determinacdo do ponto isoelétrico do anticorpo IgG,, anti-Trypanosoma cruzi foi

realizada por eletroforese de focalizacdo isoelétrica (isoelectric focusing - IEF). A IEF é uma
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técnica de eletroforese baseada na separagdo de moléculas de acordo com seu ponto isoelétrico
(pD). Uma solugdo da proteina purificada é aplicada sobre um gel de acrilamida que apresenta um
gradiente continuo de pH. A este gel é aplicado um campo elétrico que promove o deslocamento

da proteina até a regido de pH que corresponde ao seu pl.

Para este procedimento foram utilizados o sistema PhastSystem (Pharmacia, Suécia), géis
de acrilamida PhastGel IEF 3-9 e marcadores de pl (GE-Healthcare, EUA) de acordo com o
método descrito pelo fabricante. A coloracdo do gel foi feita utilizando nitrato de prata, seguindo

as instrucdes especificadas em protocolo fornecido pelo fabricante.

3.2.6.5 Caracterizacao do AcM por Western blotting

As fracdes obtidas na melhor condi¢do cromatogréafica foram separadas por eletroforese
SDS-PAGE em gel de poliacilamida 7,5% e transferidas para membrana de nitrocelulose
(BioRad, EUA) em tampao Tris-HC] 25 mmol/L, glicina 192 mmol/L e etanol 20% (v/v). O
ensaio foi realizado no sistema de transferéncia Mini Transblotting (BioRad, EUA) aplicando-se
voltagem de 100 V durante 1,0 h, conforme protocolo descrito por TOWBIN e colaboradores
(1979). O sucesso da etapa de transferéncia foi confirmado pela presenca do marcador de massa
molecular pré-corado Full Range Rainbow (GE-Helthcare, EUA) na membranade nitrocelulose.
Esta foi entdo incubada em solug¢ao salina de fosfato de sédio (PBS) 20 mmol/L, contendo 5,0%
de leite em p6 desnatado Molico (Nestlé, Brasil) e 0,1% de Tween-20. A membrana foi lavada
trés vezes com tampao PBS 20 mmol/L, Tween-20 0,01% e, na sequéncia, foi incubada em
tampao PBS 20 mmol/L, Molico 0,2% contendo o anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado
com peroxidase (Sigma, EUA) diluido na proporcao 1/5000 por 1,0 h. Em seguida a solucao foi
descartada e a membrana foi lavada novamente trés vezes com tampao PBS 20 mmol/L, Tween-
20 0,01%. Para revelacdo, adicionou-se solucdo de substrato (1,0 mL de diaminobenzina 6,0
mmol/L, 5 uL. de H,0, 30% e 9,0 mL de Tris-HCI 50 mmol/L pH 7,4). A reacgao foi interrompida

pela lavagem da mebrana com agua Milli-Q.

3.2.6.6 Quantificacio de IgG,, por ELISA

O balango de massa dos dados experimentais da melhor condicdo cromatografica
encontrada foi realizado também por um teste imunoquimico para determinacdo do grau de
pureza do anticorpo monoclonal e do fator de purificacdo. O ensaio foi realizado no Laboratdrio

de Imunologia Celular e Inflamacdo, do Instituto de Biologia da UNICAMP sob a coordenacio
32



da Profa. Dra. Wirla Maria Silva Cunha Tamashiro, seguindo o protocolo e reagentes gentilmente
fornecidos pela Profa. Dra. Elizabeth de Fatima Pires Augusto, do Laboratério de Biotecnologia

Industrial do IPT/SP.

Placas de microtitulagdao de poliestireno com 96 pogos foram sensibilizadas pela adicdo de
50 uL/pog¢o de anti-IgG de camundongo produzido em coelho (Sigma M-7023, EUA) na
concentracdo de 2,0 ug/mL, diluido em tampdo carbonato-bicarbonato de s6dio 50 mmol/L, pH
9,2. A placa foi incubada durante 1,0 h a 37 °C e posteriormente a 4,0 °C por mais 18 h. Em
seguida, o material foi lavado manualmente quatro vezes com solucdo salina de fosfato de sédio

(PBS) 20 mmol/L, pH 7,2 contendo 0,05% de Tween 20.

Na sequéncia foram adicionados 200 uL/pogo de tampdo de bloqueio (PBS 20 mmol/L, pH
7,2 contendo 5,0% de soro bovino) para bloquear os sitios remanescentes de ligacdo na placa e
incubou-se a mesma novamente a 37 °C por 1,0 h. Procedeu-se entdo com a etapa de lavagem
conforme ja descrito e, logo depois, 50 uL/po¢o das amostras a serem quantificadas e das de
padrao de IgG de camundongo (Sigma M-5284, EUA) da curva de calibracdo foram aplicadas em
duplicata diluidas na faixa concentragao de 1,56 a 200 ng/mL em tampao PBS 20 mmol/L, pH

7,2. A placa foi incubada novamente a 37 °C por mais 1,0 h e lavada na sequéncia.

Para a etapa de reagdo com o conjugado, o anticorpo anti-IgG de camundongo produzido
em carneiro conjugado com peroxidase (Sigma A-5906, EUA) foi diluido 2000 vezes em tampao
de dilui¢do (PBS 20 mmol/L, pH 7,2) e aplicado 50 pL/poco. Apds incubacao de 1,0 h em estufa
a 37 °C, realizou-se mais uma etapa de lavagem antes da aplicacio do cromdégeno. Foram
adicionados 50 pL/poco do substrato orto-fenilenodiamina dihidroclorido (OPD - Sigma, EUA P-
6787) 0,4 mg/mL preparado em tampao citrato-fosfato 50 mmol/L, pH 5,0 com adi¢do de
peréxido de hidrogénio 0,03%. A reacdo de revelacdo ocorreu pela incubag¢do por 30 min a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz e foi interrompida pela adi¢do de 25 pL/poco de uma
solucdo de acido sulfurico 4,0 N. A medida das absorbancias foi realizada imediatamente apds a
interrupgdo da reagdo, em leitor de placas (Labsystem, Finldndia) com o comprimento de onda de

492 nm.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussao apresentados neste capitulo referem-se a caracterizagdo e
producgdo de anticorpos monoclonais IgG,, anti-7. cruzi, em meio de cultura acrescido de 10% de
soro fetal bovino, e ao estudo do ligante OPS imobilizado em gel de agarose como estratégia para
purificacdo desse anticorpo livre de impurezas a partir de sobrenadante de cultivo de hibridomas

concentrado por precipitacdo com sulfato de amonio seguida de didlise.

Como o resultado com o quelatos OPS-Ni** se mostrou seletivo para purificacdo de IgG
atingindo mais de 90% de pureza (BRESOLIN, 2010), optou-se por avaliar a seletividade do ion
niquel para purificagdo de IgG,, de uma mistura complexa de proteinas como o sobrenadante de

cultura celular precipitado e dialisado.

4.1 Anticorpo monoclonal isotipo IgG,, anti-T. cruz

4.1.1 Determinac¢ao do ponto isoelétrico

Ap6s o descongelamento da linhagem de hibridomas WT 5B6H3G10 e expansdo por
cultivo in vitro, foi necessdrio confirmar a manutencdo do cardter secretor de anticorpos isotipo
IgG,, (anti-T. cruzi) por estas células. A secrecao de imunoglobulinas foi confirmada por teste de
imunoprecipitagao com a técnica de dupla difusdao (Ouchterlony, 1958).

O isotipo e a cadeia leve presente no anticorpo secretado foram determinados por um kit de
caracterizacdo de AcM (Pierce, EUA), que confirmou a molécula murina como sendo 1gG,,, bem
como sua cadeia leve tipo k. Além disso, uma aliquota de Sbt-d foi purificada por afinidade em
gel de proteina G-Sepharose para se obter o AcM livre de qualquer impureza para complementar
sua caracterizacdo determinando o ponto isoelétrico (pI) da proteina por eletroforese de
focalizacao isoelétrica (IEF).

O resultado da IEF apresentado pela Figura 4-1 revela que o pI da IgG,, obtida possui valor
maior que 7,35 e menor que 8,15 e, sendo assim, para valores de pH abaixo de seu pl ela se
apresenta positivamente carregada, enquanto em valores de pH acima ou equivalentes do pl este
anticorpo apresenta o balanco de cargas negativo ou proximo a neutralidade, respectivamente. A

IEF revelou também a presenca de uma banda fraca na altura de pl 9,3 que deve ser atribuida a
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provavel presenca de fragmentos da IgG,, resultantes da manipulacdo da amostra, uma vez que

anticorpos monoclonais sdo bastantes sensiveis e frageis.
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Figura 4-1 Gel de eletroforese de Focalizagdo Isoelétrica (IEF) para determinagdo do ponto isoelétrico
(pD) do AcM IgG,, anti-T. cruzi purificado por cromatografia em gel de proteina G-Sepharose. M-
Marcador de ponto isoelétrico, I- Amostra de imunoglobulina monoclonal IgG,, purificada.

