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RESUMO

As imunoglobulinas do isotipo G (IgG) sdo usadas enormemente em aplicaces
terapéuticas e sio requeridas, usualmente, com um elevado grau de pureza. Vérias técnicas
cromatograficas vém sendo investigadas para a purificagdo de IgG a partir do plasma
humano. Neste trabalho, investigou-se o efeito dos agentes quelantes dcido iminodidcetico
(IDA), 4cido aspartico carboxi-metilado (CM-Asp) e Tris-2(aminoetil)amina (TREN) na
purificagdo de IgG a partir do plasma humano utilizando a técnica de cromatografia de
afinidade com os fons metdlicos imobilizados em membranas de fibras ocas. Para tanto,
foram realizados experimentos de adsor¢io em diferentes sistemas tamponantes em
membranas de dlcool de poli(etileno) vinilico (PEVA) finamente cortadas e em médulos de
filtracio derivatizados com IDA, TREN e CM-Asp, utilizando-se os ions metilicos niquel e
cobre. A seletividade dos adsorventes foi verificada por eletroforese SDS-PAGE e andlise
nefelométrica. As melhores condi¢des de purificago foram encontradas utilizando-se as
membranas PEVA-CM-Asp-Ni(II) em mddulo de filtracdo, em presenca do tampio Tris-
HCI 25 mM pH 7,0 e elui¢iio por acréscimo da concentragio de Tris, sendo obtida IgG com
aproximadamente 90% de pureza. As membranas de PEVA-CM-Asp-Ni(Il) em médulos de
filtragdo apresentaram melhor seletividade, segundo eletroforese SDS-PAGE, e capacidade
dindmica de adsor¢io maior comparadas as membranas finamente cortadas (capacidade
média de adsor¢do: 53.0 ¢ 7,7 mg de IgG por g seca de membrana, respectivamente). O
modelo de Langmiiir ajustou-se as isotermas de adsor¢do, a temperatura ambiente,
mostrando alta capacidade de adsorcdo para os sistemas PEVA-IDA-Ni(Il} ¢ PEVA-CM-
Asp-Ni(Il) (204,6 e 302,3 mg/g seca de membrana, respectivamente) ¢ constantes de
dissociacdo caracteristica de sistemas de média afinidade (6,1 e 10,1 x 10° M,
respectivamente). A andlise dos parimetros termodinimicos encontrados para o sistema
modelo PEVA-IDA-Ni(II)-IgG, indicaram a complexidade das interagdes, indicando a
existéncia de Interacdes hidrofdbicas, eletrostdticas e de liga¢Ses de coordenaciio. Neste
trabalho, conseguiu-se purificar IgG a partir do plasma humano em uma unica etapa,
utilizando-se a técnica da cromatografia em membranas de afinidade, demonstrando a alta

potencialidade da utilizagdo do método desenvolvido em processos industriais.
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ABSTRACT

The use of immunoglobulin G (IgG) in therapeutic applications has growing vastly and
it 1s used in the treatment of a growing number of indications. Several chromatographic
techniques have been investigated for IgG purification. In this work, we investigated the
effect of the chelators iminodiacetic acid (IDA), carboxymethylaspartate acid (CM-Asp)
and Tris-2(aminoethyl)amine (TREN) for IgG purification from human plasma using
Immobilized Metal-ion Affinity Chromatography (IMAC) technique using hollow fibers
membranes as support to the chromatographic experiments. For that, adsorption
experiments were done, using different buffers systems, on filtration module and on finely
cut poly(ethylene) vinyl alcohol (PEVA) membranes containing chelators IDA, TREN and
CM-Asp with the metallic ions nickel and copper. The adsorbent selectivity was verified
through electrophoresis SDS-PAGE and nefelometric analysis. Best purification conditions
were found with PEVA-CM-Asp-Ni(Il) filtration module in the presence of 25 mM Tris-
HCI pH 7.0 and elution by increasing Tris concentration. In this case, it was possible to
obtain IgG with approximately 90% of purity. According to electrophoresis SDS-PAGE
and nefelometric analysis, PEVA-CM-Asp-Ni(Il} filtration modules showed better
selectivity and superior adsorption dynamic capacity for Ig(G than those obtained by finely
cut membranes (medium adsorption capacity: 53.0 and 7.7 mg of IgG /g of dry membrane,
respectively), Lagmiiir model adjusted to adsorption isotherms at room temperature (25° C)
showed high adsorption capacity for PEVA-IDA-Ni(II) and PEVA-CM-Asp-Ni(Il) systems
(204.6 and 302.3 mg/g dry of membrane, respectively) and showed dissociation constants
characteristic of medium affinity systems (6.1 and 10.1 x 10° M, respectively). The
thermodynamic parameters analysis obtained for PEVA-IDA-Ni(II)-IgG system indicated
the complexity of the interactions, and the existence of hydrophobic and electrostatics
interaction besides the coordination bound. In this work, we could purify IgG from human
plasma in a single stage, using the affinity chromatographic membranes technique,
allowing in this way, the treatment of great volumes per unit of time, showing the high

potentiality of this method in industrial processes.
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realizado com solugfio de plasma humano em PEVA-TREN-Ni(Il}). Q¢ 1,0
mL/min; Qg 0,5 mL/min. Tampio de adsor¢do: MA 25 mM, NaCl IM pH 7,0;
dessorcdo: gradiente degrau pH 6,0, pH 5,0; regeneracio: EDTA 100 mM pH 7,0.
Eletroforeses: (M) marcador de alta massa molecular, (I} material injetado, (1-2)
correspondente aos pontos enumerados do cromatograma, (R) regeneracio, (P)
IgG de alta pureza (AVENEIS) ..oooooi oo e sa s seae e eae s

Figura 4.14: a) Curva de ruptura obtida para PEVA-IDA-Ni(Il).Vazdo do filtrado:
(AY Qr = 0,5 mL/min e (¢) Qr = 0,7 mL/min . Tampao de adsor¢io: Tris-HC] 25
mM pH 7,0. Eletroforese das fracdes de filtrado b) Qr = 0,5 mL/min e ¢) Qg = 0,7
mL/min : Faixas: (M) marcadores de alta massa molecular; (4-19) correspondentes
aos pontos da curva de ruptura; (P) IgG de alta pureza (Aventis) ...

Figura 4.15: Perfil cromatografico da etapa de elui¢io do experimento de filtragio
realizado com solucdo de plasma humano em PEVA-IDA-Ni(II). a} Qr 0,5
mL/min e b) Qg 0,7 mL/min. Tampdo de adsor¢io: Tris-HCl 25 mM pH 7.0;
dessorcao: gradiente degrau do aumento da concentracio de Tris 100, 300, 500 e
700 mM; regeneracio: EDTA 100 mM pH 7,0. Eletroforeses: (M) marcador de
alta massa molecular, (I) material injetado, (1-3) correspondente aos pontos
enumerados do cromatograma, (R) regeneracio, (P) IgG de alta pureza (Aventis)...

Figura 4.16: a) Curva de ruptura obtida para PEVA-CM-Asp-Ni(Il). Vazio do
filtrado: (A) Qp = 0,5 mL/min e () Qg = 0,7 mL/min . Tampao de adsor¢ao:
Tris-HCI 25 mM pH 7,0. Eletroforese das fragdes de filtrado b) Qp = 0,5 mL/min e
¢) QrF = 0,7 mL/min : Faixas: (M) marcadores de alta massa molecular; {4-19)
correspondentes aos pontos da curva de ruptura; (P) IgG de alta pureza (Aventis)...
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Figura 4.17: Perfil cromatogréfico da etapa de eluicdo do experimento de filtracio
realizado com solugio de plasma humano em PEVA-CM-Asp-Ni(ID). a) Qg 0,5
mi/min e b) Qr: 0,7 mL/min. Tampéc de adsorcio: Tris-HC1 25 mM pH 7,0;
dessor¢io: gradiente degrau do aumento da concentraciio de Tris 100, 300, 500 e
700 mM; regeneracio: EDTA 100 mM pH 7.0. Eletroforeses: (M) marcador de
alta massa molecular, (I} material injetado, (1-3) correspondente aos pontos
enumerados do cromatograma, (R) regeneracio, (P) IgG de alta pureza (Aventis) ..

Figura 4.18: Isoterma de adsor¢do de IgG humana pré-purificada em membranas
(A} PEVA-IDA-Ni(Il), (o) PEVA-TREN-Ni(Il) e (o) PEVA-CM-Asp-Ni(Il).
Ajuste ndo linear dos pardmetros segundo modelo de Langmiiir.........cococeveeveeveennn

Figora 4.19: Gréfico de Scatchard para os dados de adsorciio de IgG humana pré-
purificada em membranas a) PEVA-TIDA-Ni(ID, R? = 0,81; b) PEVA-TREN-
Ni(Il). R* = 0,99 e ¢) PEVA-CM-ASp-Ni(TI), R% = 0,86 .....ovevvrrereierreeriesniinsennes

Figura 4.20: Isoterma de adsorcdo de IgG humana em (A) PEVA-IDA-Ni(II) e (o)
PEVA-CM-Asp-Ni(Il) com ajuste nio linear dos parimetros segundo modelo de
Langmiir-Freundlich ... s

Figura 4.21: Isoterma de adsorc¢io de IgG humana pré-purificada em membranas
PEVA-IDA-Ni(II) em presen¢a do tampdo de adsor¢io a} Tris-HC1 25 mM pH 7,0
e b) Tris-HC1 25 mM , NaCl 1 M pH 7.0 a diferentes temperaruras: (o) 4°C, (A)
15°C (- ) 25°C e (#) 37°C. Ajuste ndo linear dos parimetros segundo modelo de
Langmuir.........ooooiniiiinien

Figura 4.22: Grafico de Van’t Hoff (Ln (Kd) em fun¢do de 1/T) para a adsorcio
de IgG em presenga dos tampdes : (A) Tris-HCI 25 mM pH 7,0 e (o) Tris-HCI 25
MM, 1 M NACTPHT,O oo eeeee e ee s eese e enrese s ensesen s

Figura 4.23: Interagcdes propostas em IMAC a) interagdes multi-pontos;: b)
INTEragOes €M UM UNICO POMLO ..eouviriririereererierasieeeseeraeraareeasaesmne e aeeaeeensesasesessaeaseasern

Figura 4.24: [soterma de adsorgio de IgG humana pré-purificada em membranas
PEVA-IDA-Ni(II} em presen¢a do tampéo de adsor¢io a) Tris-HC1 25 mM pH 7,0
e b) Trnis-HCI 25 mM , NaCl 1 M pH 7,0 a diferentes temperaruras: (0) 4°C, (A)
15°C ( ) 25°C e (#) 37°C. Ajuste nio-linear dos parAmetros segundo modelo de
Langmiiir-Freundlich ..ottt

Figura 4.25: Isoterma de adsorc@o de IgG humana pré-purificada em membranas
PEVA-IDA-Ni(II) em presenca do tampdo de adsorcéio a) Tris-HCI 25 mM pH 7,0
e b) Tris-HCI 25 mM , NaCl 1 M pH 7,0 a diferentes temperaruras: (0) 4°C, (4)
15°C () 25°C e (®) 37°C. Ajuste niio linear dos parimetros segundo modelo de
Multicamada de Lan@Imiiir .......c.coieriieeeire e s et e s eaeeas
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Figura 4.26: Total de proteinas adsorvidas em PEVA-CM-Asp finamente
cortadas. Volume do leito: 5 mL. Injecdio de 8,5 mL de solucéio de plasma diluido
1:5 em tampio de adsorgiio. Vazdo: 0,5 mL/min, Elui¢io por adic¢io de 1 M de
NaCl ao tampio de adsorgiio. Dosagem por nefelometria de: IgA, IgG e IgM, TRF
(ITANSTEITIINAY 1.vveiiiiiiiieeiiiiees e es et ne e it ba e reerssbnraevrbreaae s e as s sasraernaeassnbanassrnsasessesssnsronses

Figura 4.27. Cromatografia de plasma dilufide 1: 5 em tampéo de adsorcdo Mops
25 mM a pH 6,5. M- marcador de alta massa molecular; L: injecio; L- lavagem; E:
eluiciio por adicdo de | M NaCl ao tampdo de adsor¢do; R: regeneracdo: NaOH 20
mM; P- IgG de alta pureza AvEntis .......ccccvivvrivoeiriiesiniriciiircreece v e e s

Figura 4.28: Cromatografia de plasma diluido 1: 5 em PEVA-CM-Asp. Tampio
de adsor¢do Mes 25 mM pH 6,5; M- marcador de alta massa molecular; L' imjecéio;
L: lavagem: E: eluicdo por adicio de NaCl 1 M ao tampdo de adsorcio; R:
regeneracdo, NaOH 20 mM; P: IgG de alta pureza AventiS...........cvcvvcvvicecriencncancnnn

Figura A.I: Cromatografias realizadas com solucdo de plasma humano em PEV A-
IDA-Me(Il).a) Cu(Il) e b} Ni(Il). Volume de leito: 5 mbL. Vazdo: 0,5 mL/min.
Tampdo de adsorcio: MA 25 mM, NaCl 1 M pH 7.0; dessorcao: gradiente degrau
pH 6,0, pH 5,0 e pH 4.0; regeneracdo: EDTA 100 mM pH 7.0. Eletroforeses: (M)
marcador de alta massa molecular, (I) material injetado, (1-4) correspondente aos
pontos enumerados do cromatograma, (R) regeneragdo, (P) IgG de alta pureza
(AVEITISY 11 oitieecireerrevoivre e eeee e eee e bt aitaaesatesatnresree sarvssaes e eaeed b daetatsasbbassasesbrasssearabeanaranen

Figura A.2: Cromatografias realizadas com solu¢io de plasma humano em
PEVA-TREN-Me(H). a) Cu{ll} e by Ni(Il). Volume de leito: 5 mL. Vazio: 0,5
mL/min. Tampio de adsor¢do: MA 25 mM, NaCl 1| M pH 7.0; dessorcio:
gradiente degrau pH 6,0, pH 5,0 e pH 4.0; regeneracao: EDTA 100 mM pH 7.0.
Eletroforeses: (M) marcador de alta massa molecular, (I) material injetado, (1-2)
correspondente aos pontos enumerados do cromatograma, (R) regeneracio, (P)
[5G de alta pureza (AVENLS) ..o.eiiiiriiecieiecteeireee e n e ee st e e aes s se e em e e e e aas

Figura A.3: Cromatografias realizadas com solu¢do de plasma humano em
PEVA-CM-Asp-Me(Il). a) Cu(ll) e b) Ni(Il). Volume de leito: 5 mL. Vazdo: 0,5
mL/min. Tampio de adsorcio MA 25 mM, NaCl 1 M pH 7,0; dessorciio: gradiente
degrau pH 6,0, pH 5,0 ¢ pH 4,0; regeneragio: mM EDTA 100mM pH 7.0.
Eletroforeses: (M) marcador de alta massa molecular, (I) material injetado, (1-4)
correspondente aos pontos enumerados do cromatograma, (R) regeneracio, (P)
IgG de alta pureza (AVENLES) ..ooocoiiiiiriiircerric it etesenea e erenen
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Figura C.1: Cromatografias realizadas com solucio de plasma humano em: a)
PEVA-IDA-Ni(Il}, b) PEVA-TREN-Ni(Il} ¢ ¢) PEVA-CM-Asp-Ni(Il}). Volume de
leito: 5 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Tampdo de adsorgio: Mops 25 mM, imidazol 2
mM, NaCl 1 M pH 7.0; dessorc¢io: gradiente degran do aumento da concentragio
de imidazol: 10, 30, 50 e 100 mM, regeneracio: EDTA 100 mM pH 7.0.
Eletroforeses: (M) marcador de alta massa molecular, (I) material injetado, (1-5)
correspondente aos pontos enumerados do cromatograma, (R) regeneracio, (P)
IgG de alta pureza (AVEDHS) .c...o.oociieeciereees ettt

Figura E.1: Cromatografias realizadas com solugiio de plasma humano em a)
PEVA-IDA-Ni(Il), b) PEVA-TREN-NKII) e ¢) PEVA-CM-Asp-Ni(Il). Volume de
feito: 5 mL. Vazao: 0,5 mL/min. Tampdo de adsor¢io: Tris-HCI 25 mM pH 7.0;
dessorcio:. gradiente degrau do aumento da concentracio de Tris 100, 300, 500 e
700 mM; regeneracio: EDTA 100 mM pH 7,0. Eletroforeses: (M) marcador de
alta massa molecular, (I) material injetado, (1-5) correspondente aos pontos
enumerados do cromatograma, (R) regeneragdo, (P) IgG de alta pureza (Aventis) ..

Figura G.1: Cromatografias realizadas com solugcdo de plasma humano em a)
PEVA-IDA-Ni(Il), b} PEVA-TREN-Ni(Il) e ¢) PEVA-CM-Asp-Ni(Il). Volume de
leito: 5 mL. Vaz3o: 0,5 mL/min. Tampao de adsor¢do: Tris-HCH 25 mM, NaCl 1M
pH 7.0 dessor¢do: gradiente degrau do aumento da concentracio de Tris 100, 300,
500 e 700 mM; regeneracio: EDTA 100 mM pH 7.0. Eletroforeses: (M) marcador
de alta massa molecular, (I} material injetade, (1-5) comrespondente aos pontos
enumerados do cromatograma, (R) regeneracdo, (P) IgG de alta pureza (Aventis)...

Figura L1: Cromatografia de plasma diluido 1: 5 em PEVA-CM-Asp. Tampio de
adsor¢iio Tris-HCl 25mM a) pH 7,0, b) pH 8,0. M: marcador de alta massa
molecular; I: injeciio; L: lavagem; E: elui¢do por adicdo de NaCl 1 M ao tampio
de adsor¢io; R: regeneracdo: NaOH 20 mM; P: IgG de alta pureza Aventis ............

Figura L2: Cromatografia de plasma diluido 1: 5 em PEVA-CM-Asp. Tampdo de
adsorcdao Mops 25mM pH 7,5. M: marcador de alta massa molecular; I: injecdo; L:
favagem; E: eluicdio por adi¢io de NaCl 1 M ao tampido de adsorcio; R:
regeneracdo, NaOH 20 mM; P: IgG de alta pureza Aventis ......cveciiiiciennniinnnine

Figura K.1: Grafico de Scatchard para os dados de adsorcdo de IgG humana em
pré-purificada em presenca do tampio Tris-HC] 25 mM pH 7,0 em membranas de
PEVA-IDA-Ni(ID) (0) 4°C (R? = 0,52), (4) 15 °C (R”= 0,56), (") 25°C (R*= 0,81),
(#) 37°C (R7Z0,84) covocorricrncriiis o imrenerissssssssssesenssessessssssssssssss s ssnsssssssens

Figura K.2: Grafico de Scaichard para os dados de adsorciio de IgG humana em
pré-purificada em presenca do tampdo Tris-HCl 25 mM 1 M NaCl pH 7,0 em
membranas de PEVA-IDA-Ni(II}: (o) 4°C (R2 =043, (A) 15°C (R2 =0,64), ()
25°C (R*=0,58), (%) 37°C (R¥=0.79) crvivvvmmerrermenmernianeeissmeneersnenesssersssmseessssessoseans
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Figura L.1: Cromatografia de plasma diluido 1: 5 em Agarose-Proteina A
utitizando-se o tampao de adsor¢do fosfato de sédio 25 mM pH 7,0. M - marcador
de alta massa molecular; I - injecdo; L- lavagem; E - eluigdo; P: IgG de alta
PUreza AVENLiS . .ccoocverervvcoinncrincnnnns rreeeen i

Figura L.2: Cromatografia de plasma diluido l: 5 em Agarose-Proteina G
utilizando-se o tampdo de adsor¢io Fosfato de sédio 25 mM pH 7,0. M - marcador
de alta massa molecular; I - injecdo; L~ lavagem; E - eluicdo; P: IgG de alta
PUTEZA AVENTES ©.1evieemiei ettt eces e e e sbsse s e e e s b et e r s eranrr et on s aarnnees e aan
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LISTA DE NOMENCLATURAS

A — area superficial das membranas

AH - Albumina humana

AQ — agente quelante

C* — Concentragio de soluto livre em solucéo no equilibrio
CM-Asp — Acido aspdrtico carboxi-metilado

EDTA — Acido etilenodiamino tetracético

IDA - Acido iminodiacético

IgG —~ Imunoglobulina G

IgA — Imunoglobulina A

tgM — Imunoglobulina M

IMAC — Cromatografia de afinidade por ions metdlicos imobilizados
K, — Constante de associacéo

Kaa — Constante de associacio proteina-proteina

Ky— Constante de dissociacio

" Kua— Constante de dissociacio proteina-proteina

Kd ) — Constante de dissociacho aparente
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CAPITULO 1

INTRODUCAQO

Cerca de 25 milhdes de liiros de plasma sdo coletados por ano no mundo para
fracionamento, dos quais os principais produtos extraidos siio albumina, os fatores anti-
hemofilicos (Fator VI ¢ IX) e as imunoglobulinas. No ano de 2003 o mercado mundial de
hemoderivados faturou o correspondente a 8 bilhdes de délares, sendo 28% correspondendo
as imunoglobulinas. No século XXI as imunoglobulinas assumiram o papel preponderante
dentre todos os outros hemoderivados provenientes do fracionamento do plasma humano,
sobretudo porque a producdo e a utilizagdo dos fatores anti-hemofilicos recombinantes
ganham cada vez mais atencio do mercado, substituindo o tradicional concentrado
plasmadtico (Hahn, 2004; Anbio, 2006).

A produgdo de hemoderivados € restrita a poucos paises, sendo os Estados Unidos
(E.U.A.) o principal produtor. No Brasil a producio de hemoderivados se restringe, por
enquanto, a uma dnica planta piloto (HEMOPE, Recife, PE) produzindo um dnico produto
proveniente do fracionamento do plasma humano, a albumina, com uma produgio atual de
600 Kg por ano. A necessidade de hemoderivados no Brasil, no ano de 2005, foi de 34 ton,
2,55 ton e 351 milhdes de Ul (Unidade Internacional) para albumina, imunoglobulina e
fatores anti-hemofilicos, respectivamente. A necessidade brasileira contudo nio € suprida,
pelo menos nos servigos publicos de saide em que hd uma forte demanda reprimida
sobretudo de imunoglobulina. As importagdes brasileiras em hemoderivados, em 2005,
foram de aproximadamente 431 milhdes de reais, sendo 37% deste valor correspondendo
as imunoglobulinas (Anbio, 2006).

A imunoglobulina do isotipo G (IgG), de todos os hemoderivados, é aquela que vem
tendo a maior utilizagio em todo o mundo com um consumo per capita de 70 g por mil
habitantes em paises como o Canada e E.U.A. Como exemplos da utilizacdo das IgGs em
indica¢des terapéuticas podemos citar: o tratamento de imunodeficiéncias congénitas ou

adquiridas (o pacienie pode apresentar deficiéncia global ou de alguma subclasse de IgG:
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I2G1.JgGn, IgGs ou IgGy); deficiéncias seletivas de anticorpos, doengas auto-imunes,
diversas doencas infecciosas e no tratamento de alguns tipos de céancer (ex. leucemia
linfocitica crénica). Essas aplicacOes teraputicas requerem, normalmente, grandes
quantidades de 1gG com alto grau de pureza (Burnout, 1995, Anbio, 2006).

A IgG é normalmente obtida a partir do fracionamento do plasma humano pela
precipitacdo com etanol de acordo com o procedimento descrito por Cohn et a/ 1946, No
entanto, recentemente. métodos mais seletivos para a purificagiio de IgG, como por
exemplo, métodos cromatogrificos, sdo vistos pela inddstria farmacéutica como uma
operacado indispensdvel antes da sua utilizagdo no campo terapéutico, evitando, desta forma,
efeitos colaterais nos pacientes e aumento da eficdcia clinica. Técnicas cromatogréficas de
afinidade foram propostas para a purificacio de imunoglobulinas as quais evitam a etapa de
precipitacdo devido a alta especificidade do ligante acoplado a fase estaciondria,
proporcionando IgG com alto grau de pureza (< 90%). A cromatografia de afinidade vem
apresentando resultados promissores nos processos de purificagdo de anticorpos (Huse et
al, 2002).

Os ligantes de afinidade imobilizados a matrizes cromatograficas podem ser
bioespecificos ou pseudobioespecificos. Os ligantes bioespecificos, como protefna A e G,
sdo amplamente utilizados na purificacdo de anticorpos, porém, apesar de serem altamente
especificos, possuemt a desvantagem de terem custo elevado, baixa estabilidade e a
possibilidade de desnaturacio do ligante nas etapas de eluigido e regeneracfio da coluna. Os
ligantes pseudobioespecificos, tais come ions metalicos imobilizados surgiram como op¢ao
aos ligantes bioespecificos por serem moléculas de mais baixo custo e simples.

A cromatografia de afinidade com fons metdlicos imobilizados (IMAC - “Immaobilized
Metal ion Affinity Chromatography”) introduzida por Porath e colaboradores em 1975,
vem sendo empregada para a purificagio de anticorpos de diversas fontes (Porath e Olin,
1983: Boden et al, 1995, Hale e Beidler, 1994; Vancan et al, 2002). Esta técnica explora a
interacéo entre os residuos de histidina acessiveis na superficie da proteina e o ion metdlico
imobilizado (Porath ef ai., 1975, Sulkowski, 1989). A interacio destes residuos com ions
metalicos decorre da ligacdo de coordenacdo entre um par de elétrons do anel imidazol e o

ligante: fon metdlico quelatado & agentes quelantes (Porath e Olin, 1983).

[\
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A grande maioria dessas técnicas cromatograficas de afinidade utiliza géis como
suporte cromatogrifico e apesar de apresentarem resultados promissores, o uso de géis
tradicionais apresenta algumas desvantagens, tais como alta queda de pressio na coluna
cromatogrifica e tempo de processamento elevado devido a difusio intraparticula. Com o
intuito de minimizar as limitacdes impostas pelos géis cromatograficos, vdrias estratégias
de recuperagio t&€m sido propostas. A cromatografia em membranas de afinidade (MAC
“Membrane Affinity Chromatography”) tem sido utilizada como uma alternativa aos géis
cromatograficos. Esse método possibilita alta capacidade hidrodindmica, empregando-se
pressdes moderadas, na maioria das vezes sem comprometimento da eficiéncia da
purificagdio. Nestes sistemas, a transferéncia de massa € governada principalmente pela
conveccdo (Klein, 1991, Thommes e Kula, 1995, Roper e Lightfoot, 1995, Charcosset,
1998).