4.1.2 Preparo do sobrenadante de cultura celular para as etapas cromatograficas

Além do anticorpo monoclonal IgG,, estar em baixa concentra¢do, o sobrenadante de
cultura celular apresentava impurezas provenientes do soro fetal bovino e suplementos utilizados
no meio de cultura. A precipitacdo com sulfato de amoénio seguida de didlise promoveu o
aumento da concentracdo do AcM em solucdo contudo, apesar do procedimento ter removido
parte das proteinas de baixa massa molecular, as demais impurezas ndo foram totalmente
removidas, sendo a albumina de soro bovino (BSA), o constituinte em maior abundancia, com
massa molecular em torno de 66 kDa, conforme revela a eletroforese apresentada pela Figura

4-2.

As amostras analisadas pela eletroforese foram também quantificadas por ELISA,
revelando que as concentracdes de anticorpo murino no pool de sobrenadantes coletados eram de
aproximadamente 50 pg/mL, valor compativel com o método de cultivo convencional adotado
para producdo do AcM em escala laboratorial (TREBAK et al., 1995). Apds a precipitacdo com
sulfato de amoénio seguida de didlise, a concentragdo de anticorpos de camundongo aumentou

para cerca de 700 pg/mL, ou seja, a producdo de 1,5 L de sobrenadante de cultura de hibridomas
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foi de aproximadamente 70 mg de IgG,, anti-T. cruzi. Os resultados obtidos pela quantificacdo do

AcM pelo método de ELISA estdo apresentados no balanco de massa da Tabela 4-1.
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Figura 4-2 Pefil eletroforético de amostras do sobrenadante de cultivo de hibridomas secretores de IgG,,
anti-T. cruzi em diferentes etapas do processo de precipitagcdo com sulfato de amodnio a 50% de saturagao,
seguida de didlise. MM- Massa molecular (kDa), 1- Padrdo de alta massa molecular (c6d.17-0615-01,
GE), 2- Marcador de IgG (Aventis), 3- Sobrenadante de cultura celular antes da precipitacdo, 4-
Sobrenadante de cultura celular precipitado e dialisado, 5- Proteinas nao precipitadas, 6- Anticorpo
monoclonal IgG,, purificado por cromatografia em gel de proteina G-Sepharose.

Tabela 4-1 Balanco de massa da etapa de concentragdo por precipitacio de IgG,, proveniente do
sobrenadante de cultivo de hibridoma secretor do AcM anti-T. cruzi.

Fracoes Sobrenadante pool precipitado e dialisado
Volume (mL) 1550 98,5
IgGy, (ug/mL)* 48,6 708,3
AcM total (mg)" 75,3 69,8

* Concentragdo relativa a massa de 1gG,, quantificada pelo método de ELISA
® Quantidade de IgG,, total determinada pelo método de ELISA

4.2 Purificacao do anticorpo anti-T. cruz

4.2.1 Purificacao do anticorpo anti-T. cruzi por IMAC

O desempenho de adsorventes em cromatografia depende tanto de aspectos referentes ao

adsorvente (caracteristicas quimicas, dimensdes e porosidade da matriz; natureza do ligante;
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presenca, comprimento e estrutura quimica de uma molécula espagcadora) quanto de aspectos
operacionais (composi¢do da amostra de alimentacdo, natureza do sistema tamponante,

concentracao salina, pH, presencga de interferentes e contaminantes, fluxo, forca idnica).

De acordo com Bresolin (2010), o quelato OPS-Ni**, em tampdo de adsorcdo com baixa
forca i0nica, apresentou seletividade para purificacdo de IgG humana, obtendo pureza acima de
90%. Tendo como base este resultado, avaliou-se o desempenho do quelato OPS-Ni** na
condicdo tamponante de baixa forca idnica para purificar IgG,, monoclonal de uma mistura
complexa de proteinas como o sobrenadante de cultura celular. O sistema tamponante escolhido
foi Tris-HCI 50 mmol/LL pH 7,0, adotando-se como estratégia de eluicdo gradiente degrau de
aumento da concentracdo de Tris como agente competidor. A Figura 4-3 e a Tabela 4-2

demonstram, respectivamente, o perfil de elui¢do do anticorpo e o balango de massa do resultado

obtido.
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Figura 4-3 Cromatografia do sobrenadante de cultura de hibridoma secretor de AcM isotipo 1gG,, em
coluna contendo 1,0 mL de agarose-CNBr-OPS com o fon metélico Ni** quelatado.

Vazdo: 0,5 mL/min. Injecdo: 2,4 mL de sobrenadante concentrado por precipitagdo [5,16 mg/mL] em
tampdo Tris-HCI 50 mmol/L. pH 7,0. Volume das fracdes coletadas: 0,7 mL. Perfil cromatogréfico: L-
lavagem (Tris-HCI 50 mmol/L pH 7,0), E- inicio da elui¢do (aumento em degrau da concentragao de Tris),
E;- eluicdo 1 (Tris 100 mmol/L), E,- elui¢do 2 (Tris 300 mmol/L), R- regenera¢dao (EDTA 50 mmol/L pH
6,5). Perfil eletroforético: M- marcador de IgG (Aventis), I- amostra de injecdo, L- lavagem, E,- eluicdo
100 mmol/L, E,- elui¢do 300 mmol/L, R- regeneragao.
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Tabela 4-2 Balanco de massa da cromatografia em agarose-OPS-Ni** utilizando tampédo de equilibrio
Tris-HCI 50 mmol/L pH 7,0 e dessor¢a@o por gradiente degrau de aumento da concentragio de Tris.

Fragdes Tris-HCI (mmol/L) PT (mg)* PT (%)’
Injecdo 50 12,45 100
Lavagem 50 12,04 96,7
Eluicao 100 0,19 1,5
300 0,12 0,9
Recuperacio 12,39 99,5
Proteinas totais adsorvidas 0,35 2,8

PT - Proteina total
“ Massa calculada por meio da dosagem de proteinas totais (método de Bradford, 1976)
® Porcentagem relativa 2 massa de proteina total injetada

Quando tampdes de baixa for¢a idnica s@o empregados em IMAC em géis quelantes com
metais duros de Lewis, interacdes eletrostiticas propiciam a adsor¢do protéica, aproximando o
comportamento do quelato metdlico ao de um trocador idnico. Quando ambas as interagdes
eletrostdticas e de coordenacdo ocorrem sob as mesmas condi¢des tamponantes, os quelatos
metélicos sdo classificados como pseudo-citions (ZACHARIOU e HEARN, 1996; BRESOLIN,
2010).

O perfil eletroforético apresentado na Figura 4-3 mostrou que para a condi¢dao de baixa
forca idnica e pH neutro utilizando o sistema tamponante Tris-HCl, o quelato metélico OPS-Ni**
apresentou capacidade de adsor¢cdo de 0,31 mg/mL de gel (Tabela 4-2). A imunoglobulina de
interesse foi adsorvida, embora parte das impurezas presentes na amostra de injecdo também
tenha sido adsorvida, assim como observado por Bresolin (2010). Segundo a Figura 4-3, foi
observada a captura de IgG,, e dessor¢cdo desta proteina a 100 e 300 mmol/L. de Tris-HCI,
resultado relevante visto que essa proteina encontra-se muito diluida na soluciao de alimentacao,
com concentracdo em torno de 200 ug/mL. A cromatografia possibilitou a concentracdo da
molécula alvo, porém com a co-eluicao de albumina. Este resultado sugere que etapas adicionais
de purificacdo sejam necessdrias para a recuperacdo do anticorpo livre de impurezas. As demais
proteinas presentes no sobrenadante ndo interagiram com o quelato, tendo sido lavadas da coluna

e ndo detectadas nem mesmo na etapa de regeneracao com EDTA.
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A presenca do grupamento fosfato na estrutura do OPS (classificado como uma base dura
de Lewis) resulta em uma interacdo energeticamente menos favordvel do ligante com {ons
metdlicos de transicdo quando comparado ao ligante convencional IDA (ZACHARIOU et al.,
1996; BRESOLIN, 2010). Segundo o ensaio de espectrofotometria de absor¢cdo atomica, a
densidade de ions niquel quelatados ao OPS era de apenas 10,6 pmol de niquel/g de gel seco,
menos da metade da densidade determinada por Bresolin (2010) em espectrofotdometro de UV-
visivel a 384 nm (24,1 + 0,2 pumol de niquel/g de gel seco) e cerca de 10 vezes inferior ao valor
reportado pelo mesmo autor (121,7 £ 1,1 umol de niquel/g de gel seco) para o agente quelante

IDA.

O Ni** imobilizado & matriz, mesmo em pouca quantidade, pode ter contribuido para a
adsor¢do proteica, porém o resultado cromatografico ndao pode ser atribuido unicamente a
existéncia de ligacdes de coordenacdo entre o fon metalico quelatado e os residuos de aminoécido
acessiveis na superficie da imunoglobulina. fons metilicos classificados como 4cidos duros de
Lewis formam quelatos que podem apresentar o comportamento de trocadores pseudocatidnicos
quando operados em condi¢des de baixa forca idnica (ZACHARIOU e HEARN, 1996). O niquel,
por ser considerado um metal intermedidrio, pode apresentar o0 mesmo comportamento quando

imobilizado ao OPS.

Tendo em vista esses resultados, optou-se por avaliar o perfil de elui¢do do anticorpo anti-
T. cruzi em gel agarose-OPS, empregando o OPS como ligante de troca idnica, sem a
imobilizacdo de ions metdlicos. Por apresentar quatro grupos ionizdveis, sendo o valor de pKa;
nao determinado, e os valores de pKa, = 2,19 + 0,01, pKaz = 5,78 + 0,01 e pKas = 9,85 + 0,01
(ZACHARIOU et al., 1996, SMIECHOWSKI, 2010), o ligante se apresenta negativamente
carregado em valores de pH neutro, enquanto a proteina estudada se apresenta positivamente

carregada nesta condicao.

4.2.2 Purificacdo de anticorpos anti-T. cruzi em agarose-OPS livre de metal

As mesmas condicdes cromatogréficas estabelecidas para o experimento em IMAC foram
mantidas para que o critério de comparacgao e as conclusdes acerca dos resultados obtidos fossem

relacionados apenas 2 auséncia de Ni** imobilizado ao ligante (Figura 4-4 ¢ Tabela 4-3).
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Figura 4-4 Cromatografia de sobrenadante de cultura de hibridoma secretor de AcM isotipo IgG,, em
coluna contendo 1,0 mL de agarose-CNBr-OPS. Vazdo: 0,5 mL/min. Injecdo: 2,4 mL de sobrenadante
concentrado por precipita¢do [5,73 mg/mL] em tampao Tris-HCI 50 mmol/L pH 7,0. Volume das fracdes
coletadas: 0,7 mL. Perfil cromatogréfico: L- lavagem (Tris-HCl 50 mmol/L pH 7,0), E- inicio da
eluicdo(aumento em degrau da concentracio de Tris), E;- eluicdo 1 (Tris 100 mmol/L), E,- elui¢do 2 (Tris
300 mmol/L), R- regeneragdo (EDTA 50 mmol/L pH 6,5). Perfil eletroforético: M- marcador de IgG
(Aventis), I- amostra de injecdo, L- lavagem, E;- eluicio 100 mmol/L, E,- elui¢do 300 mmol/L, R-
regeneracao.

Tabela 4-3 Balanco de massa da cromatografia em agarose-CNBr-OPS em tampao Tris-HCl 50 mmol/L
pH 7,0 e dessorcdo por gradiente degrau de aumento da concentragdo de Tris.

Fragdes Tris-HCI (mmol/L) PT (mg)* PT (%)’
Injecdo 12,61 100
Lavagem 50 12,34 97,9
Eluicdo 100 0,27 2,2
300 0,05 0,4
Recuperacio 12,71 100,7
Proteinas totais adsorvidas 0,32 2,6

PT — Proteina total

“ Massa calculada por meio da dosagem de proteinas totais (método de Bradford, 1976)
® Porcentagem relativa 2 massa de proteina total injetada
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Os resultados de cromatografia e eletroforese confirmam a captura da imunoglobulina e sua
eluicdo nas concentragdes 100 e 300 mmol/L de Tris-HCI. Foi observado que o emprego do
ligante como trocador catidnico promoveu maior seletividade na adsor¢ao da IgG,, e que,
eletroforeticamente, a proteina € dessorvida com elevado grau de pureza. A alta seletividade
também reflete na diminuicdo da quantidade de proteinas adsorvidas, conforme evidencia a

Tabela 4-3, fato decorrente da nao adsorcao de albumina.

A fim de avaliar o efeito do reagente de ativacdo e do brago espacador na capacidade de
adsor¢ao de IgG,, foram comparados os géis de agarose ativados com CNBr e com 1,4
butanediol diglicidil éter (bisoxirano). Os experimentos foram realizados em condicdes

cromatogréficas idénticas e a interagdo do ligante OPS com o anticorpo anti-7 cruzi foi avaliada.

A ativacdo do gel de agarose com CNBr produz ésteres de cianeto que ao reagirem com o
grupamento amina do ligante, durante sua imobilizacdo, formam uma isouréia residual. Esta
isouréia se encontra positivamente carregada em pH neutro, podendo gerar interacdes
inespecificas principalmente quando o ligante imobilizado for uma molécula pequena como o
OPS (HERMANSON et al., 1992). Por isso, com o intuito de verificar o efeito dessa carga
residual na adsor¢do de proteinas do sobrenadante de cultura celular, avaliou-se o uso do gel de
agarose-OPS ativado com 1,4 butanediol diglicidil éter (bisoxirano). Este agente de ativacao
insere grupos epoxi na matriz, gerando um espacador molecular de longa cadeia carbdnica e um
oxirano reativo na extremidade capaz de reagir com ligantes contendo hidroxilas, aminas ou
grupamentos tiol (HERMANSON et al., 1992). O brago espagador proporcionado por esta via de
ativacdo é empregado com o objetivo de favorecer as interacdes de afinidade suprimidas por
impedimentos estéricos ocasionados quando o ligante € imobilizado muito préximo a matriz
cromatogrifica (HERMANSON et al., 1992). Os resultados do perfil cromatografico e balanco

de massa estdo apresentados pela Figura 4-5 e a Tabela 4-4, respectivamente.

O resultado obtido indica que a quantidade de proteinas adsorvidas ao gel foi superior a
massa adsorvida no experimento realizado com agarose-CNBr-OPS, porém este fato se deve a
diminui¢cdo de seletividade com a adsor¢do de albumina. A ativagdo da agarose com bisoxirano
inseriu ao gel um longo brago espacador com 12 dtomos, conferindo caracteristicas hidrofébicas
ao adsorvente. A presenca desse braco espacador proporcionou interacdes inespecificas

desfavoraveis a purificacdo do AcM IgG,, em etapa tnica.
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Figura 4-5 Cromatografia de sobrenadante de cultura de hibridoma secretor de AcM isotipo IgG,, em
coluna contendo 1,0 mL de agarose-bisoxirano-OPS. Vazdo: 0,5 mL/min. Inje¢do: 2,4 mL de
sobrenadante precipitado e dialisado [5,32 mg/mL] em Tris-HCl 50 mmol/L pH 7,0. Volume das fra¢des
coletadas: 0,7 mL. Perfil cromatogréfico: L- lavagem (Tris-HCl 50 mmol/L pH 7,0), E- inicio da
eluicdo(aumento em degrau da concentracio de Tris), E;- eluicdo 1 (Tris 100 mmol/L), E,- elui¢do 2 (Tris
300 mmol/L), R- regeneragdo (EDTA 50 mmol/L pH 6,5). Perfil eletroforético: M- marcador de IgG
(Aventis), I- amostra de injecdo, L- lavagem, E;- eluicio 100 mmol/L, E,- elui¢do 300 mmol/L, R-
regeneracao.

Tabela 4-4 Balanco de massa da cromatografia em agarose-bisoxirano-OPS utilizando tampao Tris-HCI
50 mmol/L pH 7,0 e dessor¢do por gradiente degrau de aumento da concentracao de Tris.

Fragdes Tris-HCI (mmol/L) PT (mg)* PT (%)b
Injecdo 12,76 100
Lavagem 50 11,63 91,1
100 0,34 2,7

Eluicao

300 0,07 0,5
Recuperacio 12,10 94,8
Proteinas totais adsorvidas 0,41 3,2

PT — Proteina total

“ Massa calculada por meio da dosagem de proteinas totais (método de Bradford, 1976)
® Porcentagem relativa 2 massa de protefna total injetada
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Pode-se concluir que na condi¢do estudada, a presenca do niquel ou de um brago espacador
favorecem interagdes ndo especificas que reduzem a seletividade do adsorvente, sendo a agarose-

CNBr-OPS o adsorvente mais adequado para prosseguir com o estudo.