Apesar das membranas de afinidade serem muito empregadas para a purificagio de
diversas protefnas, a literatura consultada registra poucos artigos publicados sobre
purificacdo de imunoglobulina G empregando-se fons metdlicos imobilizados a membranas.
Além disso, o3 pesquisadores que utilizam esta técnica para a purificacio de anticorpos
empregam, preferencialmente, o agente quelante dcido iminodiacético (IDA) (Finger er al.,
1995; Langlotz e Kroner, 1992, Serpa er al, 2005), tornando-se necessdrio ¢ estudo da
utilizacdo de outros agentes quelantes nos processos de purificacio e recuperacio de
imunoglobulinas. Estas informag¢des nos motivaram a empregar a técnica de cromatografia
em membranas de afinidade utilizando fons metdlicos imobilizados para a purificacio de
IgG a partir do plasma humano, efetuando um estudo comparativo entre Urés agentes
quelantes: acido iminodidcetico (IDA), dcido aspdrtico carboxi-metilado (CM-Asp) e Tris-
2(aminoetil)amina (TREN).

Objetivo
O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito de agentes quelantes tetradentados

(CM-Asp e TREN) na purificacio de imunoglobulina G a partir do plasma humano

utilizando a técnica de cromatografia de afinidade com os ions metdlicos imobilizados em
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membranas de fibras ocas. Para que esse objetivo pudesse ser atingido, foram realizadas as
seguintes etapas:

I) Ativacdo de membranas de fibra oca de dlcool polietilenovinilico (PEVA) e
imobilizacio dos agentes quelantes IDA, CM-Asp e TREN. O agente quelante IDA foi
utilizado como controle;

2) Experimentos cromatogrificos para a purificacdo de IgG a partir do plasma humano
em membranas de afinidade finamente cortadas, com o intuito de verificar o perfil de
eluigio da imunoglobulina e determinar as condi¢des 6timas de eluigio;

3) Determinacgio de curvas de ruptura (“breakthrough™) das membranas contidas em
médulo em escala laboratorial. As curvas de ruptura permitem determinar a capacidade
dindmica das membranas de afinidade (parimetro importante no escalonamento do

Processo);

4} Determinac@o das isotermas de adsorcfio a vdrias temperaturas por meio de ensaios
em tanques agitados, utilizando membranas derivatizadas e Ig(G pré-purificada para a
determinaciio da constante de dissociacio (Kq) do complexo agente quelante-Me(II)-IgG,
da capacidade maxima de adsor¢do (Qn) de IgG nas membranas e de parimetros
termodindmicos (AG®, AH® e AS®);

5) Experimentos cromatograficos para a purificagfio de IgG a partir do plasma humano

utilizando-se o agente quelante CM-Asp como ligante.
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CAPITULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sdo apresentados topicos de conhecimentos bdsicos para a
compreensdo do trabalho. A revisio bibliogrifica estd dividida em quatro partes:
imunoglobulinas humanas: estrutura e fung¢do, purificacdo de IgG, cromatografia de
afinidade por ions metdlicos imobilizados (técnica de IMAC) e cromatografia em

membranas de afinidade.

2.1 IMUNOGLOBULINAS HUMANAS: ESTRUTURA E FUNCAO

O sistema imunoldgico consiste de dois componentes funcionais: o sistema inato e o
sistema adaptativo. O sistema inato € composto por todos os mecanismos que defendem o
organismo de forma nado especifica contra um invasor por meio de fagocitos (ex:
macrdfagos, neutréfilos e etc) e barreiras fisicas (ex: pele, mucosa, saliva, e outros).
Quando essa barreira de defesa é quebrada o sistema adaptativo imune entra em acao. O
sistema adaptativo imune produz uma reagdo especifica contra o agente nocivo
normalmente eliminando-o e ainda desenvolve uma memoria imunolégica especifica que
previne uma possivel re-infec¢do pelo mesmo agente nocivo. O sistema adaptativo imune
consiste de uma variedade de moléculas e células no qual a imunoglobulina e os linfécitos
sdo os mais importantes. Existem dois tipos de linfécitos: as células T e células B. As
células T sdo responsdveis pela imunidade celular, enquanto as células B estdo envolvidas
na imunidade humoral. Apés a exposi¢do aos antigenos, as células B se diferenciam em
células plasmadticas que sintetizam moléculas que reagem ao antigeno: as imunoglobulinas
(Vlug e Remortel, 1989). As imunoglobulinas tém papel importante na resposta imune

humana no reconhecimento de substancias estranhas ao organismo
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As imunoglobulinas pertencem ao grupo das glicoproteinas e sdo compostas de 82% a
96% de proteinas e 4 a 18% de carboidratos. A estrutura basica da imunoglobulina consiste
de quatro cadeias polipeptidicas: duas cadeias pesadas (H), cuja massa molecular varia de
50.000 a 70.000 Daltons, e duas cadeias leves (L), de massa molecular de 25.000 Daltons.

As quatro cadeias sao mantidas juntas por ligagdes dissulfidicas (Vlug e Remortel, 1989).

As enzimas proteoliticas papaina e pepsina clivam as imunoglobulinas em diferentes
fragmentos caracteristicos. A papaina produz dois fragmentos Fab (ab, “antigen-binding)
idénticos, cada um contendo um sitio ligador do antigeno ¢ um fragmento Fc (c,
“cristalizado™). A pepsina produz um fragmento F(ab’), (constituido de dois fragmentos
F(ab) ligados covalentemente) e o restante da molécula € quebrada em fragmentos menores

(Figura 2.1).

sitio de ligacao

sitio de ligacao ,
do antigeno

do antigeno

Fab-' re gido flexivel
k (hinge)
¢ .\"
_3«3»
| -55
COOH
Fe ™

HOOC COOH

Figura 2.1: Estrutura da imunoglobulina (IgG) (adaptado de Alberts et al, 1997)
m cadeia pesada,  cadeia leve
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As cadeias leves que fazem parte da regiio Fab, podem ser do tipo Kk ou A e sfo
formadas por dois dominios, um varidvel (Vp) e outro constante (Cp) (Figura 2.1). As
cadeias pesadas sdo caracteristicas dos tipos de imunoglobulinas que se diferem a partir da
estrutura das cadeias pesadas: IgG (y), IgM (u), IgA (o), IgD () e IgE (€). As cadeias
pesadas possuem uma parte varidvel (Vy) e trés partes constantes C ) ,C i € C 3. sendo
que as IgM e IgE possuem um dominio constante extra (Cyg). Os dominios varidveis das
cadeias leve e pesadas, as regides V, constituem os sitios ligadores de antigeno e as regides
C funcionam para estruturar a molécula e estio envolvidas em diferentes atividades
bioldgicas, tais como ligagdo de complemento ¢ liga¢iio a membranas celulares. A maioria
das imunoglobulinas humanas possui uma regido flexivel (“dobradica”) entre a regiio Fab ¢
entre os dominios Cyx da cadeia pesada. Uma funglio importante da regifio flexivel

(“dobradi¢a™) é promover flexibilidade a imunoglobulina. (Vlug e Remortel, 1989).

Baseado em diferencas bioldgicas, antigénicas e da estrutura na cadeia pesada, cinco

classes de imunoglobulina pode ser distinguidas no soro humano (Alberts er af, 1997}

IgE (&) presente em quantidades infimas no soro, pode estar associada a reagdes

alérgicas (massa molecular de 190 kDa). Estd presente no soro humano sob a forma de

mondmero;

IgD (8): corresponde a menos de 1% do total de imunoglobulinas séricas, esti
presente no soro humano sob a forna de mondémero (massa molecular proxima de 180 kDa).
Sua fun¢do bioldgica ainda no € muita bem conhecida, mas provavelmente tem um papel

importante como receptor para antigenos na superficie das células B;

IgA (o): Corresponde de 135 a 20% do total de imunoglobulinas séricas {massa
molecular de 160 kDa em forma de mon6mero). E a principal classe de anticorpos nas
secrecdes (saliva, ldgrima, leite e etc), desempenha urn papel importante na defesa do corpo
quando se verifica a invasdo de microorganismos através de uma membrana mucosa € €std
presente no soro humano usualmente em forma de dimero. As IgAs sfio divididas em duas

sub-classes IgA,, IgA,.

IgM (n): corresponde a 10% do total de imunoglobulinas séricas e atua no inicio
da resposta imune (massa molecular préxima de 900 kDa). Estd presente no sorc humano

usualmente em forma de pentdmero;
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IgG (y): comresponde de 70 a 75% do total de imunoglobulinas séricas,
normalmente produzida nos Ultimos estdgios da resposta imune. Estd presente no soro

humano usualmente em forma de mondmero (massa molecular em torno de 150 kDa).

As IgGs sdo divididas em quatro subclasses designadas: 1gGy, 1gG,, IgGs e IgGy e
sfio diferenciadas, principalmente, pela regido flexivel (*dobradi¢a™) em termos de nimeros
de residuos envolvidos e nimero de pontes dissulfeto inter-cadeias pesadas. As subclasses
de IgGG possuem pontos isoelétricos (pI) distintos: IgG| e IgG; possuem pl mais altos (de
7.8 a 9,0) que os da IgG- ¢ IgGy (de 6.3 a 8,0) (Vhug e Van Remortel, 1989). As
concentragdes relativas das subclasses no soro humano variam de 68-71% para IgG,, 19-

31% para IgGa, 4-8% para IgGs e 1-7% para IgGa.

2.2 PURIFICACAO DE IgG

Uma vartedade de técnicas tem sido investigada para a purificacio de imunoglobulinas
a partir do plasma humano. A escolha da metodologia apropriada para a purificaciao de
imunoglobulina depende do rendimento e pureza requeridos, assim como do custo do
procedimento. Compostos destinados a aplicacGes terapéuticas ¢ em testes diagndsticos,
requerem alto grau de pureza e necessitam de técnicas de purificacfio mais seletivas. Vérias
técnicas sdo utilizadas para a purificacdo de anticorpos como precipita¢io, cromatografia de

permeacio em gel, de troca ibnica e de afinidade (Gagnon, 1994}

A purificacio da IgG humana consiste da separagio desta proteina das outras
constituintes do plasma ou do soro humano. A albumina é a mais abundante das proteinas
do plasma humano, seguido das y-globulinas (IgG). A Tabela 2.1 apresenta as

concentragdes plasmaticas das principais protefnas do plasma humano.
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Tabela 2.1: Principais proteinas do plasma humano'

Massa Molecular Concentragdo
Proteina (kDa) plasmdtica (mg/mL.)
Albumina 66,3 35a55
a1-Lipoproteinas (HDL) 2000 29a77
pB-Lipoproteinas (LDL) 170 19a74
o — Antitripsina 54,0 2a4
Transfeirina 76,5 2a4
Fibrinogéneo 341 2ad4,5
Haptoglobulina 100-400 38a78
o> — Macroglobulina 725 1,5a4,2
IeG 150 8al8
IgM 900 0.6a25
IgA 160 09a4,5

‘Referéncia: Andrade e Hlady, 1987.

O método mais usado para isolar a IgG a partir do plasma humano para uso clinico,
consiste da precipitagio com etanol, de acordo com o procedimento descrito por Cohn et al
1946. Por esse método, obtém-se IgG contaminada com pequenas quantidades de albumina
(normalmente 0,5%) e outras proieinas presentes no plasma em menores concentragoes.
Dessa forma, métodos mais seletivos (cromatogréificos) para a purificaciio de IgG, é vista
pela indistria farmacéutica como uma operagéo indispensdvel antes da utilizacio dessas

proteinas no campo terapéutico.

A cromatografia de troca idnica e a precipitaciio com polietilenoglicol sdo, iguaimente,
métodos comumente utilizados para a purificagdo de anticorpos policlonais e monoclonais.
Esses métodos, porém, também nio apresentam alta seletividade e passos adicionais no

processo de purificagdo, como cromatografia de permeacio em gel, tornam-se necessarios
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para se alcancar o gran de pureza requerido. Essa desvantagem aumenta o tempo de
processamento e o rendimento global de purificagdes multi-passos acaba sendo baixo,

aumentando o custo do processo (Huse et af, 2002).

A técnica da cromatografia de afinidade vem sendo desenvolvida para utilizagdo na
purificagdo de anticorpos de diferentes fontes por ser um processo altamente seletivo. A
introdugdo da cromatografia de afinidade tem melhorado significativamente a pureza dos
hemoderivados de um modo geral e conseqlientemente, os efeitos colaterais (hemdlise,
hipotensdo, febre) associados ao uso clinico podem ser minimizados. Essa técnica pode
evitar ainda, etapas adicionais de purificagho. PurificacSes em uma tinica etapa, geralmente,
possibilitam maior rendimento, minimizando perdas causadas por clivagem proteolitica ou
pela clivagem de ligagdes dissulfeto (liberagio de cadeias leves e pesadas no meio) (Huse

et al, 2002).

Cromatografia de Afinidade para purificacdo de I1gG hiumana

A cromatografia de afinidade foi utilizada pela primeira vez em 1910 por Stankein.
Contudo, somente em 1967 que esse tipo de cromatografia tomou impuiso com o
desenvolvimento do método de imobilizagdo de ligantes numa matriz de agarose por meio
da ativagio com brometo de cianogénio (Porath et al, 1967; Axen et al, 1967; Turskova,
1993; Sada, 1990). O uso da cromatografia de afinidade para purificaglo de anticorpos
avangou com o desenvolvimento da técnica da producido de anticorpos monoclonais e da
necessidade desses estarem a um alto grau de pureza para testes imunodiagnosticos,

aplicacdes terapéuticas e outras (Huse ef ai, 2002).

A cromatografia de afinidade € uma técnica de adsor¢do baseada na habilidade de
substincias se ligarem especificamente ¢ reversivelmente a substincias complementares, os
ligantes. Os ligantes devem estar imobilizados & uma matriz cromatografica. A técnica da
cromatografia pode ser dividida em quatros etapas: injeciio ou adsor¢lio de moléculas,
lavagem, eluicho e regeneracfio do adsorvente. A adsorcfio das moléculas representa o
primeiro passo de separacdo, as moléculas que possuem afinidade pelo ligante sdo

adsorvidas, enquanto que as outras moléculas ndo adsorvidas sdo removidas pela lavagem

10
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do adsorvente em um segundo passo. A eluicdo ou dessorcio representa o terceire passo € €
realizada pela mudanca das condigdes da fase mével, como pH, for¢a ibnica, adigdo de
agentes competidores e outros. O quarto passo consiste na regeneracdo do adsorvente, onde
as moléculas fortemente adsorvidas que nido foram eluidas na etapa de dessor¢do, sido
eluidas, muitas vezes sob condi¢oes drasticas, deixando o adsorvente pronto para ser re-

utilizado (Walters, 1985, Vijayalakshmi, 1989).

Os ligantes empregados em cromatografia de afinidade sdo classificados, segundo

Vijayalakshmi (1989), em dois tipos: bioespecificos e pseudobioespecificos. A Figura 2.2

mostra a classificacdo desses ligantes.

[
| Cromatografia de Afinidade ‘
|

[ i

Ligantes bioespecificos ‘ t Ligantes pseudobiogspeciticos
| |
[ | | ]
Especificidade restrita ‘ ‘ Especificidade ampla Moléculas biclégicas Moléculas nio bioldgicas
|| Receptores: Cofatores ¢ Aminodcidos ions
horménios fragmentos Ex: Histidina metalicos
|| Inibidores: . . Corantes
ativadores Lectinas —  Peptideos —
| | Antigeno: OCutros, Compostos
anticorpo Ex: calmodulinal tiofilicos
Bragos
Substrato T hidrofdbicos

Figura.2.2: Classificacio do sistema de afinidade baseado nos ligantes imoblizados

(adaptado de Vijayalakshmi, 1989)

Os ligantes bioespecificos possuem a vantagem de serem altamente especificos e de

terem afinidade alta pela molécula a ser adsorvida, as constantes de dissociacio sio da
- -12 s 3

ordem de 10 a 107 M. Porém, possuem a desvantagem de terem um custo elevado, baixa

estabilidade e a possibilidade de desnaturacdo do ligante nas etapas de eluicio e de

11
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regeneragdo da coluna, ja que muitas vezes sdo necessdrias condi¢Ges drasticas para a

elui¢do em cromatografia de afinidade envolvendo ligantes bioespecificos.

A cromatografia de afinidade com os ligantes bioespecificos proteinas A, G e L ¢
empregada para a purificagio de anticorpos de diversas fontes, sendo que as protefnas A e
G sao utilizadas ainda para tratamento extracorpdreo (por exemplo, para remocéo de auto-
anticorpos de pacientes com lipus eritematoso sistémico). A proteina A, secretada pela
maioria das linhagens de bactérias Staphyiococeus aureus, apresenta alta afinidade pela
parte Fc das imunoglobulinas humanas IgG,, 1gG,, e IgGs e ainda apresenta afinidade
media pela IgA e IgM humana (Burton, 1985; Burton et a4, 1986). Porém, a proteina A niio
apresenta afinidade pela subclasse IgG: humana (Loghem, 1982). Esses resultados
sugerem que a histidina na posicdo 435 tem um papel fundamental na adsorcio de IgG a
proteina A, Todas as IgGs que se ligam & proteina A possuem a histidina na posicio 435,
enquanto as IgGs humanas que ndo se ligam possuem arginina nesta posi¢do. No caso de
anticorpos de camundongo, a proteina A apresenta pouca afinidade pela subclasse IgG,
enquanto para as subclasses IgGs,, IgGay, e IgGs possui afinidade média (Boyle er al, 1987,

Boyle ef al. 1993).

A proteina G (isolada das linhagens do grupo G Streptococcal), também muito
utilizada para a purificacdo de anticorpos, apresenta afinidade por todas as subclasses de
I¢G humana, ligando-se também a parte Fc e também a Fab da IgG (Erntell er af, 1988).
Essa proteina nao apresenta afinidade pelas outras classes de imunoglobulinas humana:
IgA, IgM, IgE, e IgD. A protefna G apresenta, ainda, afinidade média por anticorpos de
camundongos da subclasse IgG, e alta afinidade pelas subclasses IgGa,, IgGay ¢ IgGs

(Boyle et al, 1987).

A proteina L, isolada da bactéria Peptostreptococcus magnus, foi identificada em 1985
por Myhre ¢ Erntell e tem afinidade pelas cadeias leves do tipo kappa das imunoglobulinas.
Essa proteina € empregada como ligante na purificacio de IgG e seus fragmentos Fv e Fab,
sem interferir no sitio de ligagdo antigeno-anticorpo. A proteina L foi utilizada, também,
para estudos in vitre visando o tratamento extracorpéreo de doencas auto-imunes na

remogio de IgG de cadeia leve kappa (Nilson ef al, 1993; Duarte et al, 2005).
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Contudo, apesar destes ligantes bioespecificos apresentarem bons resultados de
purificagdo, como a elui¢do das biomoléculas é realizada sob condi¢ées de pH extremos, a
contaminagdio do produte com tracos do ligante devido a hidrélise ou desprendimento
destes, representa um sério problema para solucbes protéicas destinadas a aplicagiio
terapéutica. Além disso, a sanitizaglio sob condigdes dristicas pode inativar com o tempo
estes ligantes, levando & perda da capacidade de adsor¢do. Em adicdo, o alto custo desta
técnica torna impraticdvel o seu uso em larga escala (Anspach er al, 1996; Hale e Beidler,
1994). Até o momento, as proteinas A, G ¢ L ndo vém sendo utilizadas nos processos
industriais de fracionamento do plasma humano para a purificacio de IgG devido as

desvantagens apresentadas (Burnouf ¢ Radosevich, 2001).

Para contornar os problemas inerentes dos ligantes bioespecificos, ligantes mais
simples, os pseudobioespecificos vém sendo usados na purificagio de imunoglobulinas.
Esses tipos de ligantes possuem a vantagem de terem baixo custo e facilidade de
escalonamento, de serem moléculas menores e mais simples, de terem estabilidade quimica
¢ fisica mais alta do que os bioespecificos e apresentarem condigdes brandas de eluigiio (as
constantes de dissociaciio sio da ordem de 102 a 10° M). Porém, possuem a desvantagem
de terem especificidade menor. As forcas de intera¢io entre o ligante imebilizado e a
molécula a ser separada ¢ baseada na complementaridade de carga, de hidrofobicidade e
forma, a diferenca entre os bioespecificos e pseudobioespecificos estd na magnitude dessas

forcas.

Dentre os ligantes pseudobioespecificos disponivels, os ions metédlicos imobilizados, o
aminoacido histidina e os agentes tiofilicos sdo alguns dos ligantes mais utilizados nos

processos de purificacdo de imunoglobulinas.

O aminodcido histidina € utilizado como ligante pseudobioespecifico em cromatografia
para a purificacio de IglG (El-Kak e Vijayalakshmi, 1992; Bueno er al, 1995 (a); Canak et
al, 2004). A histidina tem muitas propriedades que conferem a este aminodcido
versatilidade como ligante, que sdo hidrofobicidade branda, habilidade de transfer€ncia de
carga e ataque nucleofflico devido ao seu anel imidazol (Vijayalakshmi, 1989). Essas
propriedades sugerem que a histidina, quando imobilizada em suportes sélidos, possa
interagir com proteinas de varias formas, dependendo de condi¢cdes como pH, temperatura,

forca ibnica empregados e orientacdo da imobilizagdo (Vijayalakshmi, 1989). Histidina
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imobilizada pelo de seu grupamento amino interage com a regido Fab das imunoglobulinas,
adsorvendo preferencialmente IgG; e 1gG;, quando Tris-HCI ¢ utilizado como tampéo de
adsor¢iio (Bueno et al, 1995 (b), Bueno et al, 1996, Haupt et al, 1995). Por outro lado,
histidina imobilizada pelo seu grupo carboxila apresenta carga liquida positiva, devido ao
agrupamento amino livre, em ampla faixa de pH. Imobilizada desta forma, resultados de
purificagdo excelentes podem ser obtidos pela da utilizaciio da técnica de cromatografia
negativa. A carga positiva do ligante promove a adsorcdo da maioria das proteinas do
plasma, enquanto as IgGs, por ndo interagirem com histidina orientada desta forma, séo
obtidas com alto grau de pureza nas fragoes ndo retidas (Pitiot er al, 2001). A histidina vem
sendo imobilizada em diversas matrizes para a purificagio de IgG com o intuito de

aumentar a capacidade e seletividade (Canak et al, 2004).

A cromatografia tiofilica foi introduzida por Porath e colaboradores em 1985. Os
agentes tiofilicos (ligantes que contém o grupo —SH imobilizados em suportes ativados com
divinilsulfona ou epicloridrina) sdo moléculas simples ¢ de baixo custo que tem a
especificidade por imunoglobulinas, conferindo a estas, a possibilidade de purificacdo a
partir de sobrenadante de cultura celular ou amostras séricas. A afinidade entre ligantes
tiofilicos e imunoglobulinas, promovida ou nfio em presenca de sais, € baseada na interacio
entre regides tiofilicas das proteinas com o grupo sulfona ou tioéter de adsorventes
tiofilicos. O adsorvente mais comumente utilizado na cromatografia tiofilica é o “T-gel” (2~
mercaptoetanol como ligante) (Hutchens e Porath, 1986, Hutchens ¢ Porath, 1987, Nooper
et al, 1989, Serres er al, 1995). Os dois grupos funcionais, sulfona e tioéter, presentes na
estrutura do adsorvente, atuam de maneira cooperativa (grupos que funcionam como
receptores de elétrons de grupamentos doadores de elétrons da proteina), exercendo forte
afinidade com a proteina quando em presenca de alta concentracio de sal (sulfato de
aménio e sulfato de sédio). Mais recentemente, Scholz et al, 1998 descreveram outras
possibilidades de ligantes tiofilicos, os ligantes tiofilicos heterociclicos, que nio requerem a
presenca de sal para a adsorcio (Scholz er al, 1998, Coffinier ¢ Vijayalakshmi, 2004).
Desta forma, o baixo custo, estabilidade quimica e especificidade fizeram destes ligantes
uma alternativa promissora para a purificacdo de anticorpos policlonais e monoclonais

(Coffinier et af, 2002, Oscarsson e Porath, 1989, Finger et al, 1995, Boschetti, 2001).
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A cromatografia de afinidade com fons metélicos imobilizados (IMAC - “Immeobilized
Metal Affinity ion Chromatography™), € empregada para a purificagiio de anticorpos de -
diferentes fontes (Porath e Olin, 1983; Boden et al, 1995, Hale e Beidler, 1994; Vancgan e?
af, 2002). Os resultados mostrados na bibliografia consultada para a purifica¢do de
anticorpos utilizando IMAC mostram um grande potencial de utilizacdo desta técnica. O

principio da técnica de IMAC € descrito na seccio 2.3.

2.3 CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE COM [IONS METALICOS
IMOBILIZADOS (IMAC)

Introduzida por Porath e colaboradores em 1975, a cromatografia de afinidade por ions
metdlicos imobilizados (IMAC - “Immobilized Metal ion Affinty Chromatography™) € uma
técnica de separacio que utiliza o principio da afinidade de proteinas por fons metdlicos
imobilizados. Essa afinidade deriva, principalmente, das liga¢des de coordenaciio formadas
entre os fons metdlicos quelatados e certos residuos de aminodcidos expostos a superficie
da proteina. A técnica foi inicialmente desenvolvida para fracionamento de proteinas e &
atualmente aplicada a purificacio de uma grande variedade de biomoléculas (peptideos,
proteinas, dcidos nucléicos e para separagio de células) (Chaga, 2001; Porath e Olins, 1983;

Gaberc-Porekar e Menart, 2001).

Na técnica de IMAC, o centro de adsorgdo consiste de dois componentes: o agente
quelante ¢ o fon metélico imobilizado. O agente quelante € imobilizado na matriz via um
espagador por meio de ligagdes covalentes. Os dtomos doadores de elétrons (N, S, O)
presentes nos agentes quelantes que sdo acoplados ao suporte cromatografico, séo capazes
de coordenar os fons metdlicos formando quelatos metdlicos. Os sitios de coordenacdo
restantes do ion metilico sdo normalmente ocupados por moléculas de dgua, que podem ser

trocadas por grupos doadores de elétrons da proteina (Porath ef al, 1975; Chaga, 2001).