4.2.3 Selecao do tampao para purificacao da IgG;,

N

No intuito de determinar as condi¢Ges mais favordveis a adsor¢do seletiva da IgG,, em
agarose-CNBr-OPS, foram realizadas cromatografias com sistemas tamponantes de diferentes
caracteristicas iOnicas, frequentemente empregados em etapas cromatograficas de moléculas
bioldgicas: o tampao catidonico Tris-HCI (pKa = 8,3), o anidnico fosfato de sédio (pKa;=2,12;
pKa,=7,20 e pKa;=12,67 ) e o good buffer MOPS (pKa=7,2), todos na mesma concentracdo de
50 mmol/L. Os valores de pH estudados foram escolhidos respeitando a faixa tamponante de cada
um dos tampdes: 7,0 a 9,0 para o Tris-HCI; 6,5 a 7,5 para o fosfato de sédio; e 6,5 a 7,9 para o
MOPS (GOOD et al., 1966). Os resultados foram comparados com base nos balangos de massa e
andlise por eletroforese sendo que, para o melhor resultado obtido, foram analisados ainda o grau

de pureza da imunoglobulina adsorvida, rendimento e o fator de purificacao.

Os balangos de massa de cada ensaio, quantificados pelo método de Bradford (1976), estao
apresentados em anexo no Apéndice A juntamente com os perfis cromatogréficos, enquanto nesta
sessdo sdo apresentados apenas os perfis eletroforéticos (Figura 4-6) e a andlise comparativa

quanto a massa proteica adsorvida em cada ensaio (Figura 4-7).

O sistema tamponante fosfato de sodio, além de ter apresentado a menor capacidade de
adsor¢do nas condicdes estudadas, captura, além de IgG, outras proteinas presentes no
sobrenadante de cultura celular. Este tampdo ndo foi apropriado para purificar o AcM IgGa,.
Bresolin e Bueno (2012), utilizando o mesmo adsorvente e tampao fosfato de sddio, observaram
que a IgG humana foi purificada nessa condicdo a partir do soro humano, no entanto, as
imunoglobulinas que apresentavam pl na faixa de 5,85 a 8,15 ndo interagiram com agarose-
CNBr-OPS e foram recuperadas nas fragdoes ndo retidas. Possivelmente os anions fosfato do
tampao interagiram eletrostaticamente com as proteinas, mascarando seus dominios protonados e,
consequentemente, gerando repulsao pelos sitios disponiveis do ligante. Isto deve ter impedido a

interacdo entre as proteinas e o adsorvente em todos os valores de pH estudados e, como
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resultado, as moléculas foram lavadas da coluna. Nos trabalhos de HAUPT et al. (1995) e
BRESOLIN et al. (2011) também foi verificado que o emprego do tampdo fosfato de sédio
proporcionou baixa capacidade adsortiva em aminodcidos utilizados como ligantes pseudo-

bioespecificos em cromatografia de afinidade para a purificacdo de IgG proveniente de soro

humano.
pH 6,5
IgG,-ll ’
Fosfato de .-
sodio .,
BSA |
, .
M | L E
Tris-HCI
IgG
MOPS

BSA

Figura 4-6 Perfis eletroforéticos das fracSes obtidas em cromatografias de aliquotas precipitadas e
dialisadas de sobrenadante de cultivo de hibridoma, secretor de IgG,, monoclonal anti-7. cruzi, em
agarose-CNBr-OPS com diferentes sistemas tamponantes. Legenda: M. marcador de IgG (Aventis), 1.
amostra de injecdo, L: pool das fra¢Ges de lavagem, E: pool das fracdes de eluicdo.
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Figura 4-7 Efeito do pH e natureza dos sistemas tamponantes Tris-HCI (x), fosfato de sédio (e) e MOPS
(A) na adsor¢@o de proteinas totais do sobrenadante de cultura de hibridomas secretores de AcM anti-
T.cruzi (IgG,,) em agarose-CNBr-OPS.

Os resultados obtidos com o sistema tamponante Tris-HCI revelam o potencial de utilizagdao
do adsorvente para captura da IgG,, monoclonal anti-7. cruzi. Para os trés valores de pH
estudados, a imunoglobulina foi recuperada mais concentrada nas fracdoes de eluicdo e
praticamente livre de impurezas quando comparada em eletroforese a amostra de partida. No
valor de pH igual a 7,0, o tampdo proporcionou maior capacidade de adsor¢do (0,455 mg de
proteina total/mL de gel) e ainda apresentou maior seletividade, recuperando a molécula alvo
eletroforeticamente livre de impurezas. Os cétions do Tris competem pelos sitios disponiveis do
ligante anidnico com proteinas positivamente carregadas presentes na amostra de injecdo. No
menor valor de pH avaliado, a maior quantidade de cargas positivas distribuidas na superficie da
IgG,, competem com maior for¢a de atracdo por esses sitios e, por isso, o AcM € adsorvido
seletivamente, enquanto as demais proteinas sao lavadas da coluna. O aumento no valor de pH
deste tampdo provocou a desprotonacdo de alguns aminodcidos da superficie do anticorpo
reduzindo a capacidade adsortiva da resina, comportamento caracteristico de trocadores de
cations. Quando o pH se aproxima do valor de pl da imunoglobulina, o balan¢o de cargas
distribuidos em sua superficie é praticamente nula, porém a provavel exposi¢do de determinados
sitios positivamente carregados da molécula contribuem, embora em menor intensidade, para que
ocorra a adsor¢do de uma menor quantidade da molécula alvo, refletindo na reducdo da

capacidade adsortiva da coluna (SHI et al., 2005). Quando utilizado este sistema tamponante em
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pH 9,0, a predominancia de residuos de aminodcidos desprotonados na superficie proteica
resultam em repulsdo eletrostdtica, diminuindo ainda mais a quantidade de proteinas adsorvidas,
embora a distribui¢do heterogé€nea dessas cargas resulte em sitios com carga oposta ao adsorvente

possibilitando a interagdo da molécula com a matriz (LESINS e RUCKENSTEIN, 1988).

Enquanto a molécula de Tris carrega uma carga de sinal positivo em sua estrutura, o
tampao MOPS apresenta um par de cargas com sinais opostos em valores de pH abaixo de seu
pKa e apenas a carga negativa acima desse valor. A utilizacdo do tampao MOPS em sua condi¢ao
zwiteriOnica proporcionou a adsorcdo nao seletiva de 2,0 a 2,5% do total de proteinas
alimentadas a coluna (Figura 4-7), enquanto quando avaliado em sua condi¢cdo desprotonada, o
composto MOPS reduziu a capacidade adsortiva da coluna, pois provavelmente interagiu com os
dominios protonados das moléculas em solug¢do. Préoximo ao valor de pKa do tampao, o
adsorvente capturou menor quantidade do anticorpo, que foi detectado na fracdo de lavagem da
coluna. Estes resultados também foram observados por Souza e colaboradores (2010), que
relataram a adsor¢do ndo seletiva de IgG humana em matriz com poliaminas imobilizadas em
sistema cromatografico utilizando o tampao zwiteridnico MOPS e também que para valores de

pH préximos ao pKa do tampao, o sistema adsorveu menor quantidade de IgG.

O tampdo zwiteridnico apresenta menor condutividade quando comparado ao sistema
tamponante Tris-HCl em mesma concentracdo molar. Pitiot e colaboradores (2001a) também
verificaram que o emprego do tampdo MOPS para cromatografia de albumina em gel de agarose
com histidina imobilizada favoreu maior capacidade de adsor¢c@o da proteina em comparacio ao
Tris-HCI. Os autores verificaram que o diferente desempenho dos tampdes estava relacionado a
condutividade, uma vez que ao ser contornada pela a adicdo de NaCl a solugdo zwiteriOnica, a
adsor¢do de albumina em ambos tampdes foi equivalente. O trabalho de HAUPT et al. (1995)
mostrou que a adsorcdo de IgG humana purificada ao aminodcido histidina imobilizado em
membranas de dlcool poli-etileno vinilico (PEVA) foi inversamente proporcional a condutividade
do sistema tamponante MOPS. Em sua forma zwiterionica, a solu¢do promoveu a adsorcdo de
maior quantidade do anticorpo mas, com o aumento de pH e consequente aumento de
condutividade pela desprotonacdo de suas espécies quimicas, a capacidade adsortiva da

membrana de afinidade foi reduzida.
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Embora os mecanismos de adsorcdo do anticorpo ao ligante ndo estejam completamente
elucidados, a predominancia de interacOes eletrostiticas € evidenciada pela dessorcdo das
proteinas com o acréscimo de 1,0 mol/L de NaCl. Sendo assim, foram realizados ensaios para
averiguar a capacidade adsortiva da IgG,, em agarose-CNBr-OPS com diferentes molaridades de

NaCl no tampao de adsorcao.

4.2.4 Efeito do acréscimo de NaCl ao tampao de adsorcao na purificacado do anticorpo

anti-T cruz

Os estudos realizados para definir a melhor condi¢do para purificacdo do anticorpo
monoclonal demonstraram que o pH e a natureza do sistema tamponante influenciam diretamente
a adsorcdo seletiva de IgG,, em agarose-CNBr-OPS que, provavelmente, ¢ governada por
interacOes eletrostdticas. Para comprovar esta hipdtese e avaliar o efeito da for¢a idnica no
tampao de adsor¢do, ensaios com diferentes molaridades de NaCl no tampao de adsorcao foram
realizados utilizando a melhor condicao obtida para a purificacio do AcM (sistema tamponante

Tris-HC1 50 mmol/L em pH 7,0) como parametro de comparagao.

Os tampdes de adsorcdo foram acrescidos de 10, 30, 50 e 100 mmol/L de NaCl. O pool das
fracOes obtidas em cada etapa teve a concentracdo padronizada para andlise quantitativa das
bandas observadas em gel de eletroforese. A concentracdo de proteina total das amostras de
injecdo e lavagem foi ajustada para 0,5 mg/mL, enquanto as amostras de elui¢do foram ajustadas
para 0,1 mg/mL (nas condi¢des de adsor¢ao com 0 e 10 mmol/L de NaCl) ou foram analisadas
pela fracdo com maior valor de concentracdo (para as demais elui¢des). O resultado de
eletroforese estd apresentado na Figura 4-8 e a comparacdo quantitativa das bandas proteicas
com a correlagdo em massa do total de proteinas adsorvidas estd apresentado no grafico da

Figura 4-9.

O adsorvente se comportou como uma resina trocadora de fons, pois o aumento da
concentracdo de NaCl no tampdo de adsorcio reduziu sua capacidade adsortiva. O
enfraquecimento das interacdes eletrostaticas promovido pelo pequeno acréscimo de 10 mmol/L

de NaCl no tampao de adsorcao promoveu nao sé uma queda de 46,4% das proteinas adsorvidas
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como também reduziu 31,3% da pureza de 1gG,, purificada. A maior concentragdo de NaCl

estudada (100 mmol/L) foi suficiente para suprimir as interacdes proteicas com o adsorvente.
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Figura 4-8 Perfil eletroforético das cromatografias de sobrenadante de cultura de hibridomas secretores de
AcM anti-T.cruzi em agarose-CNBr-OPS em diferentes concentracdes de NaCl no tampdo de adsor¢do
Tris-HCI pH 7,0. M. marcador de IgG (Aventis), I. amostra de inje¢ao, Ly-L;g. lavagem (0, 10, 30, 50 e
100 mmol/L de NaCl), Eyp-E;q. elui¢do com Tris-HC] 50 mmol/L contendo1,0 mol/L. NaCl, pH 7,0 das
cromatografias com 0, 10, 30, 50 e 100 mmol/L de NaCl no tampao de adsorc¢ao.
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Figura 4-9 Massa relativa de proteinas totais e IgG das fragdes ndo-adsorvidas (M) e adsorvidas (),
determinadas por andlise quantitativa do gel SDS-PAGE e massa de proteinas adsorvidas (¢) nas
cromatografias de sobrenadante de cultura de hibridomas secretores de AcM anti-T.cruzi em agarose-
CNBr-OPS com aumento da molaridade de NaCl no tampao de adsorcao Tris-HCI pH 7,0.
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Na Figura 4-9 pode-se observar que em baixas concentragdes de NaCl (10 a 50 mmol/L)
no tampao de adsorc¢do, foi observada a presenca de impurezas de baixa massa molecular como a
albumina, embora esta molécula bovina possua pl na faixa de 4,8 a 5,2 (AVRAMESCU et al.,
2003) e se encontre negativamente carregada para o valores de pH fisiologicos, devendo
apresentar repulsdo eletrosttica pelos sitios disponiveis do ligante. E possivel que a menor
seletividade observada seja atribuida a outros mecanismos de adsorcdo (ligacdes de dipolo,
ligacdes de hidrogénio, ligacdes de Van der Waals, etc) devido ao enfraquecimento das
interacoes eletrostaticas (HAUPT et al., 1995; PITIOT et al., 2001a) ou ainda pela ocorréncia de
outros tipos de interacdOes entre as moléculas em solugdo e os grupamentos residuais resultante da
ativacdo do gel de agarose com CNBr, como o carbamato, imidocarbonato e isouréia
(HERMANSON et al., 1992). Na presenca de 100 mmol/L de NaCl as interagdes entre proteinas

e adsorvente foram completamente suprimidas.

A fracdo de eluicdo da cromatografia realizada na auséncia de NaCl no tampdo de
adsorcao foi estimada em 90% de pureza de 1gG», pelo escaneamento do gel de eletroforese SDS-
PAGE em densitometro (Figura 4-9). Nesta condicdo, 0,41 mg de proteinas foram adsorvidas e
além de ter sido mais seletiva, maior capacidade adsortiva foi observada (0,45 + 0,05 mg de
proteina/mL de gel). A andlise da amostra de injecdo apresentou 2,69% (+ 0,79) de AcM, o que
representa 0,55 mg (+ 0,17) de proteinas do total de 20 mg aplicados a coluna. Com base nas
quantificagdes por densitometria, a melhor condi¢c@o encontrada para purificacdo do anticorpo em
questdo apresenta 74% de recuperagdo do produto, indicando que houve perdas do mesmo
durante a etapa de lavagem. Sendo assim, técnicas analiticas mais sensiveis foram adotadas para
caracterizacdo e quantificacdo das fracdes obtidas pelos ensaios cromatograficos de purificacao
do anticorpo monoclonal isotipo 1gG,, anti-T. cruzi em agarose-CNBr-OPS utilizando Tris-HCI

pH 7,0 como tampao de adsorcao e Tris-HCI, NaCl 1,0 mol/L pH 7,0 para eluicao.

4.3 Analise qualitativa da purificacao de IgG,,

A purificacdo do AcM em agarose-CNBr-OPS em sistema tamponante Tris-HCl pH 7,0
demonstrou-se potencialmente vidvel em termos de seletividade e capacidade de adsorcdo. A fim

de se obter um aspecto qualitativo desta purificacio, realizou-se uma andlise de Western blotting
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com as amostras obtidas por esta cromatografia (Figura 4-10), que indicou que houve uma

pequena perda de AcM na etapa de lavagem.
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Figura 4-10 Andlise qualitativa das fracdes obtidas pela purificagdo de IgG,, anti-T. cruzi em agarose-
CNBr-OPS. Eletroforese SDS-PAGE, sob condigdes ndo redutoras, do pool formado pela
homogeneizacio das fragdes de cada etapa: M. Padrdo de massa molecular (GE Healthcare), A. amostra
de injecdo, L. pool de lavagem, E. pool de eluicdo B) Western Blotting: M. Padrdo de massa molecular
pré-corado (GE Healthcare), A. amostra de injecdo, L. pool de lavagem, E. pool de eluigdo.

Ap06s a confirmagdo da seletividade, o balango de massa foi avaliado pelo teste tipo ELISA

(Tabela 4-5).

Tabela 4-5 Balan¢o de massa da cromatografia em agarose-CNBr-OPS em tampao de equilibrio Tris-HCl
pH 7,0 e dessor¢do com acréscimo de NaCl 1,0 mol/L.

] b Recuperacao Massa Fator
Fracgdes PT * (mg) PT (%) IgG” (ug) d
IgG (%) Especifica®  Purificagio
Injecdo 20,05 100 730,75 £ 51,11 100 36,44 1,0
Lavagem 19,30 96,2 69,72 +2.,41 9,5 3,61 0,1
Eluicdo 0,49 2,4 560,96 + 1,47 76,8 11447 31,4
Recuperacio 19,79 98,7 630,68 + 3,88 86,3 e e

PT — Proteina total

* Massa calculada por meio da dosagem de proteinas totais (método de Bradford, 1976)
® Massa calculada por meio de dosagem pelo método de ELISA

¢ Razdo entre a massa de IgG,, (ug) e a massa total de proteinas (mg)

¢ Razdo entre a massa especifica de cada fracdo e a massa especifica de injecdo
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A quantificagdo de imunoglobulinas de camundongo demonstrou que o AcM foi
recuperado em 76,8% da etapa de elui¢do, ocorrendo perda de 9,5% da molécula alvo durante a
lavagem (Tabela 4-5). De acordo com o cédlculo da massa especifica de anticorpo, a molécula
alvo foi recuperada livre de impurezas e com fator de purificacao 31,4.

Os resultados apresentados estdo em acordo com as avaliagdes prévias feitas pelo
escaneamento do gel de eletroforese, confirmando a porcentagem de recuperagdao do anticorpo
em torno de 75% e seu elevado grau de pureza (valor calculado de 114,5%). A IgG,, presente na
amostra de inicial de sobrenadante precipitado e dialisado se encontra extremamente diluida,
representando apenas 3,6% das proteinas totais. Tendo em vista as condi¢des de operagao
determinadas para sua purificacdo, foi entdo elaborado um ensaio de curva de ruptura para
determinar a capacidade dindmica de adsorcdo, as eficiéncias de recuperacdo de produto e de

utilizacdo do sistema para solugdes diluidas do AcM na concentragdo de trabalho 200 pg/mL.