A adsor¢do de proteinas é baseada na ligacio de coordenacfio entre um ion metalico
quelatado e grupos doadores de elétrons na superficie da proteina, porém os efeitos
combinados de interacdes eletrostitica e hidrofébica também participam da retencdo da

protefna. Apesar de vdrios grupos funcionais da proteina, como cadeias laterais da
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glutainina, aspartato, tirosina, cisteina, histidina, arginina, lisina, metionina e os terminais
amino ¢ o grupamento carboxila, participarem na interaciio, a retengdo em IMAC € baseada
primeiramente na disponibilidade de residuos histidina (Porath er al, 1975), seguido pela
cisteina e em menor propor¢io pelo triptofano. Em associagdes envolvendo histidina, o
nitrogénio do anel imidazol sob a sua forma desprotonada, geralmente em torno de pH
neutro, € o grupo doador de elétrons para a coordenacio com o metal. O papel de um
aminodcido no processo de adsorcio por IMAC ndo € o mesmo para todas as proteinas.
Diferengas nos pK's ¢ o posicionamento dos aminodcidos causam variacdo na ordem de

retencio da proteina pela matriz.

A seletividade da separagio de proteinas pode ser afetada por vdrios fatores: escolha do
fon metalico a ser imobilizado, variacdes na estrutura nos agentes quelantes, variagdes no
braco espacador, densidade de ligantes, concentracfio de sais e de agentes competidores

dentre outros.

2.3.1 Selecao do jon metalico e do agente quelante

Em principio, todos os metais suscetiveis de interagir com proteinas podem ser
utilizados em IMAC. No entanto, Fe(Ill), Co(Il), Ni(If), CudI), Zn{II), Al(I} e Ca(Il) sdo
os fons metalicos mais utilizados. Os fons metdlicos de transicio Cu(I), Zn(II), Co(ID),
Ni(IT) coordenam preferencialmente bases de Lewis intermedidrias e fracas a fim de se
obter um quelato com maior estabilidade (Wong er al, 1991). Esses metais sfio conhecidos
por apresentarem interagdo com o nitrogénio aromadtico dos grupamentos imidazol ¢ indol
(histidina e triptofano, respectivamente), classificados como bases intermedidrias ¢ com o

enxofre do grupamento tiol da cisteina, classificado como base fraca.

Os fons metalicos Fe(Ill) e AI(IIl) sfio utilizados para separar fosfoproteinas. O fon
Ca(Il), por formar ligagbes de coordenacio estaveis com moléculas que contenham
oxigénio, pode ser selecionado para separagio de proteinas contendo grupamentos

carboxilicos (residuos glutamato e aspartato) (Mantovaara et al, 1991; Chaga et al, 1999).

A andlise da retenciio de peptideos e proteinas modelo em adsorventes derivatizados

com IDA-Cu(Il), IDA-Ni(Il), IDA-Zn{Il) e IDA-Co(Il} mostrou forte afinidade desses géis
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pelos residuos histidina acessiveis presentes nessas proteinas e peptideos. Sulkowskd, em
1989, estabeleceu regras que governam a interacdo histidina-IDA-Cu(Il), -Ni(II), -Zn(II) e
—Co(ID):

(a} a presenca de pelo menos um residuo histidina disponivel para a coordenagio é

suficiente para a reten¢do da mesma em um gel de IDA-Cu(ID);

(b) a presenca de dois residuos histidina disponiveis para a coordenacfio resulta em uma

retengio mais forte da proteina em um gel de IDA-Cu(l);

(¢) a presenga de dois residuos histidina disponiveis para a coordenacéio € requerida para

a retenciio em um gel de IDA-Ni(ID);

(d) a presenga de dois residuos histidina espacialmente localizadas em uma «-hélice e
separadas por dois ou trés aminodcidos € requerida para a retencido em géis de IDA-

Zn(H) e de IDA-Co(Il).

(e) aretencio de uma proteina que possui dois residuos histidina vicinais (efeito quelato)
serd mais forte, em todos os géis IDA-Me(II), que a retencdo de uma proteina que

possui dois residuos histidina bem espagados na estrutura tridimensional.

Como resultado, pode-se determinar que a forca de retengéio das proteinas em gel IDA-

Me(Il) seguia a seguinte ordem: Co(Il) > NiII) > Zn(ll}) = Co(Il).

As propriedades do centro de adsorcio dependem fortemente do agente quelante. Os
agentes quelantes podem ser bidentados, tridentados, etc, dependendo do niimero de
ligacdes de coordenacdo que formam com o jon metdlico. Em geral, quanto mais
polidentado for o agente quelante, mais estaveis sdo os quelatos formados entre o suporte e
os fons metdlicos, porém, mais fraca a intera¢do do metal com a proteina. Alguns dos

agentes quelantes utilizados em IMAC estio apresentados na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2 Agentes quelantes utilizados em IMAC (Gaberc-Porekar ¢ Menart, 2001)

Agente Quelante Coordenagiio
Acido aminohidroxamico Bidentado
Salicilaldeido Bidentado
8-hidroxi-quinolina (8-HQ) ' Bidentado
Acido iminodiacético (IDA) Tridentado
Dipicolamida (DPA) Tridentado
Orto-fosfoserina (OPS) Tridentado
N-(2-piridilmetil) aminoacetado Tridentado
2,6-Diaminometilpiridina Tridentado
Acido nitrilo tri-acético (NTA) Tetradentado
Acido aspértico carboximetilado (CM-Asp) Tetradentado
Tris-2{aminoetiDamina (TREN) Tetradentado
N.N,N’-tris-carboximetil-etilenodiamina (TED) Pentadentado

A estabilidade do quelato depende, ainda, dos anéis quelato formados entre 0s 4t0mos
do agente quelante e o metal. A Figura 2.3 representa os anéis quelato formado entre o ion
metdlico e os dtomos dos agentes quelantes IDA, NTA, CM-Asp, TED e TREN, onde os
tracados em diferentes cores representam cada anel quelato O nimero de atomos
envolvidos na formacgdo de cada anel quelato determina a estabilidade do complexo
metdlico, sendo desta forma recomendavel selecionar um quelante que forme anéis quelato
contendo um nimero maximo de <inco a seis atomos. Nameros maiores de atomos pode
dificultar a formaciio dos anéis quelatos devido a mobilidade estérica (Tabela 2.3) (Porath e

Olin, 1983).

Os atomos doadores de elétrons (em geral O ou N) que participam da coordenacio com
o metal também influenciam na estabilidade quelato. Atomos de oxigénio dos grupamentos
carboxilicos dos agentes quelantes sdo mais estdveis em pHs 4dcidos (superiores a 4,0) que

atomos de nitrogénio, estes mais susceptiveis a protonagfo em baixos pHs.
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Figura 2.3: Representacio esquemadtica dos complexos de fons metdlicos quelatados

(adaptado de Gaberc-Porekar e Menart, 2001 e Sharma e Argawal, 2001)

Tabela 2.3: Fatores de estabilidade quelato (adaptado de Porath, 1988)

Niimero de dtomos que participam Numero de anéis
Agente quelante da coordenagdo com o metal quelato
Nitrogénio Oxigénio 5 dtomos 6 dtomos

IDA 1 2 2 0

NTA 1 3 3 0
CM-Asp 1 3 2 1
TREN 4 0 3 0
TED 2 3 B 0

O agente quelante mais utilizado € o acido iminodiacético (IDA), que é um quelante
tridentado (Hale e Bailder, 1995; Vancan er al, 2002; Porath e Olins, 1983, Porath er al,

1975). Por ser tridentado, para fons metalicos hexacoordenados, hd disponibilidade de trés
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sitios de intera¢do do metal com a proteina. O IDA apresenta dois grupamentos carboxila e
um nitrogénio em sua estrutura para coordenagdo com o metal, formado dois anéis quelato
contendo cinco dtomos cada um (Tabela 2.3). Os pKs dos grupamentos carboxilas do IDA
sdo inferiores a 3,0 (Bossi e Righetti, 1997) e este quelante, segundo informacdes do
fabricante (Sigma-Aldrich Technical Service), apresenta carga nula entre os pHs 2,0 e 3.0,
indicando que em pH neutro, quando ndo quelatado ao metal, o IDA esta com carga liquida
negativa.

Em termos de estabilidade das ligagoes quelato, agentes quelantes tetradentados ou
pentadentados sao, geralmente, superiores aos tridentados. O agente quelante Tris
carboximetil etilenodiamina (TED), por ser pentadentado e apresentar quatro anéis quelatos
contendo cinco dtomos cada um, apresenta boa estabilidade nas ligagdes quelatos quando
quelatados ao niquel e ferro mostrando a potencialidade de sua utilizacdo em IMAC na
adsorcao de proteinas (Porath e Olins, 1983, Lihme e Hansen, 1997). Porém, como este
agente quelante disponibiliza apenas 1 sitio de coordena¢do do metal com a proteina, a

capacidade de adsor¢do do complexo TED-Me(1l) € bastante reduzida.

Os agentes quelantes tetradentados, como o dcido nitrilotriacético (NTA) e o dcido
aspdrtico carboximetilado (CM-Asp) podem apresentar a vantagem de formar quelatos mais
estavéis que o IDA (Yoshida er al, 2001, Anspach et al, 1996). Os agentes quelantes
tetradentados ocupam quatro sitios de coordenacio do metal e deixam dois sitios de
coordenag¢do disponiveis para a interagido com a proteina (Wong et al, 1991; Hochuli et al,
1988) e dessa forma tendo uma capacidade adsortiva maior que o TED. O CM-Asp ¢
utilizado para purificacdo de proteinas com sucesso. Chaga er al (1999) purificaram a
proteina lactato desidrogenase (LDH) em uma tnica etapa utilizando agarose-CM-Asp-
Co(Il), obtendo uma pureza de 95%. Este quelante apresenta em sua estrutura trés atomos
de oxigénio e um de nitrogénio para coordenagio com o metal, formando trés anéis quelato,
sendo dois anéis constituido de cinco dtomos e o anel restante por seis dtomos. O CM-Asp
apresenta trés grupamentos carboxila de pKs inferiores de 3.0 indicando que a pH neutro,
quando nio quelatado ao metal, o CM-Asp apresente carga liquida negativa.

O quelante Tris(2-aminoethyl)amina (TREN) ¢é tetradentado e foi utilizado pela
primeira vez na técnica de IMAC por Boden et a,/ 1995 para a purificacdo de

imunoglobulina G de cabra utilizando-se o gel Novarose como matriz. Estudos realizados
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por Sharma ¢ Agarwal, 2002 mostraram que 0 TREN apresenta boa estabilidade quelato em
pHs neutros e levemente bdsicos, porém a pHs baixos (> pH 5.,0), ndo apresenta
estabilidade. A influéncia do pH na capacidade do TREN em quelatar metal é muito mais
pronunciada para este agente quelante do que para o IDA. Em pHs baixos a capacidade do
TREN em quelatar cobre e niquel € reduzida, devido a protonagéo dos dtomos de nitrogénio
presentes em sua estrutura. O ponto de carga nula deste agente quelante estd por volta de
pH 10,5, indicando que em pHs abaixo deste valor o TREN estd com carga liguida positiva
¢ estando completamente protonado em pH entre 3.0 e 4,0 (Sigma-Aldrich Technical

Service).

De acordo com as caracteristicas dos agentes quelantes apresentados, nota-se que a
escolha do agente quelante, nos processos de purificacdo de proteinas por IMAC, influencia
fortemente na capacidade do ion metdlico em adsorver proteinas. Porath, 1988
estabeleceram a afinidade e capacidade de adsorcdo dos complexos Me(I)-agente quelanie

em adsorver proteinas como sendo da seguinte ordem:
Me(ID)-IDA > Me(II)-NTA > Me(Il)-CM-ASP> Me(IT)-TED > Me(II)-CM-TEPA

Porém, a estabilidade quelato dos complexos citados é de ordem inversa a apresentada.
O quelante TREN nio foi mencionado nos estudos realizados por Porath, 1988, j4 que este

agente quelante foi pouco utilizado até entdo.

As condi¢les operacionais influenciam, igualmente, na capacidade de adsorcdo de
proteinas e seletividade. As condi¢des de adsorcdo e eluicdo de proteinas sio de grande

importincia nos processos envolvendo IMAC.

2.3.2 Condicoes de adsorcio e eluicio em IMAC

A adsor¢do de proteinas em suporte contendo os fons Cu(Il), Ni(Il), Zn(II), Co(ID)
imobilizados € feita a um pH no qual o nitrogénio do anel imidazol do residuo histidina niio

estd protonado, normalmente em meio neutro ou levemente basico (Porath, 1975).

Os adsorventes de IMAC podem apresentar carga liquida positiva ou negativa

depedendo do agente quelante empregado, desta forma, normalmente a adicdo de sal
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cloreto de sédio é feita para reduzir as interagtes eletrostiticas nfio especificas, para
melhorar a seletividade e aumentar a estabilidade do complexo formado (Porath e Olin,

1983).

A elui¢do da proteina pode ser feita por protonacio, adi¢lio de um agente competidor
ou deslocamento do complexo metal-proteina pela adicio de um agente quelante mais forte
como o EDTA. A protonacio ¢ o método mais utilizado e consiste do abaixamento em pH.
A presenca de fons H' faz com que haja uma protonagio dos grupos doadores de elétrons
da proteina ¢ dessa forma a interacdo com Ion metdlico € enfraquecida e a proteina é
desprendida para a fase mével. A eluiciio por adicfio de um agente competidor € feita a pH
neutro, normalmente o agente adicionado é o imidazol. O deslocamento do complexo
metal-proteina pela adicio de um agente quelante mais forte, embora seja efetivo, nio €
seletivo e é, portanto, utilizado quando a protefna de interesse € a Gnica espécie adsorvida

(Winzerling ef al, 1992).

2.3.3 Purificacéio de anticorpos utilizando a técnica de IMAC

A téenica de IMAC ¢€ utilizada para a purificaciio de anticorpos devido, principalmente,
a presenga, de residuos histidina acessiveis na superficie da molécula. Hale e Beidler, 1994
descreveram uma regido rica em histidina no terceiro dominio da cadeia pesada, na regido
(CH3) da IgG, murina. A retencgéo da imunoglobulina pelos fons metalicos imobilizados se
daria, entdo, pela parte Fc da cadeia pesada. Propde-se que este dominio, rico em histidina,
¢ mantido em diversas outras sub-classes de IgG humanas, de coelho, suinas e outras.
Tordorova-Balvay et af, 2004 propdem que a retencio da IgG se dd, principalmente, pelas
histidinas localizadas nas posi¢des 433 e 435 na parte Fc da IgG humana. Essas histidinas,
separadas somente por um aminodcido, seriam as responsdveis pela retencio da IgG pelos
complexos IDA-Zn(Il) e IDA-Co(Il), condi¢do limitante para a retengdo de proteinas por
esses quelatos, em acordo com Sulkowski er al, 1989. E proposto, também, a presenga de
histidinas na estrutwra primdria dos fragmentos F(ab’)2, porém nfo préximas umas das
outras, 0 que explicaria a retencao desses fragmentos somente pelos complexos IDA-Cu(Il)

e IDA-Ni(II).

[
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A Tabela 2.4 ilustra alguns dos adsorventes utilizados na purificac¢iio de IgG. Os

resultados promissores, obtidos por diversos pesquisadores, fazem de IMAC uma boa

alternativa aos métodos ja existentes para a purificaciio de IgG. A literatura consultada

registra varios artigos para a purificacio de IgG de variadas fontes utilizando-se,

principalmente, o agente quelante IDA.

Tabela 2.4: Purificacio de anticorpos por IMAC

fon metdlico | Imunoglobulina | Pureza )
Agente quelante . Referéncia
quelatado purificada (%)
Ni(II) [eG, murina 90 Hale e Beidler, 1994
Ni(IT) Cu(II)
IgG humana n.d. Vancan ef af, 2002
IDA (dcido Co(Il) Zn(II)
iminodiacético) Zn(II) I¢G; murina n.d Serpa er al, 2005
Ni(II) Ig(G| murina 80,8 Tishchenko et af, 2002
Ni() IgG humana n.d. Porath e Olin, 1983
Asp (Acido _
Ni(II} I¢GG; murina 88.5 Tishchenko ef al, 2002
aspértico)
TREN (Tris(2-
Cu(ll) IgG de cabra >95 Boden et ai, 1995
aminoetil)amina
TED {tris Fe(l) IgG humana n.d Lihme e Hansen, 1997
carboximetil
Ni(Ih) IeG humana n.d. Porath e Olin, 1983
etilenodiamina)
) Fragmentos de )
NTA (acido Ni(II) ) n.d. Yoshida et al, 2001
anticorpo
nitrilotriacético) .
Ni(II) IgG; murina n.d. Anspach et al, 1996

n.d. — n#o disponivel
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A eficiéncia na purificacio de IgG pela técnica de IMAC depende de vdrios fatores
conforme apresentado neste item. Outro fator a ser considerado € a escolha da matriz a ser
empregada. A maior parte dos processos de purificagio de proteinas envolvendo a técnica
de IMAC utiliza géis tradicionais como matriz. Os processos envolvendo géis
convencionais, apesar de serem muito utilizados, possuem algumas desvantagens. Quando
operada a altas vazbes, a queda de pressfio na coluna cromatogrifica € alta e tende a
aumentar durante o processo devido a efeitos combinados de consolidacdo do leito
(causado por deformagdo da fase estaciondria) e acimulo de materiais coloidais na coluna.
A difuséio intra-particula, o transporte do soluto para os sitios de liga¢do dentro dos poros
da particula, aumenta o tempo do processo, ja que o transporte de macromoléculas por
difusfio € lento. Conseqilentemente, o volume de liquido de eluigdio necessdrio aumenta.
Outra desvantagem inclui os caminhos preferenciais formados, levando a uma sub-
utilizagfo da coluna. Uma forma de superar as limitagdes das colunas cromatogrdficas de
géis tradicionais € a utilizachio de membranas como suporte para imobilizaciio de ligantes

(Charcosset, 1998, Zou er alf, 2001).

2.4 MEMBRANAS DE AFINIDADE

Os métodos cromatogrificos utilizando-se membranas de afinidade foram introduzidos
nos anos 80 e, desde entic, sdo utilizados como uma alternativa eficiente aos géis
cromatogrificos tradicionais (Haupt e Bueno, 2000). O método da cromatografia em
membranas de afinidade integra as operacgdes de filtracio com a cromatografia de afinidade
(Brandt et al, 1988; Ghosh, 2001, Zou er al, 2001). O principio da separacio nestas
membranas consiste na adsorgdo da biomolécula de interesse a um ligante imobilizado no
interior dos poros da membrana. A solugfio contendo a biomolécula a separar passa através
da membrana por conveccao, ao contririo dos géis. Este transporte convectivo facilita o
acesso da biomolécula ao sitio de fixa¢io do ligante (Unarska et al, 1990). As moléculas
grandes ¢ particulas que ndo atravessam os poros sdo eliminadas na linha do retido,

enquanto as moléculas pequenas, inclusive a de interesse, atravessam os poros onde o

24



CAPITULO 2

-

ligante estd imobilizado. A biomolécula de interesse €, entdo, adsorvida enquanto as

moléculas ndo adsorvidas sdo eliminadas na linha do filtrado e do retido (Zeng, 1999).

A utilizagdo de sistemas que utilizam membranas possui a vantagem de proporcionar,
devido ao transporte convectivo, o tratamento de grandes volumes por unidade de tempo.
Dessa forma, o sistema permite operar a altas vazdes empregando-se pressoes moderadas e
sem o aparecimento de caminhos preferenciais, favorecendo a ampliacio de escala

(Charcosset et al, 1998; Haupt e Bueno, 2000).

Assim, como em filtracio em membranas em geral, as membranas de afinidades
podem ser utilizadas em virias configuragdes ¢ geometrias. Normalmente, os dois tipos de
formas geométricas mais usadas sdo membranas plana e cilindrica, sendo que, cada uma
destas formas pode ser utilizada individualmente ou em mddulos de diferentes
configuracdes. De um modo geral, se a molécula de interesse deve ser recuperada de
soluges complexas como sangue, plasma ou solugdes contendo outras moléculas de alta
massa molecular ou material particulado, o uso da filtracio em modo frontal ndo deve ser
empregado devido a formagdo da camada de polarizacdo na superficie da membrana. A
alternativa a esse problema é a operacdo em modo tangencial e, dessa forma, a camada de
polarizacdo é diminuida. As membranas de fibras ocas, geralmente, sdo as mais utilizadas
para esse modo de operacdo. O esquema da cromatografia de afinidade utilizando-se

membranas de fibra oca em modo operacional tangencial € ilustrado na Figura 2.4.
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Figura 2.4: Esquema da cromatografia de afinidade utilizando-se membranas de fibra

oca em modo operacional tangencial (Adaptado de Acconci, 1998).

Virios aspectos devem ser levados em conta no processo de selecdo de membranas
visando a sua utilizacdo como matrizes para a imobilizacdo de ligantes para fins de
purificacdo de biomoléculas. As membranas devem ser hidrofilicas, devem apresentar
grupamentos que possam ser facilmente ativdveis, serem estaveis em uma larga faixa de pH
e na presenca de sais, resistirem a solventes orginicos e aos reagentes utilizados nas etapas

de ativacdo e imobilizag¢ao do ligante (Haupt e Bueno, 2000).

Nas dltimas décadas, muitos pesquisadores estudaram os processos de purificacdo
de biomoléculas pela cromatografia em membranas de afinidade. Diversos estudos foram
realizados referente a utilizacdo das membranas de afinidade na recuperacao e purificacio
de IgG de diversas fontes (Tabela 2.5). Ligantes bioespecificos (proteina A e G), assim
como alguns ligantes pseudobioespecificos, foram imobilizados em membranas com

resultados satisfatorios para a purificagdo de imunoglobulinas.

26



CAPITULOQ 2

Tabela 2.5: Purificacio de imunoglobulinas G por ligantes imobilizados em membranas

Ligante Imunogglobulma Tipo de membrana empregada Referéncia
purificada
Bivespecificos
IgG, e IgG- murina
Protefna A monoclonal a partir Epoxy sartob.md® (Sartorius)— Langlotz e Kroner, 1992
de sobrenadante de Membranas planas
cultura celudar
l¢G humana Poliféter-uretanc-urea) — Membranas Bamford ef ai,1992:
planas
Compdsito (Sepracor Inc.) - Brandt er al, 1988;
Membranas planas Charcossel et al, 1995
Nylon recoberto por dextrana e alcool Castilho et af, 2002,
polivinilico (PVA) - Membranas planas Castilho et @i, 2000
Protem:.l A/G oG humana Poli{caprolactama modificada} — Klein et al, 1997
recombinante Membranas planas
Proteina A/G 1gG humana Dancette er af, 1999
Proteina A Membrana de polietersulfona recoberta
. IgG humana com quitosana — Membranas de fibras Klein er al, 1994
recombinante
ocas
Compdsito de celulose e acrilato— Hou atf al, 1991
Membranas planas
Pseudobioespecificos
. . . Polietileno recoberta com diclicidil .
Triptotano 13G bovina metacrilato — Membranas de fibras ocas Kim e al, 1991 (a)
. . . Polietileno recoberta com diclicidil .
{
Fenilalanina IgG bovina metacrilaio — Membranas de fibras ocas Kim et al 1991 {b)
) Hziup( et af, 1995; Bueno
e Alcool polietilenovinilico (PEVA) - et af, 1995 (a}; Bueno et
Histidina IgG humana Membranas de fibras ocas af, 1995(b}; Bueno ez al,
1996
IDA-Cu(I) IgG humana Membranas de celulose Hari er af, 2000
IgG| monoclonal a
partir de Alcool polietilenovinilico (PEVA) —
IDA-Zndl) sobrenadante de Membranas de fibras ocas Serpa ef al, 2005
cultura celular
IgGl e lgG;
2- monoclonal a partir Epoxy sartobind® (Sartorius) — .
mercaptoetanol | de sobrenadante de Membranas planas Finger et al, 1995
cultura celular
15G humana Alcool poheu]enovm}llco (PEVA) - Coffinier et al, 2002
Membranas de fibras ocas
Merca?t?hetero— 16G humana Alcool polietilenovinilico (PEVA) — Coffinier et af, 2004
ciclico Membranas de fibras ocas
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A técnica de cromatografia de afinidade em membranas se mostra promissora em
sua utilizagdo na purificacho de anticorpos. A literatura consultada registra artigos
publicados sobre purificacdio de anticorpos empregando-se fons metdlicos imobilizados em
membrana com resultados promissores (Hari et al, 2000, Serpa et al, 2005). Porém, essas
pesquisas envolvem, majoritariamente, o emprego do agente quelante IDA, tornando-se
necessdrio estudos aprofundados do emprego de outros agentes quelantes imobilizados em

membranas nos processos de purificagio e recuperagiio de anticorpos.
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CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa teve cardter multidisciplinar, abrangendo a drea de Engenharia Quimica
e a drea Bioldgica, tendo-se a colaboracio na drea Bioldgica da Profa. Dra,
Mookambeswaran Vijayalakshmi da Université de Technologie de Compiegne (UTC),
Franga. Os procedimentos referentes 4 imobilizacio de agentes quelantes as mairizes, bem
como 0s experimentos cromatograficos utilizando o ion metilico cobre foram realizados
pela doutoranda no Laboratoire d’interactions Moléculaires et de Technologie de
Séparations, LIMTechS, UTC, Franca, durante o programa de doutorado sanduiche. Os
outros procedimentos experimentais foram todos realizados no Laboratério de Interacio
Molecular ¢ Bioengenharia, LIMBio, UNICAMP, sob orientagio da Profa. Dra. Sénia

Maria Alves Bueno.