4.4 Determinacio da capacidade de adsorcao de IgG,, de agarose-CNBr-OPS

Todos os experimentos realizados nesta sessdao foram conduzidos na melhor condi¢do de
purificacdo encontrada, em tampdo Tris-HCl 50 mmol/L pH 7,0 e fase estaciondria agarose-
CNBr-OPS. O anticorpo monoclonal isotipo IgG,, foi previamente purificado em proteina G-
Sepharose e teve sua concentragdo ajustada para 200 pg/mL.

A capacidade dinamica de adsor¢cdo em uma coluna de leito fixo pode ser avaliada pela
curva de ruptura. Para determinar a curva de ruptura do processo cromatografico em leito fixo
definido para 0 AcM em agarose-CNBr-OPS, a coluna contendo 1,0 mL do gel empacotado foi
alimentada até a saturagdo com solucdo a 200 ug/mL de IgG,, previamente purificada em
Proteina G-Sepharose. Os dados obtidos das etapas de alimentagcdo, lavagem e eluicdo do
adsorvente sdo mostrados em grafico correlacionando a concentracdo normalizada de AcM na

corrente de saida definida pela razdo de concentracdo C/Cy em fun¢do do tempo (Figura 4-11).
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Figura 4-11 Curva de ruptura, etapas de lavagem e eluicdo de IgG,, anti-T. cruzi em agarose-CNBr-OPS
utilizando Tris-HCI pH 7,0 como sistema tamponante.Alimentagdo: 50,0 mL de anticorpo purificado [200
pg/mL]. Vazdo: 0,5 mL/min. Fracdes coletadas: 0,5 mL de 0 a 125 min e de 176 a 200 min; 5,0 mL de
126 a 175 min.

A etapa de eluicdo dessorveu o anticorpo em fragdes que chegaram a apresentar
concentracdo de 265 pug/mL, valor superior ao da alimentacdo a 200 ug/mL, indicando que a
molécula foi recuperada de maneira mais concentrada.

O valor obtido para a capacidade dinamica de adsorcdo (determinada pela razdo entre a
massa em mg de IgG,, adsorvida recuperada na etapa de eluicdo e o volume em mililitro de gel
empacotado) foi de 0,39 mg/mL para as condi¢des de vazdo e concentracao utilizados. Este valor
€ cerca de cinco vezes menor que a capacidade dindmica determinada para o mesmo adsorvente
por Bresolin e Bueno (2012) para adsor¢do de IgG humana. Este resultado foi obtido devido a
baixa concentracdo de IgG, na solugdo de alimentacdo da coluna (200 ug/mL), enquanto a

concentracdo avaliada por Bresolin e Bueno(2012) foi 472 pg/mL e IgG humana.
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5 CONCLUSOES

A andlise conjunta dos resultados obtidos sugere a potencialidade da utiliza¢ao de agarose-
CNBr-OPS como alternativa aos géis com proteina A imobilizada para a obtencdo de AcM IgGa,,

livre de impurezas como processo de purificacao.

a. O gel agarose-CNBr-OPS quelata pouca quantidade do fon metalico Ni** e, nas
condicdes de baixa for¢a idnica estudadas, o quelato formado apresenta o
comportamento de um trocador catidnico.

b. Apesar do adsorvente IMAC ter apresentado potencial para captura da IgG,, anti-T.
cruzi a partir de solugdes muito diluidas, o quelato OPS-Ni** se apresentou pouco
seletivo, sendo necessdrias etapas posteriores de purificacdo para a recuperagdo do
anticorpo livre de impurezas.

c. A presenca do braco espagador 1,4 butanodiol diglicidil éter favoreceu interacdes nao
especificas que reduziram a seletividade do adsorvente, sendo a agarose-CNBr-OPS o
adsorvente mais adequado para purificacdo da molécula alvo.

d. Os tampdes fosfato de sédio e o MOPS nao sdo apropriados para a purificacdo do
anticorpo anti-7. cruzi, pois os fons em solucdo (provenientes do tampao) interagem
eletrostaticamente com as proteinas, reduzindo as interacdes eletrostaticas.

e. A solugdo tampao Tris-HCI 50 mmol/L pH 7,0 favoreceu a adsorcdo seletiva de 1gGs,
governada por interagdes eletrostdticas, uma vez que o aumento da forca idnica do
tampao de equilibrio reduziu a capacidade adsortiva do gel e a elui¢do do anticorpo foi
promovida pelo acréscimo de sal na solucido tamponante.

f. Foram obtidos recuperacdo de 76,8% da molécula alvo com elevado grau de pureza e
fator de purificagdo igual a 31,4 na condi¢do mais favordvel a adsor¢do seletiva de
IgGy,.

g. A capacidade dinamica de adsorcdo da coluna foi de 0,39 miligramas do anticorpo

monoclonal para cada mililitro de gel empacotado.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Em vista dos resultados promissores para purificacdo da IgG,,, secretada por hibridomas
cultivados cem adicdo de 10% de SFB, por cromatografia de afinidade utilizando o ligante
pseudo-bioespecifio OPS imobilizado em agarose, seria relevante a continuidade da pesquisa

envolvendo este tema. Desta forma, sugere-se:

* Realizar estudos termodindmicos com agarose-CNBr-OPS para analisar a natureza
de adsorcdo do AcM anti-T. cruzi.

* Avaliar o potencial de purificagdo de agarose-CNBr-OPS com moléculas bioldgicas
que apresentem ponto isoelétrico maior que 7,35 e menor que 8,15, com a finalidade

de confirmar que o processo de adsorc@o € governado por interacdes eletrostaticas.
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APENDICE A

Neste anexo sdo apresentados os perfis cromatograficos com sobreposicio de suas
respectivas replicatas, bem como a replicata dos perfis eletroforéticos dos ensaios de investigagao
da melhor condi¢cdo tamponante para adsor¢do seletiva do anticorpo monoclonal 1gG,, anti-T.
cruzi ao adsorvente agarose-CNBr-OPS. Os respectivos balancos de massa também estdo

apresentados neste apéndice.
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Figura A - 1 Perfis cromatograficos e replicata do perfil eleroforético da purificacio de AcM anti-T.cruzi
do isotipo IgG,, (obtido a partir de sobrenadante de cultura de hibridomas) em coluna contendo 1,0 mL de
agarose-CNBr-OPS. Sistema tamponante: Tris-HC] 50 mmol/L pH 7,0. Vazio: 0,5 mL/min. Injecdo: 4,0
mL de sobrenadante precipitado e dialisado [5,19 mg/mL] em tampdo Tris-HCI 50 mmol/L pH 7,0.
Volume das fragdes coletadas: 1,0 mL. Lavagem: Tris-HCl 50 mmol/L pH 7,0. Elui¢ao: Tris-HCI 50
mmol/L, NaCl 1,0 mol/L, pH 7,0. Eletroforese: M- marcador de IgG (Aventis), I- amostra de injecdo, L-
lavagem, E- eluicdo.
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Figura A - 2 Perfis cromatograficos e replicata do perfil eleroforético da purificacdo de AcM anti-T.cruzi
do isotipo IgG,, (obtido a partir de sobrenadante de cultura de hibridomas) em coluna contendo 1,0 mL de
agarose-CNBr-OPS. Sistema tamponante: Tris-HC] 50 mmol/L pH 8,0. Vazio: 0,5 mL/min. Injecdo: 4,0
mlL de sobrenadante precipitado e dialisado [5,19 mg/mL] em tampao Tris-HCI 50 mmol/L pH 8.,0.
Volume das fragdes coletadas: 1,0 mL. Lavagem: Tris-HCI 50 mmol/L. pH 8,0. Elui¢do: Tris-HCl 50
mmol/L, NaCl 1,0 mol/L, pH 8,0. Eletroforese: M- marcador de IgG (Aventis), I- amostra de injecao, L-
lavagem, E- eluicdo.

06 -+

04 +

0,2 +

Concentracao de proteinas (mg/mL)

0,0

25

Fragbes coletadas
Figura A - 3 Perfis cromatograficos e replicata do perfil eleroforético da purificacdo de AcM anti-T.cruzi
do isotipo IgG,, (obtido a partir de sobrenadante de cultura de hibridomas) em coluna contendo 1,0 mL de
agarose-CNBr-OPS. Sistema tamponante: Tris-HCI 50 mmol/L pH 9,0. Vazio: 0,5 mL/min. Injecdo: 4,0
ml de sobrenadante precipitado e dialisado [4,87 mg/mL] em tampdo Tris-HCI 50 mmol/L pH 9,0.
Volume das fracdes coletadas: 1,0 mL. Lavagem: Tris-HCl 50 mmol/L pH 9,0. Elui¢ao: Tris-HCl 50

mmol/L, NaCl 1,0 mol/L, pH 9,0. Eletroforese: M- marcador de IgG (Aventis), I- amostra de injecéo, L-
lavagem, E- eluicdo.
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Tabela A - 1 Balango de massa das cromatografias utilizando o sistema tamponante Tris-HCI 50 mmol/L.

A dessorcio foi realizada com acréscimo de NaCl 1,0 mol/L ao tampao de equilibrio.

pH 7,0 pH 8,0 pH 9,0
Fragoes PT (mg)® PT(%)" PT(mg PT(%)" PT(mg' PT(%)"
Injecio 20,05 100 19,99 100 19,49 100
Lavagem 19,30 96,2 19,82 99,2 20,79 106,7
Eluicio 0,49 2.4 0,35 1,7 0,28 1.4
Recuperacio 19,79 98,7 20,17 100,9 21,07 108,1
Replicatas
Injecdo 20,76 100 20,98 100 21,23 100
Lavagem 20,43 98,4 20,42 97,3 22,11 104,2
Eluicdo 0,42 2,0 0,34 1,6 0,31 1,5
Recuperacio 20,85 100,5 20,76 98,9 22,42 105,6

PT — Proteina total
“ Massa calculada por meio da dosagem de proteinas totais (método de Bradford, 1976)
® Porcentagem relativa 2 massa de protefna total injetada

Sistema tamponante fosfato de sédio

- 1 .
I 06 G -
£
(o]
E I
(%]
BSA
5., e
S_,’ == = _ S
o
5 M | L E
[0)
©
§ 02
® | L E
: l l l
(0]
(&)
C
o o
S 00 Yo LSV ‘ ‘ = =S ,
0 5 10 15 20 25

Fragdes coletadas

Figura A - 4 Perfis cromatograficos e replicata do perfil eleroforético da purificacdo de AcM anti-T.cruzi
do isotipo IgG,, (obtido a partir de sobrenadante de cultura de hibridomas) em coluna contendo 1,0 mL de
agarose-CNBr-OPS. Sistema tamponante: fosfato de sédio 50 mmol/L pH 6,5. Vazdo: 0,5 mL/min.
Injecdo: 4,0 mL de sobrenadante precipitado e dialisado [5,34 mg/mL] em tampao fosfato de sédio 50
mmol/L. pH 6,5. Volume das fra¢Ges coletadas: 1,0 mL. Lavagem: fosfato de sédio 50 mmol/L pH 6,5.
Eluicdo: fosfato de s6dio 50 mmol/L, NaCl 1,0 mol/L, pH 6,5. Eletroforese: M- marcador de IgG
(Aventis), I- amostra de injecdo, L- lavagem, E- elui¢ao.
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Figura A - 5 Perfis cromatograficos e replicata do perfil eleroforético da purificacdo de AcM anti-T.cruzi
do isotipo IgG,, (obtido a partir de sobrenadante de cultura de hibridomas) em coluna contendo 1,0 mL de
agarose-CNBr-OPS. Sistema tamponante: fosfato de sédio 50 mmol/L pH 7,0. Vazdo: 0,5 mL/min.
Injecdo: 4,2 mL de sobrenadante precipitado e dialisado [4,82 mg/mL] em tampao fosfato de sédio 50
mmol/L. pH 7,0. Volume das fragdes coletadas: 1,0 mL. Lavagem: fosfato de sédio 50 mmol/L. pH 7,0.
Eluicdo: fosfato de s6dio 50 mmol/L, NaCl 1,0 mol/L, pH 7,0. Eletroforese: M- marcador de IgG
(Aventis), I- amostra de injecdo, L- lavagem, E- elui¢ao.
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Figura A - 6 Perfis cromatograficos e replicata do perfil eleroforético da purificacio de AcM anti-T.cruzi
do isotipo IgG,, (obtido a partir de sobrenadante de cultura de hibridomas) em coluna contendo 1,0 mL de
agarose-CNBr-OPS. Sistema tamponante: fosfato de sédio 50 mmol/L pH 7,5. Vazdo: 0,5 mL/min.
Injecdo: 4,0 mL de sobrenadante precipitado e dialisado [5,58 mg/mL] em tampao fosfato de sédio 50
mmol/L. pH 7,5. Volume das fragdes coletadas: 1,0 mL. Lavagem: fosfato de sédio 50 mmol/L. pH 7,5.
Eluicdo: fosfato de s6dio 50 mmol/L, NaCl 1,0 mol/L, pH 7.5. Eletroforese: M- marcador de IgG
(Aventis), I- amostra de injecdo, L- lavagem, E- elui¢ao.
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Tabela A - 2 Balanco de massa das cromatografias utilizando tampao de equilibrio Fosfato de sédio 50
mmol/L, pH 6,5; 7,0 e 7,5. A dessorcdo foi realizada com acréscimo de NaCl 1,0 mol/L.

pH 6,5 pH 7,0 pH 7,5
Fragoes PT (mg)® PT(%)" PT(mg® PT(%)" PT(mg® PT (%)
Injecao 21,59 100 20,28 100 19,55 100
Lavagem 19,98 92,5 20,34 100,3 19,74 100,9
Elui¢ao 0,06 0,30 0,08 0,4 0,06 0,3
Recuperacio 20,04 92,8 20,42 100,7 19,79 101,2
Replicatas
Injecdo 22,02 100 20,28 100 20,62 100
Lavagem 20,17 91,6 19,53 96,3 19,92 96,6
Eluicao 0,07 0,3 0,09 0,5 0,04 0,2
Recuperacio 20,24 91,9 19,62 96,7 19,96 96,8

PT — Proteina total

* Massa calculada por meio da dosagem de proteinas totais (método de Bradford, 1976)
® Porcentagem relativa 2 massa de proteina total injetada
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Figura A - 7 Perfis cromatograficos e replicata do perfil eleroforético da purificacdo de AcM anti-T.cruzi
do isotipo IgG,, (obtido a partir de sobrenadante de cultura de hibridomas) em coluna contendo 1,0 mL de
agarose-CNBr-OPS. Sistema tamponante: MOPS 50 mmol/L pH 6,5. Vazao: 0,5 mL/min. Injecdo: 4,0 mL
de sobrenadante precipitado e dialisado [4,72 mg/mL] em tampdo MOPS 50 mmol/L pH 6,5. Volume das
fracOes coletadas: 1,0 mL. Lavagem: MOPS 50 mmol/L pH 6,5. Elui¢do: MOPS 50 mmol/L, NaCl 1,0
mol/L, pH 6,5. Eletroforese: M- marcador de IgG (Aventis), I- amostra de inje¢@o, L- lavagem, E- elui¢do.
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Figura A - 8 Perfis cromatograficos e replicata do perfil eleroforético da purificacdo de AcM anti-T.cruzi
do isotipo IgG,, (obtido a partir de sobrenadante de cultura de hibridomas) em coluna contendo 1,0 mL de
agarose-CNBr-OPS. Sistema tamponante: MOPS 50 mmol/L pH 7,0. Vazao: 0,5 mL/min. Injecdo: 4,0 mL
de sobrenadante precipitado e dialisado [5,02 mg/mL] em tampdo MOPS 50 mmol/L pH 7,0. Volume das
fracOes coletadas: 1,0 mL. Lavagem: MOPS 50 mmol/L pH 7,0. Elui¢gdo: MOPS 50 mmol/L, NaCl 1,0
mol/L, pH 7,0. Eletroforese: M- marcador de IgG (Aventis), I- amostra de inje¢@o, L- lavagem, E- elui¢do.
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Figura A - 9 Perfis cromatograficos e replicata do perfil eleroforético da purificacio de AcM anti-T.cruzi
do isotipo IgG,, (obtido a partir de sobrenadante de cultura de hibridomas) em coluna contendo 1,0 mL de
agarose-CNBr-OPS. Sistema tamponante: MOPS mmol/L pH 7,9. Vazao: 0,5 mL/min. Injecdo: 4,0 mL de
sobrenadante precipitado e dialisado [5,55 mg/mL] em tampao MOPS 50 mmol/L. pH 7,9. Volume das
fragdes coletadas: 1,0 mL. Lavagem: MOPS 50 mmol/L pH 7,9. Elui¢gao: MOPS 50 mmol/L, NaCl 1,0
mol/L, pH 7,9. Eletroforese: M- marcador de IgG (Aventis), I- amostra de injecdo, L- lavagem, E- eluicao.
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Tabela A - 3 Balanco de massa das cromatografias utilizando tampao de equilibrio MOPS 50 mmol/L, pH
6,5;7,0e7,9. A dessorcio foi realizada com acréscimo de NaCl 1,0 mol/L.