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Reagentes

Acido morfolinopropanosulfénico (Mops), édcido (2[N-Morpholino]ehtanesulfonico
(Mes), imidazol, sulfato de niquel e sulfato de cobre foram adquiridos da Sigma (EUA).
Hidreximetil aminometano (Tris), dcido etileno-diamino-~tetracético sal dissédico (EDTA),
acetato de sddio e cloreto de s6dio foram adquiridos da Merck (Alemanha). Hidréxido de
sédio e carbonato de sédio foram adquiridos da LabSynth (Brasil). Para as andlises de
eletroforese SDS-PAGE foram utilizados azul de Coomassie R-250 e acrilamida,
adquiridos da Sigma (EUA). Azul de bromofenol, SDS (dodecil sulfato de sédio), N, N, N,
N’- tetra-metilenodiamina (TEMED), dodecil sulfato de sddio (SDS) e glicerol foram
adquiridos da Amersham Biosciences (EUA). Em cada eletroforese utilizou-se o kit de
marcadores de alta massa molecular, adquirido da Amersham Biosciences (EUA), contendo

as seguintes proteinas: miosina (212 kDa), a2-macroglobulina (170 kDa), B-galactosidase
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(116 kDa), transferrina (76 kDa) e desidrogenase glutimica (53 kDa). Para a preparagio de
todas as solucdes foram utilizados dgua ultrapura, obtida pelo equipamento Milli Q
(Millipore. EUA).

Reagentes e calibradores de 1gA, IgM, IgG, transferrina e albumina foram obtidos da
Beckman Coulter (EUA) para realizaciio das andlises nefelométricas.

Na ativacdo das matrizes ¢ imobilizacio dos ligantes utlizou-se boroidreto de sédio,
dcido iminodiacético (IDA), Tris-2(aminoetil)amina (TREN), epicloridrina, 1,4 butanodiol
diglicidil éter (bisoxirano), dcido aspdrtico e dcido bromoacético, adquiridos da Sigma
(EUA).

Nos experimentos utilizando-se solucdes de IgG humana pré-purificada foi utilizado
v-globulina da Aventis Behring (Alemanha). Todos os demais reagentes utilizados neste
trabalho foram de grau analitico.

Nos experimentos utilizando-se solu¢des de plasma humano foi utilizado plasma do
doador Mariana Borsoi Ribeiro com a seguinte especitficag@o:

12-13 mg/mL de IgG: 3,2-3,8 mg/mL de IgA; [,2-1,7 mg/ml de IgM; 33-39

mg/mL de albumina e 2,2-2,7 mg/mL de transferrina.
'3.1.2 Matrizes

Para os experimentos cromatograficos utilizando gel de agarose foram empregadas
Sepharose 6B da Amersham Biosciences (EUA). As especificacdes sdo apresentadas na

Tabela 3.1:

Tabela 3.1: Especificaces da Sepharose 6B

Limite de exclusido 4 - 4.000 Kba
Area superficial ~75 m*/g
Didmetro da particula 40-165 um
* Fonte: Amersham Biosciences (EUA), exceto ' (Guisan e Blanco, 1987):

valores dados em m*/mL, 3 mL de agarose ~ | g de gel seco.
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Nos experimentos cromatograficos utilizando membranas como suporte, foram
empregadas membranas microporosas comercials na configuragdo de fibras ocas de dlcool
polietilenovinilice (PEVA), de marca Kuraray Co (Japdo). As especificagctes da membrana

estdo apresentadas na Tabela 3.2.

Tabela 3.2: Especificacdes da membrana de PEVA

Diametro médio de poro 0,05 pm
Tamanho nominal de poro 600 KDa
Diametro interno da fibra 200 pm
Diametro externo da fibra 240 pm

Area superficial M 495 m"’;‘g
Espessura da parede da fibra 20 pm

Fonte: Kuraray (Fapdo), exceto para T (Petsch et al., 1998).

3.1.3 Plasma humano

Amostras de sangue de individuo sadio (doador) foram coletadas em tubos contendo
o anticoagulante heparina sédica. As amostras foram homogeneizadas imediatamente apés
a coleta e posteriormente centrifugadas durante 10 min a 200 x g. O sobrenadante {plasma)

foi congelado a -10 °C para posterior utilizagio nos ensaios cromatograficos.

3.2 METODOS

3.2.1 Quantificacio e identificacio de proteinas

3.2.1.1 Quantificaciio de proteinas totais

A quantificacdo de proteinas nas fracdes cromatograficas foi determinada pelo método
de Bradford (1976) utilizando-se albumina de soro bovino, BSA (Sigma, EUA), como

proteina de referéncia para os experimentos utilizando plasma humano e y-globulina
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(Aventis Behring, Alemanha) como proteina de referéncia para os experimentos utilizando

IgG humana pré-purificada.

3.2,1.2 Eletroforese SDS-PAGE

As fragdes protéicas obtidas nas etapas de adsorcdo, lavagem e eluicio da
cromatografia foram analisadas por eletroforese SDS-PAGE no equipamento Mini Protean
Il (Bio-Rad, EUA), em gel de poliacrilamida na concentracio de 7,5%. As amostras foram
tratadas com tampdes contendo SDS (sem a presenca de f-mercaptoetanol). As amostras
foram aquecidas a 100°C por 10 minutos e aliquotas de 10 a 15 pL. de cada amostra foram
aplicadas aos géis. Os géis foram submetidos a uma voltagem de 180 V, em cuba vertical e

coloridos com nitrato de prata, conforme Morrissey, [981.

3.2.1.3 Dosagem das concentracées de IgG, IgA, IgM, transferrina e albumina

A dosagem das concentragdes de IgA. IgM, IgG, transferrina e albumina presentes
no plasma humano foram determinadas por nefelometria, de acordo com o manual do
nefeldmetro Array Protein System 360 (Beckman Coulter, EUA). O principio do método
baseia-se no espalhamento de luz obtida pelos complexos (anticorpo especifico-antigeno)
em suspensio na amostra a ser medida guando submetido a um feixe luminoso incidente. A
variacio da intensidade do espalhamento de luz medida pelo nefelémetro é convertida em
unidades de concentracio (mg/dL). As concentragdes minimas detectadas pelo
equipamento sdo de 1,11 mg/dL, 0,93 mg/dL, 0,69 mg/dL, 0,62 mg/dL e 0,35 mg/dL para

IgA, 1gG, IgM, albumina e transferrina, respectivamente

3.2.2 Imobilizacio de agentes quelantes ao gel de agarose ¢ a membranas de PEVA

finamente cortadas

As membranas de dlcool poli(etilenovinilico) (PEVA) sdo constituidas de 70% de
grupamentos hidrofilicos (dlcool vinilico) e 30% de grupamentos hidrofébicos (etileno)

(Sakurada et al, 1987). Os grupamentos hidroxilas, presente em sua estrutura, permitem a
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ativagcdo por virios reagentes, dentre eles, a epicloridrina e o bisoxirano, que possuem
grupamento epoxi, pela formagio de ligacio éter com a matriz.

Antes da realizacdo dos experimentos de ativacio das matrizes, as membranas de
PEVA foram removidas do cartucho comercial ¢ foram finamente cortadas em tamanhos de
aproximadamente 3 mm. O gel de agarose e as membranas de PEVA finamente cortadas
foram lavadas com dgua ultra-pura e, em seguida, foram desgaseificadas para a remogao de

ar presente dentro dos poros.

Ativagdo das matrizes com epicloridrina

A ativacio do gel de agarose (20 g de gel filtrado a vicuo por 5 min) ¢ das membranas
de PEVA (16 g de fibras filtradas a vdcuo por 5 min) foi realizada com epicloridrina, de
acordo com o protocolo descrito por Porath ¢ Olin, 1983 e Serpa et al, 2005. A matriz
{membranas de PEVA ou gel de agarose) foi posta em um erlenmeyer de 250 mL e, entdo,
em capela, foram adicionados a matriz, 50 mL de solu¢io de NaOH 2M contendo 5 mL de
epicloridrina ¢ 0,266 g de boroidreto de sédio (NaBHs). A suspensdo (fibras e solugdio ou
gel e solugdo) foi deixada sob agitacdo por 15 minutos a temperatura ambiente. Em
seguida, foram gotejados, simultaneamente, uma solugido de 50 ml. de NaOH 2 M e 23,3
mL de epicloridrina durante um periodo de 2 horas. A mistura foi deixada sob agitagdo por
mais 16 horas a temperatura ambiente. Apds o término da reagio, a matriz foi lavada com
dgua ultrapura para remogio de excesso de epicloridrina até verificacio de mesmo valor de
pH da 4agua ultrapura e para a dgua de descarte, indicando que todo o excesso de solugfio

(solucdo com epicloridrina, NAOH e NaBH, com pH em torno de 10,0) foi removido.

Ativagdo da matriz com 1,4 butanodiol diglicidil éter (bisoxirano)

A ativagdo das membranas de PEVA ou do gel de agarose foi realizada como descrito
por Bueno ef al, 1995. A matriz (membranas de PEVA ou gel de agarose) fol posta em um
erlenmeyer de 250 mL e, entdo, em capela, foram adicionados & matriz, 20 mL de solugio
de NaOH 0,6 M contendo 20 mL de 1,4 butanodiol diglicidil éter e 40 mg de boroidreto de
sodio (NaBH,). A suspensido (fibras e solugio ou gel e solugcdo) foi deixada sob agitagiio

por 8 horas & temperatura ambiente. Apés o término da reacdo, a matriz foi lavada com
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dgua ultra pura para remogfo de excesso de bisoxirano até verificagdo de mesmo valor de
pH da dgua ultra pura e para a dgua de descarte, indicando que todo o excesso de solugiio

(solugdo com bisoxirano, NAOH e NaBH, com pH em torno de 10,0) foi removido.

Imobilizacéio de dcido iminodiacético (IDA}

A imobiliza¢iio do dcido iminodiacético, IDA, foi realizada como descrito por Porath e
Olin, 1983 e Serpa et al, 2005. Primeiramente, a lavagem da matriz foi feita com a solucéo
de carbonato de sédio 2 M para retirar toda a dgua contida na matriz. Em seguida, foi
preparada uma solugio de 26 g de IDA adicionados a 65 mL de NaOH 2 M e a esta solugdo
foram adicionadas pastilhas de NaOH até obter-se pH 10,0. Em paralelo, foi preparado 65
ml de solugdio de carbonato de sédio 2 M. As solugbes de IDA e carbonato de sédio foram
misturadas, mantendo-se o pH 10,0. Esta solucfio resultante foi adicionada a matriz e
mantida sob agitacio por 24 horas, a temperatura de 65°C. Finalizada a imobilizacdo, a
matriz foi lavada com 4gua vltrapura a fim de remover o excesso de IDA ndo imobilizado
até verificagdo de mesmo valor de pH da agua ultrapura e a dgua de descarte, indicando que
todo o excesso de solugio (solucio com IDA e carbonato de sédio, com pH em torno de
10,0) foi removido. Os adsorventes obtidos foram denominados PEVA-IDA ou Agarose-

IDA.

Imobilizacdo de tris-(2-amino-etil Jamina (TREN)

A imobilizacao do TREN foi realizada conforme o procedimento descrito por Boden et
al., 1995. Preparou-se uma solugio contendo 5 mL de TREN (96% m/v) em 25 mL. de dgua
ultrapura (o frasco contendo o reagente TREN foi aberto em uma capela com atmosfera de
argénio, uma vez que o mesmo absorve umidade e CO, do ar) . Esta solucio for adicionada
a matriz {membranas finamente cortadas ou gel de agarose) previamente ativada. Esta
suspensio permaneceu sob agitacio durante 48 horas a temperatura ambiente. Finalizada a
imobiliza¢iio, a matriz foi lavada com 4gua ultrapura para remover o excesso de TREN nio
imobilizado até verificacido de mesmo valor de pH da 4gua ultra pura e a agua de descarte,
indicando que todo o excesso de soluciio de TREN foi removido. Os adsorventes obtidos

foram denominados PEVA-TREN ou Agarose-TREN.
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Imobilizacdo do dcido aspdrtico carboxi-metilado (CM-Asp)

A imobilizagdo do CM-Asp foi realizada em duas etapas, conforme o protocolo
descrito por Chaga et al., 1991. Primeiramente, imobilizou-se o icido aspdrtico a matriz
previamente ativada, e em seguida realizou-se a carboxi-metilacio.

Para a imobilizacio do acido aspértico, seguiu-se 0 mesmo protocolo utilizado para a
imobilizagdo de ligante a partir de um grupamento amino em matriz ativada contendo
grupo oxirano (matrizes ativadas por epicloridrina ou bisoxirano). A matriz foi lavada com
solucio de carbonato de sédio 2 M para retirar toda a dgua contida na matriz. Em seguida,
foi preparada uma solucio de 8 g de acido aspartico dissolvida em 50mL carbonato de
sédio 1 M e o pH ajustado para 11,5 com pastilhas de NaOH. Esta solucio foi adicionada a
matriz e a suspensdo resultante foi mantida sob agitacio por 24 horas. Finalizada a
imobilizagdo, a matriz foi lavada com agua ultrapura para remover o excesso de acido
aspartico nio imobilizado até verificacdo de mesmo valor de pH da dgua ultrapura e a dgua
de descarte, indicando que todo o excesso de solugio de 4cido aspartico foi removido.

A matriz contendo o 4cido aspartico imobilizado foi lavada com solugio
NaHCO1/Na,CO; 1 M pH 10,5 para retirar toda a dgua contida na matriz, em seguida 30
mL desta solugio foi misturada 4 matriz. Uma solugiio de NaOH 4 M contendo 12,6 g de
acido bromoacético fol preparada e o pH foi ajustado para 10,5 com pastilhas de NaOH.
Esta solugio foi adiconada 2 matriz e deixada sob agitacio durante a noite. Finalizada a
carboximetilagfio a matriz foi lavada com dgua ultrapura para remover o excesso de acido
bromoacético até verificacdo de mesmo valor de pH da dgua ultrapura e a dgua de descarte,
indicando que todo o excesso de solugio de acido bromoacético foi removido. Os

adsorventes obtidos foram denominados PEVA-CM-Asp ou Agarose- CM-Asp.

3.23 Determinacio da quantidade de ligantes imobilizados

A determinacdio da quantidade de metal quelatade nas matrizes derivatizadas com os
agentes quelantes foi determinada como descrito por Serpa, 2002. A coluna cromatogrifica
contendo o adsorvente foi alimentada com solugido de sulfato de metal a 50 mM (Cu(Il) ou
Ni(II)) até¢ a saturaciio {em solucio de acetato de sddio a pH 7,0 para adsorventes com

TREN imobilizado ou em dgua ultra pura para os demais agentes quelantes). Em seguida,
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para remover o metal fracamente quelatado, os adsorventes foram lavados seqitencialmente
com dgua ultra pura e tampdo acetato 25 mM a pH 4,0 (pH 5,0 para os adsorventes
contendo o quelato TREN- Ni(ID)). A elui¢do do metal foi realizada com solucio de EDTA
a 100 mM a pH 7.0. As fracGes de eluicdo foram coletadas em volumes de 3 mL e
analisadas por medida de absorbincia a 730 ¢ 384 nm, respectivamente, para Cu(ll) e
Ni(II}. A concentracio de metal foi determinada utilizando-se coeficiente de extingio
obtido a partir da curva de calibragfio do metal em soluciio de EDTA a 100 M pH 7,0, nos

respectivos comprimentos de onda.

3.2.4. Experimentos cromatograficos em matrizes contendo ions metilicos

imobilizados

Cromatografias em matrizes contendo fons metilicos imobilizados quelatados a
diferentes agentes quelantes foram realizadas como descrito por Serpa ef al, 2005, para
determinacdo do melhor adsorvente para a purificacdo de IgG humana. As matrizes (fibras
ocas finamente cortadas ou gel de agarose) derivatizadas com os agentes quelantes IDA,
TREN e CM-Asp foram introduzidas em uma coluna cromatogrifica da Amersham
Biosciences (EUA) (modelo C 10/20, 10 mm de didmetro interno x 20 c¢cm de altura)
conectada a um sistema de cromatografia de baixa pressao de marca Gilson (Franga). A
corrente de saida do sistema foi conectada a um medidor de absorbincia a 280 nm e este
ligado a0 coletor de fracdes (Figura 3.1). A coluna contendo o adsorvente foi alimentada,
até a saturacdo, com uma solug@o de sulfato de cobre ou niquel (em solugio de acetato de
sadio, pH 7.0, para as cromatografias com o agente quelante TREN ou em dgua ultra pura
para os demais agentes quelantes). Em seguida, a coluna contendo o adsorvente foi lavada
seqilencialmente com dgua ultra pura e com tampio (de pH mais baixo ou de maior
concentragio de agente competidor) que foi utilizado na etapa de elui¢do, com o intuito de

remover ¢ metal fracamente adsorvido na matriz.
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Registrador
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Fig. 3.1: Esquema do sistema de cromatografia para os experimentos de adsor¢io

(adaptado de Duarte, 2001).

A coluna contendo a matriz de adsor¢do com o metal imobilizado foi equilibrada a
temperatura ambiente a uma vazao de 0,5 mL/min com o tampao de adsorcdo (tampao de
equilibrio). Amostras de plasma humano diluido 1:5 em tampéo de adsor¢iio ou amostras de
solucdo de IgG humana pura diluida em tampao de adsor¢io a 10 mg/mL foram
alimentadas na coluna até a saturagdo. Finalizada a injecdo, a coluna foi lavada com tampdo
de adsorcdo a fim de eliminar todas as proteinas nao adsorvidas. Apés a lavagem, a eluicdo
foi realizada em etapas, de maneira gradativa, por decréscimo de pH (at€ pH 4,0 ou pH 5,0
para as cromatografias realizadas utilizando-se o quelato TREN-Ni(II)) ou com aumento
gradativo da concentracdo de Tris no tampao de adsor¢do até a concentracio de 700 mM ou

imidazol até a concentracao de 100 mM, conforme apresentado na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3: Solucdes tamponantes empregadas nos experimentos cromatograficos

Adsorc¢ao/Lavagem Eluicao

WA (Viops 25 mill apeiith destiioas mpy,, | A2 miM, NaCl.1 M giatiente/degran pH-6,0
NaCl 1 M pH 7,0 a 4,0 (ou pH 5,0 para experimentos utilizando-se
] ! TREN-Ni(II)

Mops 25 mM, NaCl 1 M, imidazol pH 7,0
gradiente degrau da concentracao de imidazol até
100 mM

Mops 25 mM, imidazol 2 mM,
NaCl 1M pH 7,0

Tris-HCI pH 7,0 gradiente degrau da
concentracio de Tris até 700 mM

Tris-HCI 25 mM pH 7.0

Tris-HCI, NaCl 1 M pH 7,0 gradiente degrau da

S L Ll concentragdo de Tris até 700 mM

A coluna foi, entdo, regenerada com solu¢do de EDTA a 100 mM, pH 7,0. A corrente
de saida foi coletada durante todo o experimento em fracdes de volume de 4 mL e
quantificadas pelo método de Bradford. As fracdes situadas nos picos de proteina foram
agrupadas, sua homogeneidade foi verificada por eletroforese SDS-PAGE, analisadas por
nefelémetria e em seguida foi determinado o fator de purificacdo segundo a equacdo 3.1.
Em algumas fragdes houve a necessidade de se eliminar o EDTA e os fons metdlicos,
utilizando-se de permeacdo em gel, em colunas PD-10 (Amersham Biosciences, EUA),

antes da realizacdo das eletroforeses.

ol
Fp = Pr] 3.1

Sendo FT o fator de purificacdo, [I1gG] e [PT] as concentracoes de IgG e proteina total

das fracoes agrupadas.

3.2.5 Determinacao das isotermas de adsorcao

Os experimentos em tanques agitados (agitagdo orbital) para a determinacio das

isotermas de adsor¢do foram realizados em duplicata, com solu¢des de IgG humana pré-
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Para a determina¢iio da drea superficial (A) das membranas contidas no médulo, foi
utilizada a equagio 3.11:
A=2mIN (3.11)
sendo:
it raio interno das membranas (100 um);

L: comprimento das membranas (12 cm);

N: nimere de fibras (150,

A érea superficial for calculada como sendo de 113 cm”. O volume das membranas (V)

foi calculado segundo a Equacéo 3.12:

V = 7(r) ~ 7 LN (3.12)
sendo;
ro: raio externo das membranas (120 um)l;
ri: raio interno das membranas (100 pm);
L: comprimento das membranas (12 cm);
N numero de fibras (150).

O volume das membranas foi calculado coma sendo 0,248 cm®,

3.2.7.2. Ativacio e imobilizacio do ligante nas membranas contidas em médulos

As membranas de fibra ocas introduzidas no médulo foram primeiramente lavadas com
agua e em seguida com NaOH 25 mM em quatro etapas: 1) modo frontal, 2} “intraluminal”
(lavagem interna), 3) espaco da concha, 4) *“backflushing” (fluxo reverso do permeado),

baseado no procedimento utilizado por Bueno er al, 1995 (a) (Figura 3.3).
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0
AHT +J (3.9)

and =

Sendo J a constante de integracdo. A forma grafica de Kd em fun¢io de 1/T fornece
AH® pelo coeficiente angular da reta. Neste caso, AH® é independente da temperatura na
faixa de temperatura estudada. O pardmetro AS® pode ser obtido a partir da relagio Gibbs-

Helmbholtz:
AGY = AH® - TAS" (3.10)

3.277. Determinacio da curva de ruptura

Experimentos para a determinacio das curvas de ruptura foram realizados em moédulos

contendo os ligantes selecionados imobilizados nas membranas de fibras ocas.

3.2.7.1. Construcao do médulo

As membranas de fibras ocas foram retiradas do médulo comercial e 150 fibras foram
"introduzidas em um mddulo de vidro previamente construido em escala laboratorial
(comprimento de 15 c¢m didmetro interno de 1 cm) com duas safdas laterais, com base no
procedimento utilizado por Bueno ef al, 1995. As extremidades das fibras ocas foram fixadas
no médulo de vidro utilizando-se resina epéxi, ficando aberto somente o espaco intracapilar. A

Figura 3.2 apresenta um esquema do médulo construido.

saidas

N e

Membranas
de tibras ocas

Figura 3.2: Esquema do médulo de fibras ocas de PEVA (adaptado de Serpa, 2002).
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proteina-ligante imobilizado e o coeficiente de Langmiiir-Freundlich (n), por regressio ndo-
linear (método de Gauss-Marquardt), segundo a Equagdo 3.5 (Andrade, 1985):

Qu: ‘(C*)"

Q:k = 2]
deLFJ + (C*)

(3.5)

Com o modelo Multicamada de Langmiiir, determinou-se os parimetros
capacidade maxima de adsorcio (Qn), a constante de dissociacio (Kq= 1/K4) e a constante
de dissociacido proteina-proteina (Kgg = 1/Kaa) por regressdo nio linear (método de Gauss-

Marquardt), segundo a Equacio 3.6 (Anspach ¢r ai, 1996):

Qnr'KA
[ ! )+ K, 2K, +(K, KK, C*

Cw

o*= (3.6)

onde Kaa € a constante de associagiio proteina-proteina.
3.2.6. Determinacio dos parametros termodinimicos da adsorcio

As constantes de dissociacio (Kg) da adsorgio de IgG na matriz foram determinadas
em vdrias temperaturas (4, 15, 25 e 37 °C) como descrito em 3.2.5, com o ajuste nio-linear
do modelo de Langmuir. Os parimetros termodindmicos foram determinados como descrito

por Haupt et al, 1995. Da equaciio de van’t Hoff , tem-se (Smith & Van Ness, 1987):

AG=AG" -RT.InkK, (3.7)

No equilibrio AG = 0.

AG® =RT.InK, (3.8)

Desta forma, AG® pode ser calculado a partir da constante de dissociagio a uma
dada temperatura. A dependé€ncia da temperatura com Ky € dada pela reacfo de van’t Hoff

na forma integrada:
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purificada Aventis Behring (Alemanha) na temperatura de 25°C, com membranas
finamente cortadas quelatadas com o fon metilico. Em tubos do tipo Eppendorf de
capacidade de 1,5 mL, 50 mg de massa imida (12,5 mg de massa seca) de membranas
foram equilibradas com o tampéo de adsorg¢do (Tris-HCI 25 mM pH 7,0 ou MA 25 mM,
NaCl IM pH 7.0). Em seguida, foi adicionado a cada tubo, 1 mL de solugio de IgG em
tampdo de adsor¢do a diferentes concentra¢es (0,5 a 30,0 mg/mL). Os frascos foram
deixados sob agitagio durante 16 horas (tempo necessdrio para que o equilfbrio fosse
atingido), a temperatura constante. Completado este tempo, o sobrenadante foi analisado
por espectrofotometria a 280 nm, utilizando-se o coeficiente de extingdo de 1,4, para
determinar a concentragdo de IgG no equilibrio (C*). A quantidade de proteina adsorvida

por grama de adsorvente (Q*) foi calculada usando a Equacéo 3.2:

Q* = (C-C*)VIM (3.2)

Sende C a concentracio inicial de IgG adicionada no tubo, C* a concentracio de
IgG apds o equilibrio ser atingide (mg/mL), V o volume de solucio adicionado no tubo
(mL) ¢ M a massa de adsorvente (g). Com os valores de Q* ¢ C* foi utilizado o modelo de
Langmiiir para determinar os parimetros capacidade maxima de adsorcio (Qm) e a
constante de dissociacfio (Kg) do complexo proteina-ligante imobilizado, por regressao nio
linear (método de Gauss-Marguardt) segundo a Equagiio 3.3 (Langmuir, 1918):

Qﬂ: _ Qm C i

7" Ll 3.3
(K, +C*%) G-3)

A validade do modelo de Langmiiir foi testada pelo grifico de Scatchard, segundo a

linearizagdo do modelo de Langmitir:

2=t—4 (3.4)

Para os sistemas em que o modelo de Langmuir ndo representou adequadamente,

foi utilizado o modelo de Langmiiir-Freundlich e/ou 0 modelo Multicamada de Langmuir.

Com o modelo de Langmiiir-Freundlich determinou-se os pardmetros capacidade

maxima de adsor¢do (Qp), a constante de dissociacio aparente (Kdir) do complexo

39



CAPITULO 3

+ 25
—» —+
t *
Frontal Lavagem Espago "Baclflushing”
mterna concha -

Figura 3.3: Esquema dos modos de lavagem das fibras ocas contidas no médulo de

filtracdo (adaptado de Bueno et al, 1995).