pH 6,5 pH 7,0 pH 7,9

Fragoes PT (mg)® PT(%)" PT(mg® PT(%)" PT(mg® PT (%)
Injecio 18,88 100 20,10 100 22,21 100
Lavagem 17,66 93,5 17,90 89,1 20,59 92,7
Eluicio 0,48 2,5 0,40 2,0 0,34 1,5
Recuperacio 18,14 96,1 18,30 91,1 20,93 94,2

Replicatas
Iniec 18,88 100 20,10 100 21,80 100
njecao

Lavagem 17,52 92,8 18,31 91,1 20,31 93,1
Eluicdo 0,46 2,4 0,48 2,4 0,31 1,4
Recuperacio 17,98 95,2 18,79 93,5 20,62 94,6

PT — Proteina toal
“ Massa calculada por meio da dosagem de proteinas totais (método de Bradford, 1976)
® Porcentagem relativa 2 massa de protefna total injetada
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APENDICE B

Neste apéndice encontram-se as replicatas dos perfis cromatograficos e eletroforéticos
apresentados na sessdo 4.2.1 deste trabalho. Sao apresentaos também as replicatas do ensaio de
curva de ruptura e do balanco de massa da melhor condi¢do de purificagdo do anticorpo

monoclonal 1gG,, anti-T. cruzi ao adsorvente agarose-CNBr-OPS.

Replicata dos perfis cromatograficos e eletroforéticos em OPS-agarose
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Figura B - 1 Replicata do experimento apresentado na Figura 4-3.

Perfil cromatografico e eletroforético da cromatografia de sobrenadante de cultura de hibridomas
secretores de AcM anti-7T.cruzi em coluna contendo 1,0 mL de agarose-CNBr-OPS com o fon metalico
Ni** quelatado. Vazdo: 0,5 mL/min. Injecio: 2,4 mL de sobrenadante precipitado e dialisado [5,16
mg/mL] em tampdo Tris-HCl 50 mmol/L pH 7,0. Volume das fracdes coletadas: 0,7 mL. Lavagem: Tris-
HCI 50 mmol/L pH 7,0. Elui¢do: degrau de Tris-HCI 100, 300, 500 e 700 mmol/L. pH 7,0. Regeneracao:

EDTA 50 mmol/L pH 6,5. Eletroforese: M-marcador de IgG (Aventis), [-amostra de injecao, L-lavagem,
E;-eluicdo 100 mmol/L, E;-elui¢do 300 mmol/L, R-regeneracdo
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Tabela B - 1 Replicata do balanco de massa apresentado na Tabela 4-2.
Balanco de massa da cromatografia em agarose-OPS-Ni** utilizando tampdo de equilibrio Tris-HCI 50
mM pH 7,0 e dessorcdo por gradiente degrau de aumento da concentragdo de Tris-HCI, pH 7,0.

Fragdes Tris-HCI1 (mmol/L) PT (mg)* PT (%)b
Injecdo 12,45 100
Lavagem 50 12,27 98,6
Eluicdo 100 0,16 1,3
300 0,15 1,22
Recuperacao 12,64 101,5
Proteinas totais adsorvidas 0,37 29

PT — Proteina total
* Massa calculada por meio da dosagem de proteinas totais (método de Bradford, 1976)
® Porcentagem relativa 2 massa de proteina total injetada

R i - 700
] | -
306 P =
£ i . =
= 1 i £
E || A EE- ) | - 500 =
%) [ O
© 1
S 04 : -
Q H =
o | =
a : - 300 °
() ]
© E 18
@ 0,2 + 'R g
& Ei - 100 &
= (0]
o A 2
g o
S O
O 0,0 : . ' : essratroy , ' ' -100
0 20 40 60 80 100 120

Fracdes coletadas

Figura B - 2 Replicata do experimento apresentado na Figura 4-4.

Perfil cromatografico e eletroforético da cromatografia de sobrenadante de cultura de hibridomas
secretores de AcM anti-T.cruzi em coluna contendo 1,0 mL de agarose-CNBr-OPS. Vazio: 0,5 mL/min.
Injecdo: 2,4 mL de sobrenadante precipitado e dialisado [5,73 mg/mL] em tampao Tris-HCI 50 mmol/L
pH 7,0. Volume das fracdes coletadas: 0,7 mL. Lavagem: Tris-HCI 50 mmol/L pH 7,0. Elui¢ao: degrau de
Tris-HCI 100, 300, 500 e 700 mmol/L pH 7,0. Regeneracdo: NaOH 25 mmol/L. Eletroforese: M-marcador
de IgG (Aventis), I-amostra de injecdo, L-lavagem, E;-elui¢do 100 mmol/L, E;-eluicdo 300 mmol/L, R-
regeneracao.
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Tabela B - 2 Replicata do balanco de massa apresentado na Tabela 4-3.

Balanco de massa da cromatografia em agarose-CNBr-OPS utilizando tampao de equilibrio Tris-HCl 50

mmol/L pH 7,0 e dessorcdo por gradiente degrau de aumento da concentragdo de Tris.

Fragdes Tris-HCI1 (mmol/L) PT (mg)* PT (%)b
Injecdo 12,76 100
Lavagem 50 11,63 91,1
Eluicdo 100 0,25 1.9
300 0,07 0,5
Recuperacao 12,01 94,1
Proteinas totais adsorvidas 0,38 3,0

PT — Proteina total

* Massa calculada por meio da dosagem de proteinas totais (método de Bradford, 1976)
® Porcentagem relativa 2 massa de proteina total injetada
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Figura B - 3 Replicata do experimento apresentado na Figura 4-5.

Perfil cromatografico e eletroforético da cromatografia de sobrenadante de cultura de hibridomas
secretores de AcM anti-7.cruzi em coluna contendo 1,0 mL de agarose-bisoxirano-OPS. Vazao: 0,5
mL/min. Injecdo: 2,4 mL de sobrenadante precipitado e dialisado [5,32 mg/mL] em Tris-HCI 50 mmol/L
pH 7,0. Volume das fracdes coletadas: 0,7 mL. Lavagem: Tris-HCI 50 mmol/L pH 7,0; Elui¢do: degrau de
Tris-HCI 100, 300, 500 e 700 mmol/L pH 7,0. Regeneracdo: NaOH 25 mmol/L. Eletroforese: M-marcador
de IgG (Aventis), I-amostra de inje¢do, L-lavagem, E;-elui¢do 100 mmol/L, E,-elui¢do 300 mmol/L, R-
regeneracao.
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Tabela B - 3 Balanco de massa da cromatografia em agarose-bisoxirano-OPS utilizando tampao Tris-HCl
50 mmol/L pH 7,0 e dessor¢do por gradiente degrau de aumento da concentracao de Tris.

Fragdes Tris-HCI (mmol/L) PT (mg)* PT (%)b
Injecdo 12,76 100
Lavagem 50 11,63 91,1
100 0,34 2,7

Eluicao

300 0,07 0,5
Recuperacio 12,10 94,8
Proteinas totais adsorvidas 0,41 3,2

PT-Proteina total
“ Massa calculada por meio da dosagem de proteinas totais (método de Bradford, 1976)
® Porcentagem relativa 2 massa de protefna total injetada

Balanco de massa da melhor condicao para purificacao encontrada

Tabela B - 4 Balanco de massa da cromatografia em agarose-CNBr-OPS utilizando tamp@o de equilibrio
Tris-HCI 50 mmol/L pH 7,0 e dessor¢ao com acréscimo de NaCl 1,0 mol/L.

, IgG® Recuperacao Massa Fator
Fracgoes PT * (mg) PT (%) a
(ug) IgG (%) Especifica®  Purificacéo
Injecdo 20,76 100 799,78 100 38,53 1,0
Lavagem 20,43 98,4 77,57 9,7 3,80 0,1
Eluicdo 0,42 2,0 596,85 74,6 1421,1 36,9
Recuperacio 20,85 100,4 674,42 84,3

PT — Protina total

* Massa calculada por meio da dosagem de proteinas totais (método de Bradford, 1976)
® Massa calculada por meio de dosagem pelo método de ELISA

 Razdo entre a massa de IgG,, (ug) e a massa total de proteinas (mg)

4 Razdo entre a Massa Especifica de cada fracao e a massa especifica de injecao
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Figura B - 4 Replicata do experimento apresentado na Figura 4-11.

Curva de ruptura da cromatografia de IgG,, anti-7. cruzi em agarose-CNBr-OPS utilizando Tris-HCI pH
7,0 como sistema tamponante.Alimentagdo: 45,0 mL de anticorpo purificado [200 ug/mL]. Vazdo: 0,5
mL/min. Fracdes coletadas: 0,5 mL de 0 a 110 min e de 210 a 230 min; 5,0 mL de 111 a 210 min.
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