A ativacao das membranas e imobilizagdo dos agentes quelantes selecionados foi feita
com as solugdes preparadas segundo procedimentos do item 3.2.2., ativagio por
epicloridrina e imobilizagdo dos agentes quelantes IDA, TREN e CM-Asp. As solucdes
foram recirculadas por tempos iguais aos determinados no item 3.2.2 para géis e
membranas finamente cortadas. As solucdes de lavagem, de ativacdo ou de imobilizagao
foram bombeadas e recirculadas através do moédulo em modo tangencial, como mostra a

Figura 3.4. Apés a imobilizagdo, o médulo foi lavado conforme procedimento mostrado na

Figura 3.3 com dgua ultrapura.

Modulo com
membranas

Eomba
peristautica
Reservatono de
solucdes

Figura 3.4: Esquema da montagem experimental para a ativagdo das membranas de

fibra oca do moédulo construido.
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3.2.7.3. Experimentos de filtracao

Experimentos de filtragio foram realizados nos modulos contendo os ligantes
imobilizados preparados anteriormente com o objetivo de determinar a curva de ruptura
(“breakthrough™).

O moédulo preparado foi conectado a um sistema de cromatografia de baixa pressdo da
marca Gilson (Franca). A corrente de saida foi conectada a um medidor de absorbéancia a
280 nm e este ligado ao coletor de fragdes. O moédulo contendo o adsorvente foi
alimentado, at€ a saturagdo, com solu¢ao de sulfato de metal a 50 mM. Em seguida, o
modulo contendo o adsorvente foi lavado com dgua ultrapura e com tampdo de eluicdo
como esquematizado na Figura 3.3.

O modulo contendo as membranas foi equilibrado, a temperatura ambiente, com
tampdo de adsor¢do, a uma vazdo de 1,0 mL/min, em modo frontal (Serpa, 2002).
Amostras de plasma humano, diluido 1:5 em tampao de adsor¢do ou de solugdo de IgG
humana pré-purificada a 10 mg/mL, foram alimentadas no médulo nas vazdes de 1,0 e 1,4
ml/min (Q)), em modo tangencial até a saturacdo (Figura 3.5a). As vazdes de alimentacdo e
filtrado (Qp) foram fixadas a razdo Qg /Q;em 0,5. Fixando-se a vazdo do filtrado, pode-se

calcular o tempo de residéncia (tg) pela equagao 3.13.

i-’
= —_— 3.13
Ir ) ( )

Onde: V| € o volume intersticial das membranas (correspondendo a 80% do volume da

membrana, ou seja, 0,198 cm’, (Coffinier et al,2002) e Qg € a vazao do filtrado.
A corrente de filtrado foi monitorada a 280 nm durante toda a alimentacdo e as

correntes de saida do filtrado e do retentado foram coletadas separadamente em fracdes de

1.0 mL.
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Figura 3.5: Esquema da montagem do experimento de filtracido: (a) etapa de

alimentacdo; (b) etapa de eluicdo e regeneragio (adaptado de Aquino, 2004)

Finalizada a injecao, o modulo foi lavado conforme mostrado na Figura 3.3 com
tampdo de adsorc¢do a fim de eliminar todas as proteinas ndo-adsorvidas. Apos a lavagem,
a eluicdo foi realizada em modo ‘backflushing’, em etapas, de maneira gradativa, por
decréscimo de pH ou aumento da concentracdo de Tris, conforme o experimento (Figura
3.5b). O modulo foi regenerado com solucido de EDTA 100 mM, pH 7,0. Durante as etapas
de eluicdo e regeneragio, a corrente de saida foi coletada em fracdes de volume de 4 mL.
As fracdes foram quantificadas pelo método de Bradford para determinacdo da
concentrac@o de proteinas total e por nefelometria para determinac@o das concentragdes de
IgA, 1gG, IgM, albumina e transferrina. As amostras correspondentes a etapa de
alimentacdo e aos picos obtidos durante a etapa de eluicdo foram analisadas por

eletroforese SDS-PAGE.

UNICAMP
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. PURIFICACAO DE IgG HUMANA POR AFINIDADE A QUELATOS
METALICOS (IMAC)

4.1.1. Avaliacao da eficiéncia da imobilizacdo dos agentes quelantes IDA, TREN e

CM-ASP em membranas de PEVA finamente cortadas

4.1.1.1. Selecio do método de ativacio das membranas

Os agentes quelantes IDA, TREN e CM-Asp foram imobilizados a matriz via
ligacdo covalente entre o grupamento epoxido introduzido as membranas € o grupamento
amina presente nas estruturas dos quelantes. As estruturas propostas para os agentes
quelantes imobilizados em membranas de PEVA ativadas por epicloridrina e bisoxirano

estdo apresentadas na Figura 4.1 (a-e).

a)

/CHy COO
O—CH;—CHOH—CH;—N{_
CH, COO™
PEVA  epicloridrina ~ IDA
b)
_CH~NH,
O—CH;—CHOH— CH~NH— ( CH, ) — N.
“CH;- NH,
:E‘lg_;A’. epicloridrina TREN
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CH - CQQ

€ _CH,Cog

g—O—CHQ"—CHQH—CHg— N
CHy COO
2

pova  epidlovidrina | CMAsg

4 CHy= 0O
%O—CHQ—CHDH— CH;— 0-{ CH, )~ 0— CHy CHOH—CHg N,
"CH- COOT
PEVA i Lizoxararno 7 4 ’
e
) CHNH,
f-o—CHQ—CHOH— CH;—0-(CH,},~ 0—CHCHOH—CH—HH— ( CH, } — N\
CHZ— NHQ
Py —

BEVA bisoxirano TREN

Figura 4.1: Estrutura proposta das membranas derivatizadas com os agentes quelantes a)
PEV A-epicloridrina-IDA em pH neutro b) PEVA-epicloridrina-TREN em pH basico ¢)
PEV A-epicloridrina-CM-Asp em pH neuiro d) PEVA-bisoxirano-IDA em pH neutro ¢ ¢)
PEVA-bisoxirano-TREN em pH bésico (adaptado de Gaberc-Porekar ¢ Menart, 2001 e
Sharma e Agarwal, 2001).

A selegdo do método de ativagio das membranas deu-se a partir da determina¢do da
densidade de jon metdlico cobre quelatado e capacidade de adsor¢io de IgG humana pré-
purificada. A densidade de metal cobre nas membranas derivatizadas foi medida por
espectrofotometria UV/VIS, como descrito em materiais ¢ métodos, item 3.23. A
capacidade de adsorgiio de IgG foi determinada pela injecao de 30-34 mg de IgG humana

dilufdal em 3 mL de tampdo MA 25 mM contendo 1 M de NaCl a pH 7.0. A eluigio foi
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realizada por abaixamento de pH e a regeneracfio com solugio de EDTA 100 mM pH 7.0
(Tabela 4.1).

Tabela 4.1: Densidade de metal (Cu(Il)) e capacidade de adsor¢do de IgG dos adsorventes

estudados (membranas finamente cortadas)

Adsorvente Ativacio Densidade de Cu(II) Adsorcio de IgG

(umol/g seca)’ (mg/g seca) !
PEVA-IDA-Cu(ll) epicloridrina 50,5 16,4
PEVA-IDA-Cu(Il} bisoxirano 35,8 10,0
PEVA-TREN-Cu(II} epicloridrina 333 4,8
PEVA-TREN-Cu(Il} bisoxirano 1,8 1,6
PEVA-CM-Asp-Cu(Il) epicloridrina 40,5 11,9
' 4 mL de membrana = ] g de membrana seca,

A partir dos resultados apresentados na Tabela 4.1, verifica-se que a densidade de
metal cobre e, conseqiientemente, a capacidade de adsor¢iio de IgG, mostrou-se maior para
os adsorventes previamente ativados por epicloridrina. O agente quelante CM-Asp foi
imobilizado 3 membrana de PEVA ativada somente por epicloridrina, tendo em vista que,
"os agentes quelantes IDA e TREN demonstraram maior eficdcia para imobilizagdo em
membranas ativadas por este agente de ativago. Para o agente quelante TREN, a densidade
de ligantes, assim como a capacidade de adsorciio de IgG foi ainda menor para as
membranas ativadas com bisoxirano. Devido a natureza dos agentes de ativacio
empregados (bifuncionais) ha possibilidade de ocorréncia de reaces paralelas, tais como
hidrélise dos grupos epdxido ou reagdes cruzadas (“cross-linking™), provocado por reagGes
entre os grupos hidroxilas remanescentes (Scoble e Scopes, 1996; Aquino, 2004). A
ocorréncia de reacSes cruzadas talvez seja maior nas membranas ativadas por bisoxirano,
uma vez que este reagente apresenta uma cadeia carbdnica maior, tendo como resuliado
menor quantidade de agentes quelantes imobilizados e, conseqiientemente, menor
densidade de metal e capacidade para adsor¢@o de IgG. Além disso, o bisoxirano possul
suas duas extremidades formadas por grupos epéxidos, enquanto a epicloridrina possui em
uma de suas extremidades um cloro e na outra um grupo epéxido. Talvez o cloro seja mais
reativo que o grupo epdxido, fazendo com que a ativaco por epicloridrina seja mais

eficiente.
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Em acordo com os resultados apresentados, foram selecionadas, para dar

continuidade aos experimentos, as membranas de PEVA previamente ativada por

epicloridrina.

4.1.1.2. Eficacia de imobilizacio dos ions metalicos cobre e niquel em fibras ocas de

PEVA e gel de agarose ativados por epicloridrina

A eficicia da imobilizagdo dos agentes quelantes IDA, TREN e CM-Asp a

membranas de PEVA, ativadas previamente por epicloridrina, foi comparada a adsorventes

preparados utilizando-se gel de agarose e outras matrizes encontradas na literatura, através

da determinacdo da densidade de metal quelatado (Tabela 4.2},

Tabela 4.2: Densidade dos fons metélicos cobre e niquel imobilizados em matrizes

derivatizadas com agentes quelantes IDA, TREN e CM-Asp.

Densidade de Método de
Matriz Agente Me-t Odo.,de ligantes plm ol/g quantificacao do  Referéncia
quelante  ativacio seca metal
Cu(Ih  Ni(ID) ?
o Epiclori - Espectrofotometria .
Agarose IDA drina 1692 114,1 UV-VIS
. Epiclor: - Espectrofotometria "
Agarose TREN drina 66,2 71.5 UV-VIS
Epiclori - Espectrofotometria .
Agarose CM-Asp drina 1£5,1 110.6 UV-VIS
Membranas Epiclori - Espectrofotometria "
PEVA DA drina 202 782 UV-VIS
Membranas Epiclori - - Espectrofotometria "
PEVA TREN drina 33 B UV-VIS
Membranas Epiclori - Espectrofotometria "
PEVA MBS g 40,5 708 UV-VIS
Membranas Epiclori - Espectrometria de Wu et al,
Celulose DA drina 164.4 ) absor¢do atdmica 2003
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Continuagio da Tabela 4.2

Densidade de

. . Método de
Matriz Agente Me.t odoﬂde ligantes p]ll ol/g quantificacao do Referéncia
quelante  ativacio seca metal
Cuo(Il}) Ni(Il)

Chelating IDA Nio 45.0 i espectrometria de Belew e
Superose (i) informado - absorgio atdmica Porath, 1990
Chelating DA Nio 90.0 ) espectrometria de Belewe
Superose (ii) informado ’ absorgiio atdmica Porath, 1990
Chelating IDA Nao 126.0 ) espectrometria de Belew ¢
Superose (iit) informado ’ absor¢io atdmica  Porath, 1990

Chelating )
= Nio Espectrofotometria  Belew er al,
Sepharose Fast IDA informado 93,0 - UV-VIS 1987
Flow
espectrometria de Sharma e
Sepharose 6B IDA Bisoxirano  137,1 1104 pectrometsia Agarwal,
absor¢io atdmica 2002
frometria de Sharma e
Sepharose 6B TREN  Bisoxirapo 98,7 79,8  “opeciromiettia Agarwal,
absor¢io atomica 2002
Nio espectrometria de Mantovaara
Sepharose 6B DA informado 352.0 ) absorgio atdmica et al, 1991
Nio : espectrometria de Mantovaara
- - 2 -
Sepharose 6B CM-Asp informado 62,0 absor¢do atdmica et al, 1991
Novarose Nzo 3 espectrometria de Boden et al,
SE1000/40 TREN informado 7.0 i absorgio atdmica 1995

* experimentos realizados neste trabalho; ' 3 mL de agarose = 1 g de gel seco e 4 mL de membrana = 1 g de
membrana seca; - Valores dados em umol/ mL de gel. (i), (ii) e (iii) indicam diferentes géis de Chelating
Superose {Amersham Biosciences).

Verifica-se que os valores de densidade de metal em PEVA, apesar de serem

inferiores aos apresentados para as matrizes de agarose preparadas neste trabalho, sdo

proximos aos encontrados por outros autores na literatura. Tal observacfio comprovou a

eficdcia da imobilizacdo dos agentes quelantes IDA, TREN e CM-Asp as membranas de

PEVA.
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A variacfio encontrada nos valores de densidade de fons metdlicos imobilizados nos
diferentes adsorventes ocorreu, provavelmente, devido ao método utilizado na
quantificagio do metal (espectrofotometria ou espectroscopia de absorgdo atdmica), ao tipo
de matriz (diferencas na sua estrutura fisica e quimica, como tamanho dos poros e material)
e ao tipo de agente quelante e ao método de ativagio empregado. Em relaciio as matrizes
utilizadas neste trabalho, a maior densidade de metal encontrada para os agentes quelantes
imobilizados em agarose em relacdo as membranas de PEVA se deve, provavelmente, a
maior eficdcia na ativacdo da matriz. O gel de agarose apresenta em sua estrutura maior
nimero de grupamentos —~OH do que as membranas de PEVA, possibilitando, desta forma,
maior eficicia na ativacfio, (a ativagdo das matrizes ocorre pelos grupamentos —OH). Além
disso, a drea superficial da agarose é maior que a das membranas de PEVA (~75,0 ¢ 49,5
mzfg para agarose e PEVA, respectivamente, Guisan ¢ Blanco, 1987 e Petsch et al, 1998),
apresentando, desta forma, maior nimero de grupamentos a serem ativados.
Conseqlientemente, é maior a quantidade de agentes quelantes imobilizados aos géis de

agarose e é maior a densidade de ions metdlicos imobilizados.

Os resultados mostram que o agente quelante TREN, imobilizado tanto em
membrana de PEVA quanto em gel de agarose, apresentam valores de densidade de metal
para ambos, niquel e cobre, inferiores aos apresentados pelos agentes quelante IDA ¢ CM-
Asp. Isso se deve a estrutura dos agentes quelantes. Os agentes quelantess IDA e CM-Asp
possuem oxigénios em sua estrutura para ligacdo de coordenacdo com o metal, enquanto o
TREN possui quatro nitrogénios € nenhum oxigénio. A protonacdo desses nitrogénios a
baixos pHs, deixam-nos menos disponiveis para as ligagdes de coordenacdo. Sharma e
Agarwal, 2002, demonstraram que a influéncia do pH nas ligagdes de coordenagio entre
agente quelante e metal é mais pronunciada para o TREN do que para o IDA (quando
imobilizados em agarose). Adicionalmente, estes estudos demonstraram menor densidade
de metal para o TREN que para o IDA, em acordo com os valores encontrados neste
trabalho. O agente quelante CM-Asp apresentou densidade de metal niquel similar &

apresentada pelo IDA, porém densidade de metal cobre inferior.
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4.1.2, Capacidade dinfimica de adsorcio de IgG

A fim de avaliar a eficicia dos adsorventes preparados em adsorver IgG,
experimentos de adsorcdo com IgG humana foram realizados e comparados aqueles
realizados com gel de agarose. Foram injetadas nas matrizes IgG humana pré-purificada a
10 mg/mL em tampdo MA 25 mM contendo 1 M de NaCl a pH 7,0 até a saturacio da
coluna. Nesta etapa, foi testado o ion metilico cobre imobilizado, visto que este ion
metdlico, segundo Sulkowski et a/ 1989. possui maior capacidade de adsor¢do de proteinas.
A Tabela 4.3 apresenta os resultados da capacidade dinAmica de adsor¢io de cada

adsorvente testado.

Tabela 4.3: Adsorcio de IgG em matrizes AQ-Cu(Il)

Quantidade de IgG adsorvida

Adsorvente (mg/g seca)
Agarose-TREN-Cu(Il)’ 165,0
Agarose-IDA-Cu(Il) ’ 285,0
Agarose-CM-Asp-Cu(Il) 194,7
PEVA-TREN-Cu(Il) ° 9.2
PEVA-IDA-Cu(Il)” 73,3
PEVA-CM-Asp-Cu(Il)* 60,8

T z
3 mL de agarose = | g de gel seco: ” 4 mL de membrana = 1g seca de membrana

O complexo IDA-Cu(Il) proporcionou a maior capacidade de adsorcdo de IgG
segwido de CM-Asp-Cu(ll}) ¢ TREN-Cu(ll). Esses valores apresentados para capacidade
dindmica sdo coerentes, dado que o quelante tridentado IDA disponibiliza trés sitios de
coordenacio do metal para interagdo com a proteina, enquanto que os agentes quelantes
tetradentados TREN e o CM-Asp, disponibilizam apenas dois sitios de coordenagio,
minimizando, desta forma, a interacio com 0 metal e consegiientemente a capacidade do
adsorvente em adsorver protefnas. Além disso, a menor capacidade de adsorcio de IgG ao
CM-Asp-Cu(ll) em relacio ao IDA-Cu(Il)., pode estar associada ao desprendimento de
metal da coluna durante a cromatografia (detectado na etapa de lavagem), fato este ndo

detectado para os adsorventes contendo IDA e TREN imobilizados.
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Segundo os resultados apresentados, os adsorventes preparados utilizando-se o gel
de agarose como matriz, apresentaram maior capacidade de adsor¢do de IgG para todos os
agentes quelantes estudados. Os complexos IDA-Cu(ll) ¢ CM-Asp-Cu(l), ambos
imobilizados em gel de agarose, apresentaram valores de capacidades dindmicas de
adsorciio de IgG  trés a quatro vezes maiores que os valores apresentados para esses
complexos imobilizados em membranas de PEVA. Para o complexo TREN-Cu(Il)
imobilizado em gel de agarose, a capacidade dindmica de adsorcio de [gG € ainda maior
(até dezoito vezes) que a encontrada para esse quelante imobilizado em membranas de
PEVA. Conclui-se, de acordo com os valores apresentados na Tabela 4.3, que a capacidade
de adsorgio de IgG aumenta com o aumento da densidade do fon metélico cobre
imobilizado na matriz, ji que os adsorventes preparados a partir de gel de agarose
apresentam maior densidade de ligantes. Outro fator importante estd no maior tamanho do
poro apresentado pelos géis (limite de exclusdo de 4 a 4.000 kDa, Amersham Bioscience,
EUA) que pelas membranas de PEVA (limite de exclusdio de 600 kDa, Kuraray, Jap#o).
Come esses experimentos foram realizados utilizando-se membranas finamente cortadas, o
transporte das moléculas até o interior dos poros € regido pela difusio e nfo pela
convecgdo. Desta forma, o maior tamanho dos poros oferecido pelos géis, favorece a
transferéncia de massa devido ao transporte difusivo de moléculas grandes, como a IgG, ao
sitio de adsorcio.

Apesar dos géis de agarose convencionals apresentarem alta capacidade de adsorcio
de IgG, estes apresentam a desvantagem do longo tempo de processamento. Quando as
colunas cromatogrificas sio operadas a altas vazdes, a queda de pressdo é alta e tende a
aumentar durante o processo devido a efeitos combinados de consolidagio do leito
(causado por deformacfio da fase estaciondria) e actimulo de materiais coloidais na coluna.
Outro fator limitante € que o aumento da densidade de fons metalicos imobilizados e,
conseqiientermnente, o aumento de proteinas adsorvidas nos ligantes imobilizados a géis de
agarose, pode ocasionar na menor seletividade na adsorcéio da proteina alvo. Serpa et al,
2005 demonstraram perda de seletividade na purificacao de IgG; monoclonal a partir de
sobrenadante de cultura celular em agarose-IDA-Zn(Il) quando comparada a PEVA-IDA-

Zn(I).

53



CAPITULO 4

4.1.3. Influéncia do sistema tamponante, do agente quelante ¢ do fon metdlico na

retencio de IgG humana pré-purificada

Experimentos cromatogrificos foram realizados utilizando-se os adsorventes PEV A-
TREN-Me(Il), PEVA-IDA-Me(I} e PEVA-CM-Asp-Me(Il) em presenca do tampio MA
25 mM. NaCl 1 M a pH 7,0; Mops 25 mM, imidazol 2 mM contendo NaCl 1 M e Tris-HCI
25 mM pH 7.0. Utilizou-se os fons metilicos cobre e niquel imobilizados. A eluigdo foi
realizada por gradiente degrau de decréscimo de pH (no caso do tampio MA) e por
acréscimo de agente competitivo (imidazol, forte competidor e Tris, fraco competidor). Os
resultados da quantidade de IgG eluida em cada etapa slo ilustrados nas Figuras 4.2, 4.3 ¢
4.4.

Para todos os tampdes e agentes quelantes estudados (IDA, TREN e CM-Asp),
nota-se maior forca de retenciio da IgG aos adsorventes com o ion metdlico cobre
imobilizado (Cu(ll) > Ni(Il)). Este resultado esta de acordo com a regra estabelecida por
Sulkowski, 1989. Observa-se, também a seguinte ordem para os agentes quelantes
estudados em relagdo as suas capacidades de adsor¢do de IgG humana (quando a
alimentac¢do encontra-se na presenca dos tampdes MA e Mops contendo imidazol contendo
NaCl). IDA > CM-Asp > TREN, em acordo com Porath, [988 (IDA > CM-Asp). Esses
resultados se devem ao maior mimero de sitios disponiveis para coordenacao do metal para
interacdo com a protefna disponibilizado quando o metal esta quelatado ao IDA.
Normalmente, quanto mais polidentado for o agente quelante mais fraca a interagdo do
metal com a proteina e, conseglientemente, menor a capacidade de adsor¢do. Comparando-
se os dois agentes quelantes tetradentados estudados, TREN e CM-Asp, nota-se que o
complexo TREN-Me(l) promoveun menores quantidades de IgG adsorvida que a
apresentada por CM-Asp-Me(II) em presenga de todos os tampdes testados.

Quando o jon metdlico cobre foi utilizado, o tampao MA proporcionou a maior
quantidade de IgG adsorvida, seguido do tampdo Tris-HCl. Os resuitados apresentados
mostraram que a maior forca de retencio de IgG se deu na utilizacio do complexo IDA-
Cu(Il) em presenca do tampio MA (Figura 4.2.a), onde a maior parte da IgG s6 € eluida em

presenca de EDTA. Comportamento semelhante foi observado para o complexo CM-Asp-
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Cu(l) em presenca deste tampdo. Porém, quando o ion metdlico niquel foi utilizado, o

tampao que proporcionou maiores quantidades de IgG adsorvida foi o tampao Tris-HCL.

a) 0
15 ........ S—
Bl
‘Ef 10
o}
=

pH 6,0 pH35.0 pH 4,0 Regeneracio

B PEVA-IDA-Cu(Il) 0,6 1,0 11 17,7
& PEVA-TREN-Cu(Il} 2,9 1.7 0,2 0,8
U PEVA-CM-Asp-Cu(Il) 0,9 2,9 3.4 10,9

b) 20

15 ......

10

IgG (mg)

I

o- .
pH 6.0 pH 5,0 pH4.0 Regeneracao

B PEVA-IDA-Ni(II) 6.4 4.5 0.3 1,1

& PEVA-TREN-Ni(II) 0.1 0 0 0.2

1 PEVA-CM-Asp-Ni(II) 4.2 4,1 0.4 0,5

Figura 4.2: Perfil da eluicdo de IgG humana adsorvida em presenca do tampdo de adsor¢io
MA 25 mM, NaCl 1 M pH 7,0. Volume do leito: 5 mL. Vazio: 0,5 mL/min. Injeciio de 30
mg de IgG. Elui¢do gradiente degrau pH 6,0, pH 5,0 e pH 4,0; Regeneraciio: solugio de
EDTA 100 mM pH 7,0. a) ion metéilico cobre, b) ion metélico niquel.
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IgG (mg)

10 mM 30 mM 50 mM 100 mM  Regeneragio

B PEVA-IDA-Cu(ll) 9,1 2,5 0,7 0,2 0,5
# PEVA-TREN-Cu(Il) 1.9 0,6 0,0 0,0 0.3
0 PEVA-CM-Asp-Cu(Il) 6.2 0,6 0,0 0,0 0,0
b)
m
(5 +——- -
5
g
@ 10 4——- e

I I _

10 mM 30 mM 50 mM 100 mM  Regeneragio

B PEVA-IDA-N(II) 5.0 L5 0,1 0.5 0.2
@ PEVA-TREN-Ni(Il) 0.2 0,1 0.1 0,1 0,0
[ PEVA-CM-Asp-NiIl) 3,6 L0 0.2 0.1 0,0

Figura 4.3: Perfil da elui¢do de IgG humana adsorvida em presenca do tampao Mops 25
mM. NaCl 1 M e imidazol 2 mM pH 7,0. Volume do leito: 5 mL. Vazio: 0,5 mL/min
Injecio de 30 mg de IgG. Eluigio degrau de acréscimo da concentracéio de imidazol de 10,
30, 50 e 100 mM; Regeneracéo: solucdo de EDTA 100 mM pH 7,0. a) ion metélico cobre,

b) ion metélico niquel.
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a) 20
15

B

£ 10

%

i

|

100 mM 300 mM 500 mi 700 mM  Regeneracio
B PEVA-IDA-Cw(II) 1.5 2,0 2,5 2,4 7.1
2 PEVA-TREN-Cu(ll) 0,9 1,8 0,8 0,3 [,2
O PEVA-CM-Asp-Cu(Il) 1.8 3.4 3.1 34 5,2

S I Y e R
100 mM 300 mivi 500 mM 700mM  Regeneraciio
B PEVA-IDA-Ni(Il) 4.5 59 1.1 0,6 0,5
& PEVA-TREN-NIi(II) 22 0.8 0.3 0,1 0,1
U PEVA-CM-Asp-Ni(Il) 4.2 53 2.9 1.5 2,0

Figura 4.4: Perfil da elui¢cdo de IgG humana adsorvida em presenca do tamp3o Tris 25 mM
pH 7.0. Volume do leito: 5 mL. Injegfio de 30 mg de IgG. Vazdo: 5 mL/min. Eluicdo por
acréscimo da concentragio de Tris de 100, 300, 500 e 700 mM; Regeneracio: solucdo de
EDTA 100 mM pH 7.0. a) fon metélico cobre; b) ion metdlico niquel.

Nota-se, dentre todos os sistemas tamponantes testados, que o tampdc Mops,

imidazol (Figura 4.3), possibilitou a adsor¢fio de menores quantidades de IgQG, tanto da

utilizacdo do ion metdlico niquel quando do cobre para todos os agentes quelantes testados.

Observa-se ainda, que a utilizacdo do acréscimo da concentracio de imidazol a¢ tampio de
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adsorgiio nas etapas de elui¢fio, ainda que em baixa concentracfo, foi suficiente para eluir a
maior parte das proteinas logo nas primeiras fragdes (10 e 30 mM de imidazol). Isto se deve
ao fato do imidazol ser um forte competidor pelo sitio de adsor¢do da proteina.

Em relagédo ao tampdo Tris-HCl, no entanto, diferentemente dos outros tampdes e da
ordem estabelecida por Porath, 1988, a capacidade de adsorcio de IgG obtida em presenca
de Tris-HCI foi, segundo o agente quelante utilizado: CM-Asp > IDA > TREN.

O tampdo Tris-HCl, como se encontra em auséncia de NaCl, possibilita, além da
formagdo de ligagdes de coordenaciio, a ocorréncia de interagdes eletrostiticas entre
proteina e metal imobilizado. Segundo especificagdes do fornecedor (Clon-Tech), o agente
quelante CM-Asp se encontra com carga nula abaixo de pH 4.0, indicando que a pH 7.0,
esse quelante se encontra com carga liquida negativa. O CM-Asp possui trés grupamentos
carboxilas com pKs abaixo de 4,0, e mesmo quando complexados ac Me(Il), a carga do
complexo permanece negativa (Gaberc-Porekar ¢ Menart, 2001) enquanto a maior parte das
IgGs (ponto isoelétrico (pl) entre 6,3 e 9,0, Vlug e Remortel, 1989) em pH 7,0 estdo com
carga liquida positiva. Desta forma, o tampdo Tris-HCI a pH 7,0, em auséncia de NaCl,
favorece as interagdes eletrostiticas entre a proteina e PEVA-CM-Asp-Me(Il), aumentando
a capactdade de adsorciio de IgG. Porém, quanto ao agente quelante TREN (ponto de carga
nula em pH 10,5, segundo especificacio do fornecedor, Sigma-Aldrich), em pH 7.0,
encontra-se com carga liquida positiva, repelindo eletrostaticamente as proteinas de carga
positiva e atraindo possivelmente as IgGs de pls inferiores a 7,0, que se encontram com

carga negativa.

4.1.4. Influéncia do sistema tamponante e do agente quelante na purificacio de IgG a

partir do plasma humano

A fim de selecionar o melhor sistema tamponante e adsorvente para purificaciio de
IgG a partir de solucio de plasma humano, experimentos cromatogréficos foram realizados
utilizando-se os adsorventes PEVA-TREN-Me(Il), PEVA-IDA-Me(ll) e PEVA-CM-Asp-
Me(Il) em presencga do tampio MA 25 mM, NaCl I M a pH 7.0; Mops 25 mM, imidazol 2
mM contendo NaCl 1 M, Tris-HC] 25 mM pH 7,0 e Tris-HCI 25 mM contendo NaCl 1 M

pH 7.0. Foi injetado & coluna plasma humano diluido 1:5 em tampio de adsor¢do (8,5 mL)

58



CAPITULO 4

em quantidades entre 80 e 120 mg de proteinas totais, 5,5 e 6,0 mg de IgA, 18 e 20 mg de
IgG, 1,5 € 2,5 mg de IgM, 50 e 60 mg de albumina, 3,0 e 4,5 mg de transferrina. A eluigio
for realizada por gradiente degrau de decréscimo de pH (no caso do tampio MA) e por

acréscimo de agente competitivo (imidazo! e Tris).

Testes preliminares utilizando-se PEVA-AQ-Cu(Il}) em presenca do tampio MA
(Anexos A e B) demonstraram alta capacidade de adsor¢@o para proteina total (de duas a
quatro vezes maior do que aquela apresentada quando se utilizou niquel imobilizado). No
entanto, a maior capacidade de adsorcéo foi associada a menor seletividade na purificacio
de IgG. Segundo as eletroforeses SDS-PAGE apresentadas no anexo A, nota-se a adsor¢io
de albumina em todas as cromatografias realizadas com cobre quelatado. Para os agentes
quelantes IDA ¢ CMA-Asp, o cobre promoveu forte retengio de proteinas, uma vez que
grande parte destas foi eluida somente em presenga de solugio de EDTA. Como a presenca
de um unico residuo de histidina acessivel na superficie da proteina é suficiente para a
adsorciio em fons cobre imobilizados, este metal tem a capacidade de adsorver grandes
quantidades de proteinas diversas (Sulkowski, 1989). Estes resultados corroboram aqueles
apresentados na segéio 4.1.3 para a adsorcio de IgG pré-purificada. Conclui-se, para este
sistema tamponante, que a forca de retencao e a capacidade de adsor¢io segue a ordem
Cu(@) > Ni(Il), para os ions metdlicos. Devido a maior seletividade apresentada pelo fon
niquel, este foi selecionado para dar continuidade aos experimentos.

A Tabela 4.4 apresenta o resumo do efeito do sistema tamponante na adsorcéio de
IeG em PEVA-AQ-Ni(Il}. Os anexos A a H apresentam os cromatogramas bem como os
balancos de massa para proteina total, IgG e albumina. As quantidades de IgA e IgM foram,
igualmente medidas por nefelometria, porém em nenhum dos experimentos realizados

houve a adsor¢do dessas proteinas.
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Tabela 4.4: Proteina total e IgG adsorvida nas cromatografias realizadas com diferentes

sistemas tamponantes.

Tamoéio de adsorcio PEVA-IDA- PEVA-TREN- ~ PEVA-CM-Asp-
pao de adsore Ni(I) * Ni(ID* Ni(I)*

PT' IgG’ PT! IgG’ PT! IeG”

MA25mM,NaCl I MpH (mg) 938 7.1 1.4 0.4 6.7 6.1
7.0 (%) 8,7 36,2 1,3 2.2 7.6 31.1

Mops 25 mM, imidazol 2 (mg) 64 55 0,8 bt’ 4,5 2.4
mM. NaCl | M pH 7.0 (%) 6.5 28,7 0,8 0 4,5 12.6

. (mg) 10,9 9.0 29.0 24 11,2 9.6

Tris-HCI 25 H7.0

e mMp (%) 9.9 495 26,9 146 12.3 54.9
Tris-HC1 25 mM, NaCl ~ (mg) 94 6,1 1.5 0.2 7.3 4.6
IMpH70 (%) 7.9 31,4 1,5 1,0 8.8 24,2

" PT- proteina total, dosagem pelo método de Bradford, 1975. * IgG, imunoglobulina G, dosagem por
nefelometria, bt, abaixo do limite detectdvel, * volume do leito: 5 mL ou 1.25 g de membrana seca.

O tampdo MA proporcionou baixa capacidade de adsorcio para IgG (0,4 mg de IgG
~ adsorvida) para PEVA-TREN-Ni(Il) quando comparado a PEVA-IDA-Ni(Il) ¢ PEVA-
CM-Asp-Ni(Il) (7.1 & 6,1 mg de IgG adsorvida, respectivamente). No entanto PEVA-
TREN-Ni(II) demonstrou maior seletividade, segundo eletroforese SDS-PAGE (Anexo A).
Para os adsorventes PEVA-IDA-Ni(II} ¢ PEVA-CM-Asp-Ni(Il), ainda que a presenca de
albumina pela analise nefelométrica esteja abaixo do limite detectdvel, a eletroforese SDS-
PAGE das fracdes de eluicio acusaram contaminag@o por albumina e outras proteinas do
plasma humano (Anexo A).

O tampdo que proporcionou a menor capacidade de adsor¢do tanto de proteinas
totais como de IgG foi 0 Mops com 2 mM imidazol. O imidazol, forte competidor, compete
com a proteina pelos sitios de adsorgio, minimizando a capacidade de adsorgio. Além de
proporcionar as menores quantidades de IgG adsorvida, este tampio ndo proporcionou boa
seletividade para IgG (Anexo C). Para ambos os complexos IDA-Ni(II) e CM-Asp-Ni(Il),
observou-se a dessorgdo da maior parte da IgG e de outras proteinas com concentragdes
baixas de imidazol (10 mM e 30 mM) (Anexo C ¢ D), fato também observado nos

expertmentos efetuados com IgG pré-purificada (segfio 4.1.3). A capacidade de adsorgdo do
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complexo TREN-Ni(II) em presenca deste tampio foi baixa, ndo sendo possivel a detec¢io
pela andlise nefelométrica de nenhuma proteina medida (albumina, IgG, IgA, IgM e
transferrina), embora a eletroforese SDS-PAGE acuse a presenca de IgG e albumina
{Anexo C) nas fragSes de regeneragio.

O tampdo Tris-HCI, na auséncia de sal, favorecen maior adsor¢io de IgG na
membrana PEVA-TREN-Ni(Il} (2,4 mg), porém acompanhada de grande quantidade de
albumina (19 mg), demonstrando baixa seletividade para a purificacdo de IgG (Anexo E).
A estrutura do complexo TREN-Ni(II) apresenta carga geral positiva (Sharma e Agarwal,
2001), enquanto a albumina (pI 4,9, Putnam, 1975) e algumas IgGs (6,3 < pl < 9,0 )
apresentam carga negativa em pH 7,0. O tampfo Tris, na auséncia de sal, favorece a
adsor¢iio de albumina e de IgGs, que se apresentam com carga liquida negativa em pH 7,0,

em PEVA-TREN-Ni(Il), devido as intera¢Ges eletrostaticas.

No que concerne aos adsorventes PEVA-IDA-Ni(Il) e PEVA-CM-Asp-Ni(Il), o
tampdo Tris-HCl também favoreceu maior adsor¢io de IgG humana (9.0 e 9.6 mg
respectivamente) quando comparado aos outros tampdes utilizados. Além disso, para estes
adsorventes, este tampiio desfavoreceu a adsorgdo de albumina, provavelmente, devido a
repulsiio eletrostdtica, apresentando bons resultados de seletividade. Os complexos IDA-
Ni(ll) ¢ CM-Asp-Ni(Il) nfio apresentam as mesmas caracteristicas idnicas do complexo
TREN-Ni(IT) a pH 7,0. Ademais, o tampéo Tris-HCI (pKa 8,3, Serpa, 2002) em pH 7,0, é
carregado positivamente. A albumina, carregada negativamente neste pH, pode estar
interagindo eletrostaticamente com o Tris, ndo se ligando, portanto, ao ion niquel
imobilizado (Anexos E ¢ F). O complexo CM-Asp-Ni(Il) demonstrou maior capacidade

para adsor¢do de IgG que o complexo IDA-Ni(II), assim como verificado no item 4.3

Quando utilizou-se ¢ tampdo Tris acrescido de NaCl, o adsorvente PEVA-TREN-
Ni(IT) apresentou, como mostrado para os tampdes MA e Mops acrescidos de NaCl, baixa
capacidade de adsorcdo de 1gG (0,2 mg), porém maior seletividade e forte retencéo. Para
este adsorvente, a IgG foi detectada somente nas fragdes de regeneracfio. A presenca de
albumina ndo foi detectada nem por andlise nefelométrica, nem por eletroforese SDS-
PAGE (Anexos G e H). Tais resultados comprovam a hipétese formulada que a albumina
deve interagir eletrostaticamente com PEVA-TREN-Ni(II) quando em presenca do tampéo

de baixa forca idnica Tris-HCI (auséncia de NaCl). Os adsorventes PEVA-IDA-Ni(Il) e
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PEVA-CM-Asp-Ni(Il}), quando da utilizacio do tampdo Tris-HCl contendo NaCl,
apresentaram contaminacio por albumina e outras proteinas do plasma humano nas fracdes
de eluicdo, segundo eletroforese SDS-PAGE (Anexo G) . Para o adsorvente PEVA-IDA-
Ni(Il), a capacidade de adsor¢ic de IgG diminuiu ligeiramente em tampdo Tris-HCl
acrescido de NaCl, quando comparada ao tampio MA acrescido de NaCl. Para os
adsorventes PEVA-TREN-Ni(II) e PEVA-CM-Asp-Ni{Il), esta dinunuigcdo foi
significativa. O tampdo Tris-HCI apresenta caracteristicas de um competidor fraco devido a
presenca da amina primdria em sua estrutura, podendo, desta forma, competir pelo sitio de
adsorgdo com as proteinas.

Desta forma, verifica-se pela andlise da Tabela 4.4, que o tampido Tris-HC] na
auséncia de NaCl proporcionou a maior adsorcie de IgG para todos os adsorventes
testados. A auséncia de sal possibilitou a ocorréncia de interagdes eletrostaticas entre a IgG
e os adsorventes, aumentando, desta forma, a capacidade de adsorgao do suporte.

Os tampdes testados foram ordenados em relagfio a capacidade em adsorver IgG da
seguinte forma: Tris-HCI > MA > Tris-HCl acrescido de NaCl > Mops com 2 mM
imidazol.

Para os tampdes de adsor¢io MA, Mops com 2 mM imidazol e Tris-HCI acrescido
de NaCl, a ordem de capacidade para adsor¢do de proteinas do plasma humano e IgG em
funcio dos agentes quelantes estudados foi: IDA > CM-Asp > TREN, conforme regra
estabelecida por Porath, 1988 (IDA > CM-Asp). Para o tampédo Tris-HC] em auséncia de
NaCl, a ordem fol estabelecida em CM-Asp > IDA > TREN, assim como verificado para a

adsor¢do de IgG pré-purificada do item 4.1.3. -

4.1.4.1. Melhor condicio de purificacio de IgG em PEVA-TREN-Ni(II)

A membrana PEVA-TREN-Ni(IT) demonstrou baixa capacidade de adsorc¢io de IgG
a partir do plasma humano em presenga de todos os tampdes estudados. Segundo andlise
conjunta da eletroforese SDS-PAGE (Anexos A a H) e andlise nefelométrica, o melhor
resultado de purificagfio para este adsorvente foi com tampio MA. O cromatograma bem

como a eletroforese para este experimento, sdo apresentados na Figura 4.5. A Tabela 4.5
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apresenta o balanco de massa para proteina total, IgG, albumina e transferrina das fragdes

cromatograficas.
PEVA-TREN-Ni(II}
1,0
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| [ R .
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"g 0,6 _ 33 Ha © — Albumina
Q_ 4
© 3 05
3 E _
S S 04-
O & 10
£~ 03
[ i
8 0,2-
5 1 1
8 01

0,0,

o

Fracdes

Figura 4.5: Cromatografias realizadas com solugfio de plasma humano em PEVA-TREN-
Ni(Il). Volume de leito: 5 mL. Vazio: 0,5 mL/min. Tampio de adsorgdo: MA 25 mM, NaCl
1 M pH 7,0; dessorgdio: gradiente degrau pH 6,0, pH 5,0; regeneracZo: EDTA 100 mM pH
7,0. Eletroforeses: (M) marcador de alta massa molecular, (I) material injetado, (1-2)
correspondente aos pontos enumerados do cromatograma, (R) regeneragio, (P) IgG de alta
pureza (Aventis).
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Tabela 4.5: Punficacfio para IgG a partir do plasma humano em PEVA-TREN-Ni(Il).
Tampdo de adsor¢do: MA 25 mM, NaCl 1 M pH 7,0.

1gG/proteina

Proteina 2 1 Fator de
total’ IgG AH TRF" (n:g;:;:g) purificaciio

o (mg) 1054 180 515 4,1

I 1 00

ryegao (%) 1000 1000 1000  100,0 0.17 ]

(mg) 1171 176 547 4.1

L 0,15 0,88
avagem (%) 111 974 1062 1011
5 5

pH 6.0 (mg) 0,7 03 bt bt 0,43 2.53
(% ) 0.6 1,7 0,0 0,0

Eluiciio
¢ pH 5.0 (I'I'lg) 012 bts btﬁ th ) )

(%) 0.2 0.0 0,0 0.0
« (mg) 0,5 0,1 bt’ bt’

R 0,20 1,18
CBONCTACAO gy 05 0.6 0.0 0.0

Recuseracio (M 11790 179 547 41 ]

perag (%) 1120 993 1062  101,1

Total adsorvido (08 14 0.4 0,0 0.0 0,29 1,68

(%) 1,4 2,3 0,0 0,0
" dosagem pelo método de Bradford, 1975, * IgG, imunoglobulina G, dosagem por nefelometria, © AH,
albumina hurnana, dosagem por nefelometria, * TRF, transferrina, dosagem por nefelometria, 5bt, abaixo do
limtite detectavel

O adsorvente PEVA-TREN-Ni(I) em presenca do tampdo MA apresentou baixa
capacidade para adsor¢io de IgG, {(adsor¢io de 2,3% da IgG injetada). Os melhores
resultados de purificagio sfio encontrados nas fragdes de elui¢io a pH 6,0, apresentando

razdo de IgG por proteina total de 0,43 e fator de purificacdo de 2,53.

4.1.4.2. Melhor condicdo de purifica¢io de IgG em PEVA-IDA-Ni(II)

A membrana PEVA-IDA-Ni(Il) demonstrou boa capacidade para adsorco de IgG a
partir do plasma humano com todos os tampdes estudados. Segundo andlise conjunta da
eletroforese SDS-PAGE (Anexos A a H) e andlise nefelométrica, o melhor resultado de

purificacio foi encontrado utilizando-se o tampao Tris-HCI em auséncia de NaCl. O
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cromatograma para este experimento é apresentado na Figura 4.6. A Tabela 4.6 apresenta o
balanco de massa para proteina total, IgG, albumina e transferrina das fragdes

cromatogréficas.

PEV A-IDA-N{(II)
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Figura 4.6: Cromatografias realizadas com solugdo de plasma humano em PEVA-IDA-
Ni(Il).Volume de leito: 5 ml. Vazdo: 0,5 mL/min. Tampdo de adsor¢io: Tris-HCI 25 mM
pH 7.0; dessorgdo: gradiente degran do aumento da concentracio de Tris 100, 300, 500 e
700 mM; regeneragiio: EDTA 100 mM pH 7.0. Eletroforeses: (M) marcador de alta massa
molecular, (I) material injetado, (1-5) correspondente aos pontos enumerados do
cromatograma, (R) regeneracio, (P} IgG de alia pureza (Aventis).

65



CAPITULO 4

Tabela 4.6: Purificagio para IgG a partir do plasma humano em PEVA-IDA-Ni(II).
Tampéo de adsor¢do: Tris-HCI 25 mM pH 7.0.

. IgG/proteina
R e aw e
{mg/mg)

. (mg) 1102 181 536 38

I 0,17 |
ryesao (%) 1000 1000 1000 1000
(mg) 1103 11,0 598 3.2

I 0,10 0,59
avagem (%) 1001 60,6 1116 84,3
(mg) 2,2 1.9 bt’ 0.3

100 mM , 5,06

(%) 18 105 00 8,5 0.86

(mg) 63 5,7 bt 0,6

300 mM 0.90 5.9
™ @) 49 316 00 172

Eluicdo

5

s00mm 8 L4 1.1 bt bt 0,79 465
(%) 13 6.2 0,0 0,0
5 5

700 mM (mg) 0,5 0,22 bt bt 0.44 2.58
(%) 0.5 1,2 0,0 0,0
X (mg) 0,5 0,1 bt’ bt’

R 2 1,18

CEEMCIACEO ey 04 0.4 0.0 0.0 o

Recucoracsg (M@ 1213 201 598 a1 ] ]
ceuperag (%) 1100 1105 1116 110,0

Total adsorvido (M8 10990 00 Lo 0,83 488
(%) 88 495 00 253

! dosagem pelo método de Bradford, 1975, 2 IgG, imunoglobulina G, dosagem por nefelometria, * AH,
albumina humana, dosagem por nefelometria, * TRF, transferrina, dosagem por nefelometria, “bt, abaixo do

limite detectdvel

Segundo os resultados apresentados, houve a adsorcio de 49,5% da IgG injetada

(uma razdo de IgG por proteina total de 0,83mg/mg e um fator de purificacéo de 4,88). Os

melhores resultados de purificacéo sdo encontrados nas fragcdes de eluigdo a 100, 300 e 500

mM de Tris.
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4.1.4.3. Melhor condi¢io de purificaco de IgG em PEVA-CM-Asp-Ni(Il)

A membrana PEVA-CM-Asp-Ni(Il) demonstrou boa capacidade para adsorcio de
IgG a partir do plasma humano quando em presenca dos tampdes MA e Tris-HCl em
auséncia de NaCl, porém apresentou baixa capacidade de adsor¢iio quando em presenca dos
tampdes contendo agente competitivo, Mops (imidazol) e Tris-HCl, ambos contendo NaCl.
Segundo andlise conjunta da eletroforese SDS-PAGE e anédlise nefelométrica, o melhor
resultado de purificacdo para este adsorvente foi com tampado Tris-HCI em auséncia de
NaCl. O cromatograma para este experimento € apresentado na Figura 4.7. A Tabela 4.7

apresenta o balango de massa para proteina total, IgG, albumina e transferrina das fracdes

cromatograficas.
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Figara 4.7: Cromatografias realizadas com solug¢@o de plasma humano PEVA-CM-Asp-
Ni(ID).Volume de leito: 5 mL. Vazio: 0,5 mL/min. Tampdo de adsorcéio: Tris-HCI 25 mM
pH 7,0; dessorcdo: gradiente degrau do aumento da concentracdo de Tris 100, 300, 500 e
700 mM; regeneracio: EDTA 100 mM pH 7,0. Eletroforeses: (M) marcador de alta massa
molecular, (I) material injetado, (1-5) correspondente aos pontos enumerados do
cromatograma, (R) regeneragfo, (P) 1gG de alta pureza (Aventis).
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Tabela 4.7: Purificacdo para IgG a partir do plasma humano em PEVA-CM-Asp-Ni(I).
Tampio de adsorcdo: Tris-HCI 25 mM pH 7,0.

. EgG/proteina
P e Am TR Rl
(mg/mg) P
o (mg) 91,1 175 54,7 33
19 1,0
Injecao (%) 1000 1000 1000 100,0 0
(mg) 89,6 7.2 57.3 1.9
L 0,10 0.53
avagem (%) 983 411 1046 57.8
100mM (mg) 2.4 22 bt’ bt’ 0.92 480
(%) 25 124 0,0 0,0 ’ ’
300mM  (mg) 5.5 4,9 bt’ 0.6 0.89 515
(%) 5,0 27.7 0,0 18,2 ’ ’
Eluigao
(mg) 2,0 1,6 bt’ 0,3
500 mM 0,80 4.20
™%y 22 90 00 8.4
(mg) 09 0,6 bt® bt’
700 mM 0,67 3,53
(%) 09 3,5 0,0 0,0
_ (mg) 04 0,3 bt b’
R g ’ 75 3,94
CBENETARA0 @y 05 17 0,0 0.0 0
Recuneracso (M8 1008 167 573 238 ] ]
perag (%) 110,66 953 104,6 85
Total adsorvido ™8 11.2 9.6 0,0 0.9 0,86 4,53
(%) 123 549 0,0 03

] dosagem pelo métode de Bradford, 1975, * IgG, imunoglobulina G, dosagem por nefelomeiria, * AH,
albumina humana, dosagem por nefelometria, * TRF, transferrina, dosagem por nefelometria, *bt, abaixo do
limite detectdvel

A andlise conjunta das fraghes de elui¢do indicam a purificacdo de 9,6 mg de IgG
correspondendo a 54,9% da IgG injetada na coluna, uma razéio de IgG por protefna total de

0,86 mg/mg e um fator de purificacio de 4,53.
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4.1,5. Purificacio de IgG a partir de plasma humano utilizando-se géis tradicionais

como matriz

Para comparar a eficiéncia dos adsorventes PEVA-AQ-Ni(Il) para purificacio de
IgG, foram realizados experimentos cromatograficos com plasma humano utilizando-se
géis tradicionais como matriz (gel de agarose). Os sistemas tamponantes utilizados foram
aqueles que proporcionaram a melhor purificagdo de IgG em PEVA-IDA-Ni(Il), PEVA-
CM-Asp-Ni(Il) e PEVA-TREN-Ni(II). Os resultados das cromatografias sio apresentados
nas Figuras 4.8 a 4.10. O balango de massa para proteina total € apresentado nas Tabelas

4.8¢49,

agarose-IDA-NiII)
1,0

Concentragao de proteinas
{(mgy/mL)

Concentragao de Tris (mM) (---)

FragGes

Figura 4.8: Cromatografias realizadas com solugdo de plasma humano em agarose-IDA-
Ni(Il). Volume de leito: I mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Tampéo de adsor¢fio: Tris-HCI 25 mM,
pH 7,0; dessorcdo: gradiente degrau do aumento da concentragio de Tris 100, 300, 500 e
700 mM; Regeneragdo: 100 mM EDTA pH 7,0. Eletroforeses: (M) marcador de alta massa
molecular, (I) material injetado, (1-5) correspondente aos pontos enumerados do
cromatograma, (R) regeneracio, (P) IgG de alta pureza (Aventis).
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agarose-CM-Asp-NiII)
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Figura 4.9: Cromatografias realizadas com solucio de plasma humano em agarose-CM-
Asp-Ni(Il). Volume de leito: I mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Tampéao de adsorcdo: Tris-HC] 25
mM, pH 7,0; dessorgiio: gradiente degrau do aumento da concentragdo de Tris 100, 300,
500 e 700 mM. Regeneracio: 100 mM EDTA pH 7.0. Eletroforeses: (M) marcador de alta
massa molecular, (I) material injetado, (1-5) correspondente aos pontos enumerados do
cromatograma, (R) regeneracdo, (P) IgG de alta pureza (Aventis).

agarose- TREN-Ni{IT)
1,0
0.9+
0,8
07-
0,6
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Figura 4.10: Cromatografias realizadas com solucio de plasma humano agarose-TREN-
Ni(Il) ). Volume de leito: 1 mL. Vazio: 0,5 mL/min. Tampido MA 25 mM, NaCl 1 M, pH
70:, dessor¢do degrau de pH, pH 6,0, pH 5,0. Regeneracdo: 100 mM EDTA pH 7,0.
Eletroforeses: (M) marcador de alta massa molecular, (I) material injetado, (1-5)
correspondente aos pontos enumerados do cromatograma, (R) regeneraciio, (P) IgG de alta
pureza (Aventis).

70



CAPITULO 4

Tabela 4.8: Balanco de massa para proteina total para a purificagio de IgG a partir de
plasma humano utilizando tampéio de adsor¢io Tris-HCI 25 mM, pH 7,0 ¢ dessorgao por

gradiente degrau de Tris em agarose-IDA-Ni(Il) ¢ agarose-CM-Asp-Ni(IT)

Proicina agar0§e-TDA— aga.rose-lCM-Asp~
total Ni(IT) Ni(I)
2 2

Injecio (mg) 25.8 29,1
(%) 100,0 100,0

: (mg) 20,7 2.1
e (%) 80,3 89,5

(mg) 1,1 02

100 mM

(%) 43 0.7

{mg) 3.4 0.8

300 mM (%) ! 08

Elui¢do e y .

I'I'lg s X

500 mM () 3 09

(me) 0.2 0,7

700 mM (%) Y 07

Regeneraciio (mg) 0.3 1.3

g ac (%) 1.2 43

3 (mg) 27,1 799
Recuperio (%) 105,1 102,8
: ; (mg) 6.4 3.9
Total adsorvido (%) g >

'dosagem pelo método de Bradford.1975.
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Tabela 4.9: Balanco de massa para proteina total para a purificacdo de IgG a partir de
plasma humane uvtilizando tampéo de adsor¢io MA 25 mM NaCl [ M pH 7.0 e dessor¢ao

por gradiente de pH em agarose~-TREN-Ni(II)

Proteina Agarose-TREN-Ni(I1)
total '
L (mg) 26,5
Injecio
I (%) 100,0
Lavagem (mg) 23,6
= (%) 88,8
(mg) 0,7
H 6,0
b (%) 25
Eluicio (mg) 0.0
H50 ms :
P (%) 0,0
. (mg) 0,0
Regeneracio ( q}:) 0.0
o 2
Recuperagio En;:; ;111421
TFotal adsorvido (mg) i
(%) 2.5

'dosagem pelo método de Bradford,]975.

O gel agarose-IDA-Ni(II) e agarose-TREN-Ni(Il) adsorveram maiores quantidades
de proteinas que PEVA-IDA-Ni(Il) e PEVA-TREN-Ni(II) (19,2 ¢ 8,7 mg/ g de suporte
seco para IDA-Ni{Il) e 2,1 e [,1 mg/g de suporte seco para TREN-Ni(Il), respectivamente,
para gel e membrana). Apesar da elevada capacidade dos géis de pseudoafinidade, segundo
eletroforese SDS-PAGE, grandes quantidades de impurezas, principalmente albumina,
foram adsorvidas neste suportes. A utilizacfio do gel de agarose como suporte, neste caso,
ndo proporcionou seletividade para a purificagio de IgG a partir do plasmo humano. A
elevada capacidade desses géis de afinidade por proteinas pode ser explicada pela maior
capacidade de niquel imobilizado (114,1 e 7i.5 pmol/g de suporte) em relagdo as
membranas (78,2 e 25,4 umol/g de suporte). O maior tamanho dos poros oferecido pelos

géis em relacdo as membranas finamente cortadas, favorece a transferéncia de massa
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(transporte difusivo de moléculas ao sitio de adsorcdo), desta maneira, contribuindo,
também, para o aumento de proteinas adsorvidas.

Para agarose-CM-Asp-Ni(Il), segundo eletroforese SDS-PAGE, foram encontrados
bons resultados de seletividade nas fragdes de eluicio por aumento da concentragio de Tris
(100 e 300 mM de Tris). O complexo CM-Asp-Ni(Il) e a albumina em pH 7,0 apresentam
carga liquida negativa (Gaberc-Porekar ¢ Menart, 2001 Putnam, 1975), podendo haver
contribuicdo de interacdes eletrostiticas diminuindo a contaminacio de albumina das
frages de eluigiio. O gel agarose-CM-Asp-Ni(Il), assim como a membrana PEVA-CM-
Asp-Ni(Il), apresentam potencialidade para serem utilizados como suporte para purificacio

de IgG a partir do plasmo humano.

4.1.6. Experimentos de filtracio nos mini-médulos de PEVA-IDA-Ni(ll), PEVA-
TREN-Ni(II) e PEVA-CM-Asp-Ni(II)

4.1.6.1. Avaliacdo da eficacia da imobilizacio dos agentes quelantes 4s membranas

de PEVA em mini-médulos de filtracao

Os mini-médulos foram construidos e as suas membranas derivatizadas conforme
descrito no item 3.2.7. A eficicia da imobilizagdo dos agentes quelantes IDA, CM-Asp ¢
TREN as membranas de PEVA em mini-médulos de filtracio foi determinada pela
densidade do fon metdlico cobre dos adsorventes. Os resultados indicaram uma densidade
de metal cobre para PEVA-IDA , PEVA-CM-Asp ¢ PEVA-TREN de 98,78, 53,15 e 57,85
pumol/g seca de membrana, respectivamente (maior densidade de metal para as membranas
contidas nos médulos do que para as mesmas finamente cortadas). Esses resultados se
devem, possivelmente, ac método de ativacio mais eficaz para as membranas em mini-
modulos de filtracio. Para os médulos, as solugdes utilizadas para a derivatizagdo das
membranas foram alimentadas em modo tangencial. Este procedimento forca a passagem
das solucgdes pelo interior dos poros das membranas, favorecendo a transferéncia de massa
até o interior dos poros e, conseqilientemente, a imobilizagio dos agentes quelantes de modo

mais eficiente.
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4.1.6.2. Experimentos de filtracio utilizando 1gG pré-purificada: PEVA-AQ-Cu(II)

Experimentos de filtracio em modo tangencial utilizando-se IgG pré-purificada
foram realizados em mini-médulos para determinacio da curva de ruptura e determinacéo
da capacidade dinamica de adsorcdo de IgG a fim de comparar com a encontrada para as
matrizes utilizando-se o fon metdlico cobre em membranas finamente cortadas e gel de
agarose (item 4.1.2). Os experimentos foram realizados como descrito nos itens 3.2.7.3.
Uma solucio de IgG a 10 mg/mL diluida no tampdo de adsor¢io MA 25 mM, NaCl | M
pH 7,0 foi alimentada a wma vazio de 1 mL/min e a vazio do filtrado de 0,5 mL/min. O
tempo de residéncia foi calculado em 23.8 segundos. As curvas de ruptura para PEVA-
IDA-Cu(Il), PEVA-CM-Asp-Cu(ll} ¢ PEVA-TREN-Cu(Il) sdo apresentadas na Figura
4.11.

1,0
0,8 1
0,6" e}
— O g
Q o ©
O 0,4
o
o
0’2_ DDDG O
la] DDZE& - &Hoooa
0,0ﬂ—m&—aﬁgﬂ—mq&gg. & | r | i |
0 5 10 15 20 25
Volume (mL)

Figura 4.11: Curva de ruptura obtida para linha de filtrado. Alimentacdo IgG pré-
purificada a 10 mg/mL. Vazdo alimentagdo: | ml/min. Vazdo filirado: 0,5 ml/min. C{/Ci:
Razdo entre a concentragiio de IgG no filtrade e a concentragdo de IgG inicial. (o) PEVA-
TREN-Cu(I@), (o) PEVA-CM-Asp-Cu(Il) e (A) PEVA-IDA-Cudl).
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A eluicio de IgG foi realizada apds a lavagem dos mdédulos com tampio de
adsor¢iio, segundo procedimento exemplificado em 3.2.7.2. As quantidades de IgG
adsorvidas foram 298.5, 262,3 e 52,9 mg/g seca de membrana (ou 568.35 , 458,63 e 100,55
pg/em’) para PEVA-IDA-Cu(ll), PEVA-CM-Asp-Cu(lll e PEVA-TREN-Cu(Il),
respectivamente.

As curvas de ruptura apresentadas na Figura 4.11 mostram que a concentracio de
IeG no filtrado aumenta até atingir um valor estaciondrio para Cf/Ci de 0,12, 0,23 e 0,53
para PEVA-IDA-Cu(ll), PEVA-CM-Asp-Cu(Il) ¢ PEVA-TREN-Cu(ll), respectivamente.
O menor valor de Cf/Ci encontrado para PEVA-IDA-Cu(Il} e PEVA-CM-Asp-Cu(Il) pode
ser explicado pela sua alta capacidade de adsor¢éo. O grande nimero de moléculas de IgG
adsorvidas nos poros das membranas pode dificultar a passagem de outras moléculas de
IgG e, conseqiientemente, diminuir a concentracio de IgG nas fracdes de filtrado. Nos
processos industriais de purificacdo de proteinas € desejavel minimizar a perda de produto
na corrente do filtrado durante a etapa de alimentacfio. Desta forma, a alimentacdo deve ser
cessada no momento em que a proteina alvo comeca a ser detectada no efluente (ponto de
ruptura). Definindo-se o ponto de ruptura em Cf/Ci igual a 0,1 (como descrito por
Charcosset et al, 1995), verifica-se que este ocorren apds a passagem de 9, 14 ¢ 16 mL de
solugdo de plasma na linha do filtrado, ou seja, apds 18, 28 ¢ 32 min de alimentagdo para
PEVA-TREN-Cu(Il), PEVA-CM-Asp-Cu(Il) e PEV A-IDA-Cu(Il), respectivamente.

Comparando-se os resultados de capacidade dinfmica de adsor¢do de IgG com os
obtidos no item 4.1.2, verifica-se que a capacidade dindmica de adsor¢io de IgG para as
membranas em mini-médulos de filtracio é de quatro a cinco vezes maiores, quando
comparados as membranas finamente cortadas (9,2 e 52,9 mg/g seca de membrana para
TREN-Ni(Il), 60,8 ¢ 262,3 mg/g seca de membrana para CM-Asp-Cu(Il) e 73,3 e 298,5
mg/g seca de membrana para IDA-Ni(I), respectivamente para membranas finamente
cortada € mini-maédulo). Esses resultados se devem & maior densidade de metal encontrada
nas membranas em mini-mddulos de filtracdo e ainda a4 maior facilidade das proteinas de
1gG em se mover para o interior dos poros, devido ao transporte convectivo, favorecendo a

transferéncia de massa.
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4.1.6.3. Experimentos de filtracdo para purificacio de IgG a partir do plasma
humano: PEVA-AQ-Ni(II)

Foram realizados experimentos de filtragdo para a determinacfio das curvas de
ruptura ¢ capacidade dindmica em adsorver IgG a partir de solucio de plasma humano. O
mini-médulo de filtragio foi alimentado em modo tangencial com solucio de plasma
humano diluido [:5 em tampio de adsorgio, contendo 8,8 a 13,3 mg/mL de proteinas
totais, 0,6 a 0,7 mg/mL de IgA, 2 a 2,2 mg/mL de IgG, 0,26 a 0,28 mg/mL de IgM, 5,5 a
6,7 mg/mL de albumina ¢ 0,3 e 0,5 mg/mL de transferrina. A relagdo vazio de filtrado (Qr)
por vazio de alimentagiio (Qy) foi mantida constante em 0,5 (Serpa, 2002). Foi utilizado o
modo de filtracio tangencial na etapa de alimentacdo para evitar a colmatagem das
membranas. Os experimentos foram realizados utilizando-se as melhores condigdes
tamponantes encontradas no item 4.1.4 para cada adsorvente (Tris-HC1 25 mM pH 7.0 para
PEVA-IDA-Ni(Il}) e PEVA-CM-Asp-Ni(Il) e MA 25 mM, NaCl IM pH 7,0 para PEVA-
TREN-Ni(II))

PEVA-TREN-NI(II)

A Figura 4.12 ilustra a curva de ruptura injetando-se solugio de plasma até a
satura¢do do médulo. Utilizou-se Qp de 1 mL/min e Qf de 0,5 mL/min (tempo de residéncia
de 23,8 segundos).

Segundo eletroforese da Figura 4.12, para PEVA-TREN-Ni(II) detecta-se perda de
IgG pela linha de filtrado apds 4 mL de alimentacdo. Definindo-se o ponto de ruptura para
proteina total em Cf/Ci 1gual a 0,1 (Charcosset er al, 1995), verifica-se que este ocorreu
apos a passagem de 6 mL de solugdo de plasma na linha de filtrado ou apés 12 min de
alimentagiio. A concentragio de proteinas no filtrado aumenta até atingir um valor

estacionério para Cf/Ci1 proximo a 0,6.
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Figura 4.12: Curva de ruptura obtida para PEVA-TREN-Ni(Il). Vazfo de filtrado, Qr = 0,5
mL/min. MA 25 mM, NaCl 1 M pH 7,0. Eletroforese das fragdes de filtrado: Faixas: (M)
marcadores de alta massa molecular; (4-11) correspondentes aos pontos da curva de
ruptura; (P) IgG de alta pureza (Aventis).

A eluicfio das proteinas adsorvidas foi realizada apés a lavagem dos mddulos com
tampio de adsorcdo, segundo procedimento exemplificado em 3.2.7, ou seja, para PEVA-
TREN-Ni(1I), a elui¢#o foi realizada por abaixamento de pH. O perfil de elui¢cdo € mostrado
nas Figuras 4.13 e o balango de massa para proteina total e das andlises nefelométricas para

IgG, albumina e transferrina sfo apresentadas na Tabela 4.10.
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Figura 4.13: Perfil cromatogrifico da etapa de elui¢fio do expenimento de filtragio
realizado com solugdo de plasma humano em PEVA-TREN-Ni(II). Qy: 1,0 ml/min; Qg: 0,5
ml/min. Tampéo de adsor¢io: MA 25 mM, NaCl 1M pH 7,0; dessor¢io: gradiente degrau
pH 6,0, pH 5,0; regeneraciio: EDTA 100 mM pH 7,0. Eletroforeses: (M) marcador de aita
massa molecular, (I} material injetado, (1-2) correspondente aos pontos enumerados do
cromatograma, (R) regeneracio, (P) IgG de alta pureza (Aventis).

Tabela 4.10: Purificag@o para IgG a partir do plasma humano em mini-médulo de filtracdo
PEVA-TREN-Ni(II). Tampao de adsor¢io: MA 25 mM NaCl 1 M pH 7,0.

. IgG/proteina

P:g::;?a I2G?  AH® TRF* total

{(mg/mg)
pH6,0 (mg) 0,4 bt® bt® bt> -

Elui¢éio

pHS50 (mng) 0,1 bt® bt® bt’ -
Regeneracio (mg) 0,7 bt® bt’ bt’ -
Total adsorvido  (mg) 1,2 0,0 0,0 0,0 -

' dosagem pelo método de Bradford, 1975, * IgG, imunoglobulina G, dosagem por nefelometria, ° AH,
albumina humana, dosagem por nefelometria, 4 TRF, transferrina, dosagem por nefelometria, 5l:ut, abaixo do
limite detectavel.
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Para PEVA-TREN-Ni(Il), baixas quantidades de proteinas foram adsorvidas.
Embora a andlise nefelométrica nfo aponte IgG ¢ albumina nas fracfes de eluicio ¢
regeneracdo, a cletroforese SDS-PAGE indica a presenca de IgG ¢ de pequena
contaminagfo por albumina. Comparando-se os experimentos realizados com membranas
em mini-mddulo de filtragdo com aqueles realizados em membranas finamente cortadas,
para PEVA-TREN-Ni(Il), piores resultados de purificacdo foram encontrados para os
experimentos realizados em médulo. Para este caso, os experimentos realizados em médulo
nfo aumentaram a quantidade de proteinas adsorvidas e ainda, a andlise nefelométrica néo
conseguiu acusar a presenca de IgG, provavelmente, devido ao fato das amostras serem
muito diluidas. Devido i baixa capacidade deste adsorvente, outras vazdes de filtragdo e
tempos de residéncia nio foram estudados. Este adsorvente néo foi selecionado para dar

continuidade aos experimentos.
PEVA-IDA-NI(II)

A Figura 4.14 ilustra a curva de ruptura injetando-se solugdio de plasma até a
saturagdo do médulo PEVA-IDA-Ni(II). Utilizou-se, neste caso, duas vazdes diferentes: Qy
de 1 mL/min ¢ Qp de 0,5 mL/min (tempo de residéncia igual a2 23,9 s) ¢ Q;de 1,4 mL/mine
Qr de 0,7 mL/min (tempo de residéncia de 17,1 s). Os tempos de residéncia empregados,
quando aplicados a médulos comerciais de 4rea correspondendo a 2 m?, fornecem altos
valores de vazdes de filtrado (tempos de residéncia 23,9 s e 17,1 s correspondendo a 88,4

mL/min ¢ 123,5 mL/min, respectivamente) (Anexo N).
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Figura 4.14: a) Curva de ruptura obtida para PEVA-IDA-Ni(Il). Vazéo do filtrado: (A) Qr
= (0,5 mL/inin e {0) Qr = 0,7 mL/min . Tampdo de adsorgéo: Tris-HCI 25 mM pH 7,0.
Eletroforese das fragdes de filtrado b) Qr = 0,5 mL/min e ¢) Qr = 0,7 mL/min : Faixas: (M)
marcadores de alta massa molecular; (4-19) correspondentes aos pontos da curva de
ruptura; (P) IgG de alta pureza (Aventis)

Segundo eletroforese da Figura 4.14, para PEVA-IDA-Ni(II), a IgG comega a sair
na linha do filtrado, para as ambas as vazdes, a partir de um volume de filtrado de 5 mL,
porém, definindo-se o ponto de ruptura para proteina total em Cf/Ci igual a 0,1 (Charcosset

et al, 1995), verifica-se que este ocorreu apds a passagem de 7 ¢ 7.5 mL de solugio de
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plasma na linha de filtrado ou apds 14 ¢ 15 min de alimenta¢do para Qrigual a 0,7 ¢ 0,5
ml/min respectivamente. Observa-se também que a concentracio de proteinas no filtrado
aumenta até atingir um valor estaciondrio para Cf/Ci proximo a 0,6, As curvas de ruptura
para proteina total variaram ligeiramente com a vazao. Observa-se que a razdo Cf/Ci para
protefna total da Figura 4.14 ¢ maior para a vazio de 0,7 mL/min até atingir o valor
estacionario 0,6.

A eluigfio das proteinas adsorvidas foi realizada apds a lavagem dos modulos com
tampéo de adsorgfio, segundo procedimento exemplificado em 3.2.7. Para PEVA-IDA-
Ni(Il), a elui¢do foi realizada por aumento da concentragdo de Tris a 100, 300, 500 e 700
mM. O perfil de eluigdo para as duas vazdes é mostrado na Figuras 4.15 e o balango de
massa para proteina total e das andlises nefelométricas para IgG, albumina e transferrina

sdo apresentadas nas Tabelas 4.11.
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Figura 4.15: Perfil cromatogrifico da etapa de clui¢io do experimento de filtrago
realizado com solucgfio de plasma humano em PEVA-IDA-Ni(IT). a) Qg: 0,5 mL/min e b)
Qr: 0,7 mL/min. Tamp#o de adsorcio: Tris-HCl 25 mM pH 7,0; dessorcdo: gradiente
degrau do aumento da concentragdo de Tris 100, 300, 500 ¢ 700 mM; regeneracio: EDTA
100 mM pH 7,0. Eletroforeses: (M) marcador de alta massa molecular, (I) material
injetado, (1-3) correspondente aos pontos enumerados do cromatograma, (R) regeneragio,
(P) IgG de alta pureza (Aventis).
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Tabela 4.11: Purificacdo de IgG a partir do plasma humano em mini-médulo de filtragio
PEVA-IDA-Ni(I). Tampio de adsor¢éo: Tris-HC1 25 mM pH 7,0.

[ IeG/
Proteina 2 3 4 proteina
total . IgG AH TRF total
(mg/mg)
Qr {mL/min) 05 0,7 0.5 0,7 0,5 0,7 0.5 0,7 0,5 0,7

100mM (mg) | 67 72 | 66 72 | b® b | b bt [099 1,00

300mM (mg)| 2,0 2,1 | 19 20 | b® b’ | bt bt | 095 095
Eluigdo
S00mM (mg)| 03 03 | bt 01 | b® b | bt bt - 0,33

700mM (mg)| 02 01 [ b b’ | b bt® | b be | - -

Regeneragio  (mg) | 0,3 03 | b® bt® | bt® bt® | b® bt - -

Total adsorvido (mg)| 95 10,0{ 85 93 100 00 | 00 00 |08 093

" dosagem pelo método de Bradford, 1975, * IgG, imunoglobulina G, dosagem por nefelometria, ° AH,
albumina humana, dosagem por nefelometria, * TRF, transferrina, dosagem por nefelometria, 5bt, abaixo do
limite detectivel

Segundo as eletroforeses apresentadas na Figura 4.15 houve pequena contaminagio
por albumina nas fragées de eluigdo a 700 mM e de regeneragio, embora a quantidade desta
proteina esteja abaixo do limite detectivel pela andlise nefelométrica. Os resultados
apresentados demonstram a adsorg@o de 8,5 e 9,3 mg de 1gG, correspondendo a uma razio
de IgG por proteina total de 0,89 e 0,93 mg/mg para Qr igual a 0,5 e 0,7 mL/min,
respectivamente. Houve quantidade de IgG adsorvida para o experimento realizado
utilizando-se Qg de 0,7 mL/min ligeiramente superior ao experimento utilizando-se Qg de
0,5 mL/min.

Para PEVA-IDA-Ni(I), a comparagio entre os experimentos realizados utilizando-
se as membranas em mini-médulos de filtragdo com aqueles utilizando-se membranas

finamente cortadas sdo apresentados na Tabela 4.12.

82



CAPITULO 4

Tabela 4.12: Compara¢io entre os experimentos de adsorcdo realizados em PEVA-IDA-

Ni(Il) utilizando-se membranas finamente cortadas e membranas em mini-mdédulo de

filtragdo.
Membranas em mini- Membranas
Proteinas Elnidas . . finamente cortadas
mddulo de filtracio (mg/g)
(mg/g)
Qf (mL/min) 0,5 0,7
Proteina Total 454 47,8 8,7
IeG® 40,6 44,5 7.2
AH bt’ bt’ bt’
TRF' bt’ bt’ 0.8
IeG / proteina total {mg/mg) 0.89 0,93 (0,83

! dosagem pelo método de Bradford, 1975, - IeG, inunoglobulina G, dosagem por nefelometria, ' AH,
albumina humana. dosagem por nefelometria, * TRF, transferrina, dosagem por nefelometria. Sbt, abaixo do
limite detectivel. ’

Verifica-se apartir dos resultados, que a seletividade para a adsorciio de IgG a partir
do plasma humano para as membranas em mini-médulo de filtragio mostrou-se diferente
da seletividade apresentada pelas membranas finamente cortadas. Os experimentos em
moédulo ndo apresentaram contaminagio por transferrina enquanto as membranas finamente
cortadas apresentaram contaminagao por esta proteina. A densidade de ligantes imobilizado
{maior para as membranas em médulos), bem como o modo operacional, provavelmente,
provocam as diferencas de seletividade observada. Ademais, possivelmente, a IgG tenha
preferéncia na adsor¢do em IDA-Ni(II) em relagio & transferrina. Porém, nas membranas
cortadas, as proteinas chegam ao sitio de adsorco, localizado nos poros das membranas,
por difusiio, como a IgG (150 kDa) é maior que a transferrina (76 kDa), talvez a
transferrina seja favorecida pelo transporte difusivo ao sitio de ligagio provocando a sua
adsor¢fio. A IgG ndo estaria em concentracgdo suficiente, no interior dos poros, para impedir
a adsor¢iio da transferrina. Nos médulos, as moléculas de IgG sfio forgcadas a passarem
pelos poros das membranas contendo o sitio de ligagiio, favorecendo a adsor¢io de IgG em
relagdo 2 transferrina. O transporte convectivo estaria favorecendo a adsor¢fio de IgG em

detrimento da transferrina. Todavia, testes de seletividade utilizando-se membranas de
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PEVA-IDA-Ni(Il) em presenca de transferrina ¢ de IgG a diferentes concentragdes devem
ser realizados para comprovar esta teoria.

Observou-se ignalmente que o perfil de eluigdo para ambos os sistemas se diferiram,
enquanto para as membranas cortadas o maior pico de eluicio se deu a concentragio de
Tris 300 mM, para o modulo o maior pico se deu a 100 mM. Nos processos de adsor¢io de
proteinas em IMAC, muitas vezes, devido ao tamanho das proteinas envolvidas e da
mobilidade estérica das mesmas, mais de um fon metélico pode participar da retengio de
uma mesma proteina {(proporcionando multipontos de interacdo com a proteina, e,
consegiientemente, forte retencfio da mesma), ou, um tnico ion metilico pode participar da
retencio de apenas uma proteina (diminuindo a forca de reten¢do da proteina ao
adsorvente) (Gaberc-Porekar e Menart, 2001). As proteinas sdio, entdo, capturadas com
for¢as de retencdo diferenciadas. Nos experimentos realizados em médulo, um maior
nimero de IgGs entram em contato com o sitio de adsor¢io, gragas ao transporte
convectivo, e podem estar sendo adsorvidas em maiores quantidades em menores nimeros
de ligacdes de coordenacio com o jon metalico que nos experimentos realizados com
membranas finamente cortadas. Assim, hi uma maior quantidade de IgG fracamente
adsorvida nos modulos sendo removida logo nas primeiras fragdes de elugio a
concentracio de Tris 100 mM.

Para os sistemas utilizando-se o médulo e as membranas finamente cortadas, a razio
média IgG por proteina total adsorvida no mddulo foi de 0,91 e para as membranas
finamente cortadas foi de 0,83 mg/mg, apresentando maior valor para o mdodulo,
demonstrando a maior seletividade para purificacdo de IgG a partir do plasma humano.
Além disso, as membranas em médulos de filtragio apresentaram capacidade de adsorgio
de IgG cinco a seis vezes maior que as membranas finamente cortadas, indicando a

viabilidade da utilizacdo dos médulos de filtragio.

PEVA-CM-Asp-Ni(Il)

A Figura 4.16 ilustra a curva de ruptura injetando-se solugdo de plasma até a

saturacio do moédulo. Utilizou-se neste caso duas vazdes diferentes: Qpigual a I mL/min e
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Qr igual a 0,5mL/min (tempo de residéncia 23,9 s) e Qignal a 1,4 mL/min e Qg igual a 0,7
ml/min (tempo de residéncia 17,1 s) .

1,0 -
a)
0,8 1
0,6
;Q 75}“9‘;8-&4 76““8
O 0,4 p /g_f
—lgG
b)
—Albumina
15G
C
) Albumina

Figura 4.16: a) Curva de ruptura obtida para PEVA-CM-Asp-Ni(Il}. Vazdo do filtrado:
(A) Qr = 0,5 mL/min ¢ (0} Qg = 0,7 mL/min . Tampdo de adsorgdo: Tris-HCl 25 mM pH
7,0. Eletroforese das fracdes de filtrado b) Qr = 0,5 mL/min ¢ ¢) Qp = 0,7 mL/min : Faixas:
(M) marcadores de alta massa molecular; (4-19) correspondentes aos pontos da curva de
ruptura; (P) IgG de alta pureza (Aventis).
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Segundo eletroforese da Figura 4.16, a IgG comeca a sair na linha do filtrado para
ambas as vazGes a partir de um volume de alimentacio de 5 mL, porém, definindo-se o
ponto de ruptura para proteina total em Cf/Ci igual a 0,1 (Charcosset ef al, 1995), verifica-
se que este ocorreu apds a passagem de 7 e 7,5 mL de solugfio de plasma na linha de
filrado ou apés 14 ¢ 15 min de alimentacio para Q igual a 0,7 e 0,5 mL/min,
respectivamente. Observa-se também que a concentracfio de proteinas no filtrado aumenta
até atingir um valor estaciondrio para Cf/Ci proximo a 0,6. As curvas de ruptura para
proteina total variaram ligeiramente com a vazdo. Observa-se que a razio Cf/Ci para
proteina total & maior para a vazao de 0,7 mL/min até atingir ¢ valor estacionario 0,6.

A eluigdo das proteinas adsorvidas foi realizada ap6s a lavagem dos médulos com
tampéo de adsor¢do, segundo procedimento exemplificado em 3.2.7. Para PEVA-CM-Asp-
Ni(II}, a eluig¢do foi realizada por aumento da concentragéo de Tris a 100, 300, 500 e 700
mM. O perfil de eluigio para as duas vazdes € mostrado nas Figuras 4.17 e o balanco de
massa para proteina total e das andlises nefeloméiricas para IgG, albumina e transferrina

sd0 apresentadas na Tabela 4.13.
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Figara 4.17: Perfil cromatogrifico da etapa de elui¢do do experimento de filtragio
realizado com solucfio de plasma humano em PEVA-CM-Asp-Ni(Il). a) Qr: 0,5 mL/min e
b) Qg 0,7 mL/min. Tampdo de adsorcio: Tris-HCl 25 mM pH 7.0; dessorcio: gradiente
degrau do aumento da concentracdo de Tris 100, 300, 500 e 700 mM; regeneracéo: EDTA
100 mM pH 7.0. Eletroforeses: (M) marcador de alta massa molecular, (I) material
injetado, (1-3) correspondente aos pontos enumerados do cromatograma, (R) regeneragio,
(P) IgG de alta pureza (Aventis).
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Tabela 4.13: Purificacio de IgG a partir do plasma humano em mini-médulos de filtragio

PEVA-CM-Asp-Ni(Il). Tampéo de adsor¢éo: Tris-HCI 25 mM pH 7,0.

IgG/
Proteina 3 3 " proteina
total ! IgG AH TRF total

(mg/mg)
{mL/
Qe min) 05 0705 0705 07105 07|05 07
100 5 5 5 s
oy @@ | 62 66 61 66 | b’ b | bt bt® | 0,98 1,00
300 b] 5 5 ] ]
Sy (me) | 24 27 (23 26 | bt bt bt bt' | 095 096

Eluicdo

;‘J}\?‘ me) | 15 17 ] 13 13| b® bt | bt bt | 087 076
m mg) | 1,1 061} 06 02| b’ b’ | bt b |027 033

Regeneracio  (mg) | 0,9 L0 | 07 05 | b b | b® bt | 078 0,50

Total adsorvido {(mg) | 12,1 12,6 | 11.0 11,20 0,0 00 | 0,0 00 | 091 0.8

T dosagem pelo método de Bradford, 1975, © IgG, imunoglobulina G, dosagem por nefelometria, © AH,
albumina humana. dosagem por nefelometria, * TRF. transferrina, dosagem por nefelometria, 5bt, abaixo do
limite detectivel

Segundo as eletroforeses apresentadas na Figura 4.17, houve pouca contaminagio
por outras proteinas do plasma humano. As quantidade de albumina e transferrina estéo
abaixo do limite detectivel pela andlise nefeloméirica. Os resultados apresentados
demonstram a adsor¢do de 11,0 e 11,2 mg de IgG, correspondendo a uma razdo de IgG por
proteina total de 0,90 e 0,89 mg/mg para Qp igual a 0,5 ¢ 0,7 mL/min, respectivamente.
Neste caso, houve quantidades stmilares de IgG adsorvida para ambas as vazdes.

Para PEVA-CM-Asp-Ni(ll), a comparagio entre os experimentos realizados
utilizando-se membranas em mini-médulos de filtracio com aqueles utilizando-se

membranas finamente cortadas sao apresentados na Tabela 4.14.
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Tabela 4.14: Comparacio entre os experimentos de adsor¢iio realizados em PEVA-CM-

Asp-Ni(Il} utilizando-se membranas finamente cortadas ¢ membranas em mini-mddulo de

filtragfo.
) . Membranas em mini- Membranas
Proteinas Eluidas . - finamente cortadas
méddulo de filtracao (mg/g)
(mg/g)
Qr (mL/min) 0,5 0,7 -

Proteina Total 57.9 60,3 9.0

1eG” 52,6 53,6 7.7

AW’ bt* bt’ bt’

TRF bt” bt 0,7

IgG / proteina total (mg/mg) 0,91 0,89 0,86

' dosagem pelo método de Bradford. 1975, © IgG. imunoglobulina G, dosagem por nefelometria, * AH,
albumina humana, dosagem por nefelometria, * TRF, transferrina, dosagem por nefelometria, “bt, abaixo do
limite detectivel.

Verifica-se a partir dos resultados, que a seletividade para a adsorcio de IgG a partir
do plasma humano para as membranas em mini-médulo de filtragiio mostrou-se diferente
da daquela apresentada pelas membranas finamente cortadas, assim como verificado para
IDA-Ni(Il). Os experimentos em médulo ndo apresentaram contaminagfio por transferrina,
enquanto as membranas finamente cortadas apresentaram contaminagio por esta proteina.
As mesmas explicagOes apresentadas para IDA-Ni(II) cabem aqui para CM-Asp-Ni(II).

Para os sistemas utilizando o médulo, a razio média de IgG por proteina total
adsorvida foi de 0,90 e para as membranas cortadas foi de 0,86 mg/mg, apresentando maior
valor para 0 médulo, demonstrando a maior seletividade para a purficagio de IgG a partir
do plasma humano. Além disso, as membranas em mddulos de filtragdo apresentaram
capacidade de adsor¢io de IgG seis a sete vezes maior que as membranas finamente
cortadas, indicando a viabilidade da utiliza¢do dos mddulos.

Os resultados apresentados pelo mddulo PEVA-CM-Asp-Ni(Il) apresentaram
resultados de purificagdo superiores ao apresentado pelo médulo PEVA-IDA-Ni(ID).
Embora a razdo média IgG proteina total para ambos sistemas tenham sido semelhantes,

segundo as eletroforese das frages de eluicio houve menos contaminacio por outras
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proteinas do plasma humano em CM-Asp-Ni(Il) e maiores quantidades de IgG adsorvidas
que o apresentado por IDA-Ni(II).

Os resultados apresentados demonstraram a grande potencialidade do emprego desta
técnica para purificaciio de IgG a partir do plasma humano. Conseguiu-se purificar IgG
com aproximadamente 90% de grau de pureza, em uma unica etapa, utilizando-se ligante
pseudobioespecifico, os ions metdlicos imobilizados, que apresentam estabilidade quimica
e fisica, sdo mais simples, mais baratos, de mais fdcil escalonamento que os ligantes
bioespecificos. Em relacdo aos ligantes bioespecificos proteinas A e G (Anexo L e M),
tradicionalmente utilizados em processos de purificacdio de IgG de diversas fontes, além
deles apresentarem as desvantagens listadas acima em relacio aos fons metdlicos
imobilizados, a proteina A adsorve IgG e em menor grau, IgM, sendo, ainda necessdrio
uma etapa adicional para a remogdo da IgM. A proteina A, ainda, apresenta a desvantagem
de ndo adsorver a sub-classe IgGs.(Loghem, 1982)

Todavia, apesar dos excelentes resultados de purificagiio encontrados utilizando-se
PEVA-CM-Asp-Ni(Il), testes adicionais analiticos em HPLC devem ser realizados a fim de
se determinar a pureza das fragdes de eluicio. Deve-se, além disso, realizar dosagem do ion
niquel nas fracbes de eluicdo (por espectroscopia de emissio Optica com plasma
indutivamente acoplado) para verificar se houve desprendimento deste ion metdlico durante

a etapa de eluicdo.

4.1.7. Isotermas de adsorcio

4.1.7.1. Determinacao da capacidade maxima e da constante de dissociacdo

Os experimentos para a determinaciio das isotermas de adsorciio de IgG para os
adsorventes PEVA-IDA-Ni(II), PEVA-TREN-Ni(Il) e¢ PEVA-CM-Asp-Ni(II) foram
realizados em frascos agitados, a 25°C, seguindo o procedimento descrito no item 3.2.5,
visando determinar a capacidade maxima de adsorcio (Qu) e a constante de dissociagio
(Kq). As isotermas foram determinadas nas melhores condigbes tamponantes, ou seja,

para os adsorvenies PEVA-IDA-Ni(Il) ¢ PEVA-CM-Asp-Ni(Il) os experimentos foram
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realizados utilizando-se o tampao Tris-HCI 25 mM pH 7,0, enquanto para PEVA-TREN-
Ni(I}, utilizou-se o tampao MA 25 mM contendo NaCl .1 M pH 7,0.

Os resultados obtidos para a adsor¢ae de IgG em PEVA-IDA-Ni(Il), PEVA-TREN-
Ni(l) e PEVA-CM-Asp-Ni(II) sdo apresentados na Figura 4.18, com os quais ajustaram-se
os pardmetros do modelo de Langmiiir (Equacéo 3.2) pelo método de regressio ndo-linear

de Levenberg-Marquardt. Os valores de Qp, e Ky obtidos para este modelo estdo

apresentados na Tabela 4.15.

300 -

Q" (mg/g)

C* (mg/mL)

Figura 4.18: Isoterma de adsorcdo de Ig(G humana pré-purificada em membranas (A)
PEVA-IDA-Ni(Il), (1) PEVA-TREN-Ni(Il) e (0) PEVA-CM-Asp-Ni(Il}. Ajuste nfo linear
dos pardmetros segundo modelo de Langmiiir.

Tabela 4.15: Pardmetros obtidos a partir do ajuste n3o-linear do modelo de Langtimir aos

dados de adsor¢do de IgG humana em membranas de PEVA-IDA-Ni(l), PEVA-TREN-
Ni(ll} e PEVA-CM-Asp-Ni(Il).

Parimetros PEVA-IDA-NKII} PEVA-TREN-Ni(ID PEV“EE%'ASP‘
Q n (mg/g de membrana seca) 204,57 £ 4,62 03,91+290 302,27+ 9,26
K¢ (M) (6.13+07)x 10°  (283+03D)x 107 (1,01 £0,12) x 107
Coeficiente de correlaciio 0,975 0,992 0,975
Varidncia 95,85 3,62 215,82
| Desvio padrio 9.79 1.90 14,69
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Os valores de capacidade .mzixima (Qm) obtidos para adsor¢do de IgG humana em
PEVA-AQ-Ni(Il) segue a seguinte ordem em relacdo aos agentes quelantes: CM-Asp >
IDA > TREN. Para os ajustes realizados utilizando o PEVA-CM-Asp-Ni(Il) e PEVA-IDA-
Ni(Il) em presenca do tampdo Tris-HCI, a capacidade de adsorcio segue a mesma ordem
encontrada para adsorcio de IgG pré-purificada em modo dindmice (item 4.1.3). Para
PEVA-TREN-Ni(Il), o valor de Qn encontrado foi inferior ao encontrado para os outros
adsorventes estudados neste item,

Em relacdo a constante de dissociagio (Ky), os valores encontrados seguem a
seguinte ordem em relacdo aos agentes quelantes estudados TREN > CM-Asp > IDA, ou
seja, a afinidade entre o suporte ¢ a IgG € maior para PEVA-IDA-Ni(Il), seguido de PEVA-
CM-Asp-Ni{Il) e PEVA-TREN-Ni(I).

Os valores dos coeficientes de correlagiio do ajuste foram de 0,975, 0,992 e 0,975
para PEVA-IDA-Ni(Il); PEVA-TREN-Ni(ll) ¢ PEVA-CM-Asp-Ni(ll}, respectivamente
(valores préximos a 1,0). Para avaliar a validade do ajuste do modelo de Langmiiir, foi
realizado a linearizagio do modelo segundo a equagdio de Scatchard (equagfio 3.3), onde a
forma do grafico Q*/C* em fungio de Q* é sensivel para indicar 2 existéncia de interacoes

cooperativas na adsor¢do das proteinas no ligante imobilizado (Figura 4.19).

a) PEVA-TDA-Ni(II)

400 -

, | : | : . |
0 50 100 150 200 250
Q*
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b) PEV A-TREN-Ni(I)
20+

15+

0+ : g ' ™ ' ' ' !

Q*

¢) PEVA-CM- Asp-Ni(ID)
400

300

Figura 4.19: Grifico de Scatchard para os dados de adsor¢io de IgG humana pré-
purificada em membranas a) PEVA-IDA-Ni(II), R* = 0.81; b} PEVA-TREN-Ni(I), R? =
0,99 e ¢) PEVA-CM-Asp-Ni(Il), R =0,86.
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A andlise do grifico de Scatchard mostra que os dados referentes a adsor¢io de IgG
as membranas de PEVA-TREN-Ni(Il), apresentou comportamento linear indicando a
validade do modelo de Langmiiit e natureza homogénea das interagbes entre matriz e
proteina. O modelo de Langmiiir € simplificado e assume as seguintes hipéteses: a adsorciio
¢ reversivel e limitada a uma camada, a superficie interna do sélido € homogénea e
apresenta um ntmero finito de sitios ativos, as moléculas adsorvidas nfo interagem entre si
¢ ndo hd adsorcio competitiva.

Para a adsor¢do de IgG humana em PEVA-IDA-Ni(II) e PEVA-CM-Asp-Ni(Il), o
grifico de Scatchard ndo apresentou um comportamento linear, indicando a existéncia de
desvios do modelo de Langmiiir. Estes desvios podem estar relacionados 2 existéncia de
interacdes de cooperatividade, originadas devido i natureza macromolecular da proteina e
da existéncia de multiplas interagdes entre a matriz e os multiplos grupos funcionais da
biémolécula. Como visto anteriormente, as interagdes entre a IgG e a matriz, apresentam,
possivelmente, contribuigdes de interagdes eletrostaticas na utilizagio do tampéo Tris-HCI
em auséncia de NaCl, além das interacGes de coordenaciio entre o {on metdlico e a proteina.
Além disso, contribui¢des hidrofGbicas entre proteina-proteina ¢ proteina matriz podem
ainda participar na retencio da IgG no adsorvente. Existe ainda a possibilidade das IgGs
(devido ao tamanho e efeito estérico) estarem se ligando & matriz por meio de interacoes
multipontos (forte retengiio da IgG) onde mais de um ion metdlico participa da retencéo da
mesma proteina, ou, um Unice ion metalico participa da retengio de uma dnica IeG
(diminuindo a forca de retengdo da IgG ao adsorvente). Todos esses fatores contribuem
para o desvio do modelo de Langmiiir.

Aplicou-se, entdo, para adsorgdo de IgG humana em PEVA-IDA-Ni(Il) e PEVA-
CM-Asp-Ni(Il), o modelo de Langmiiir-Freundlich (Eq. 3.4). Esse modelo leva em
consideraciio a existéncia de heterogeneidade das interagdes entre a proteina e o adsorvente.
A Figura 4.20 apresenta os ajustes das curvas segundo o modelo de Langmiiir-Freundlich,
enquanto os parimetros do modelo, ajustados segundo método nio-linear de Levenberg-

Marquardt, estfio apresentados na Tabela 4.16.
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300~
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Figura 4.20: Isoterma de adsor¢do de IgG humana em (A) PEVA-IDA-Ni(Il) e (o) PEVA-

CM-Asp-Ni{Il) com ajuste nio linear dos parimetros segundo modelo de Langmiiir-
Freundlich.

Tabela 4.16: Parimetros obtidos a partir do ajuste ndo linear do modelo de Langmtiir-
Freundlich aos dados de adsor¢do de IgG humana em membranas de PEVA-IDA-Ni(II) e
PEVA-CM-Asp-Ni(Il).

Parimetros PEVA-IDA-Ni(II) PEVA-CM-Asp-Ni(ll)
Q.. (mg/g seca de membrana) 22430+ 15,34 349,80 + 30,62
Kd g, (M) (720 £0.21) x 107 (1,21 +0.18)x 10°
n 0,73 £ 0,09 0,74 £ 0,09
Cocficiente de correlagio 0,984 (0,983
Varifncia 05,84 162,80
Desvio padréo 8,11 12,76

O ajuste nio-linear, segundo o modelo de Langmilir-Freundlich, apresentou valor de
n menor que | para PEVA-IDA-Ni(Il) e PEVA-CM-Asp-Ni(Il). o que indica uma
cooperatividade negativa, ou seja, a adsor¢do de uma molécula de IgG desfavorece a

adsorcio de outra molécula do anticorpo.
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Os valores de Kd ¢ Kd;r obtidos com ajuste ndo-linear dos modelos de Langmiiir e
Langmiiir-Freundlich para a adsorcdo de IgG em PEVA-IDA-Ni(Il), PEVA-CM-Asp-
Ni(I) e PEVA-TREN-Ni(ll}, sdo valores tipicos de constantes de dissocia¢io que
caracterizam sistemas de pseudobioafinidade, onde os valores estdo na faixa de 107 a 107
M. Os valores de Qn obtidos segundo o ajuste dos modelos de Langmiiir ¢ Langmiiir-
Freundlich evidenciam alta capacidade de adsor¢fio de IgG em PEVA-IDA-Ni(II} e PEVA-
CM-Asp-Ni(Il). Serpa er al, 2005 obteve valores de Qn igual a 63,4 mg/g seca para
adsorcdo de IgG, de camundongo em PEVA-IDA-Zn(Il), valores inferiores ao encontrado
neste trabalho. Segundo Sulkowski, 1989, o fon metdlico niquel proporciona maior
capacidade de adsorcdo que o zinco, sendo provavelmente um dos motivos do maior valor
de Qu encontrado no presente trabalho. Cabe ressaltar que a fonte das imunoglobulinas nfo
¢ a mesma (IgG de camundongo, no caso do trabalho de Serpa et al, 2005 ¢ IgG humana,

neste presente trabalho).

4.1.7.2. Determinacio de pariametros termodinimicos

A fim de estudar os parimetros termodinimicos do sistema PEVA-IDA-Ni(Il),
{escolheu-se este sistema pelo fato do IDA ser um agente quelante tradicionalmente usado
em IMAC) realizou-se isotermas de adsorcdo as temperaturas constantes de 4°C, 15°C,
25°C e 37°C (seguindo protocolo apresentado no item 3.2.5). Utilizou-se, nesta etapa, os
tampdes de adsorgdo Tris-HC1 25 mM pH 7,0 e Tris-HCI 25 mM contendo 1 M NaCl a pH
7.0 para estudos de interacSes eletrostéticas e hidrofobicas. Os tamp&es acrescidos de sal
NaCl, de alta forca idnica, desfavorecem as interacdes eletrostiticas, porém favorecem as
interacdes hidrofdbicas. O ajusie ndo-lincar das isotermas ao modelo de Langmiiir estdo

apresentados nas Figuras 4.21 e Tabelas 4.17 € 4.18.
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Figura 4.21: Isoterma de adsorgio de IgG humana pré-purificada em membranas PEVA-
IDA-Ni(Il) em presenca do tampéo de adsor¢éo a) Tris-HCI 25 mM pH 7,0 e b) Tris-HCl
25 mM , NaCl 1 M pH 7,0 a diferentes temperaruras: (o) 4°C, (A) 15°C (o) 25°C e (*)
37°C. Ajuste ndo linear dos parimetros segundo modelo de Langmiir.

Tabela 4.17: Pardmetros obtidos a partir do ajuste ndo-linear do modelo de
Langmiiir aos dados de adsor¢iio de IgG humana em membranas PEVA-IDA-Ni(H)
utilizando-se o tampdo de adsor¢éo Tris-HCI 25 mM pH 7,0

Pardmetros 4°C 15°C 25 °C 37 °C
Q m (mgfg de 2627 + 8,6 228,072 204,6 + 4,6 1594 + 4,6
membrana seca)
Ky (M) (,L7+#0,2)x 107 (9,9+1,3)x 10° (6,1 £0,7) x 10°° (53 +0,8) x 10°
Coeficiente de 0,976 0,078 0975 0,948
correlacio
Vartancia 206,30 153,71 95,85 121,67
Desvio padrio 14,36 12,40 9,79 11,03
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Tabela 4.18: Pardmetros obtidos a partir do ajuste nfio-linear do modelo de Langmiiir aos
dados de adsor¢io de IgG humana em membranas PEVA-IDA-Ni(Il) utilizando-se o
tampao de adsor¢do Tris-HC] 25 mM contendo | M de NaCl a pH 7,0

Parimetros 4eC 15°C 25°C 37°C
Qm(mg/gde 505.0 +72.5 2793 £ 436 1242 +4.8 92.2 £ 4.0
membrana seca)
Ky (M) (89+02)x 107 (@7x02)x107 (63x12)x10° (22+07)x 10°¢
Coeficiente de 0.908 0,892 0,923 0912
correlacio
Variincia 934,01 6541 103,08 94,35
Desvio padrio 30,56 25,58 10,15 9.71

Os parimetros termodinimicos de adsor¢io foram determinados de acordo com
procedimento apresentado na seciio 3.2.6, como descrito por Haupt ef al, 1995 e estdo
apresentados na Tabela 4.19. A Figura 4.22 apresenta o grifico de Van’t Hoff (Ln (Kd) em
fungdo de 1/T), onde o coeficiente angular da reta fornece os valores de AH°, segundo

Equacio 3.9.

-8 ] | —
3l 33 3,5 3,7
_-10 - o
g
| 4
P |
-12 -‘
-14 -

1000 *(1/T)

Figura 4.22: Grafico de Van’t Hoff (Ln (Kd) em funcédo de 1/T) para a adsorgfio de IzG em
presenca dos tampdes : (A) Tris-HCI 25 mM pH 7,0 e (©) Tris-HCI 25 mM, 1 M NaCl
pH7.0
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Tabela 4.19: Parimetros termodinimicos para a adsorgiio de IgG em PEVA-IDA-Ni(IT) em
presenca do tampio Tris-HC] 25 mM pH 7,0 contendo 0 M ¢ 1 M de NaCl.

Tampio Temperatura  AG® (kJ/ mol)  AH® {k}/ mol) AS®(Jf mol)

4°C 247 183.8

15¢C 27,0 184.6
Tris-HCI 25 mM 4260
() M NaCl ”

25°C -29.1 185.6

37°C -30.6 183.2

4°C . 21,0 383,1

) 15°C 234 376,6
Tris-HC1 25 mM +85.1

1 M NaCli ’
25°C -29.0 383.,0
37°C 32,8 3804

Os valores de AG® foram calculados para ambos os sistemas contendo O M e | M de
NaCl, em todas as temperaturas (Tabela 4.19). Os valores AG® foram negativos em todos os
casos, indicando o processo favordvel da adsorco. Qs valores de AG® obtidos nestes
experimentos vartaram de — 21,0 a -32,8 kJ/mol. Esses valores sio de magnitude similares
aos valores encontrados por Finette er al, 1997 para silica-IDA-Cu(Il) utilizando a proteina
albumina do soro humano (-28,3 a -29.4 kJ/mol). J4 os valores de AS° encontrados sio
positivos em todos os casos, indicando um aumento na desordem total do sistema durante a
adsor¢do. Segundo He et al, 2006, do ponto de vista da estrutura da dgua, valores de AS® e
AH® posttivo sdo freqlientemente vistos como evidéncia de interacdes hidrofébicas. Ainda,
interacdes eletrostiticas entre espécies idnicas em solugio aquosa sdo caracterizadas por
valores de AS® positivos e AH® negativo, enquanto AS°® ¢ AH® negativos sio caracteristicos
de ligacbes de hidrogénio. Os valores de AH® encontrados foram positivos (26,2 e 85,1
k}/mol para os sistemas contendo 0 M e [ M de NaCl, respectivamente), indicando, neste
caso, a contribuigiio de interagdes hidrofébicas em ambos sistemas.

O abaixamento da temperatura favorece as liga¢des entre a proteina e o fon metilico

imobilizado e também as interaces eletrostiticas (Finette er a/, 1997). Normalmente
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observa-se um aumento no valor de Kd com o aumento da temperatura nos processos
envolvendo ligacSes de coordenagfio efou interacdes eletrostaticas. O oposto foi observado
na adsor¢io de IgG em PEVA-IDA-Ni(I) em presenga de ambos tampbes testados (Tris-
HCI contendo 0 e 1 M de NaCl).

Apesar dos resultados dos parimetros termodindmicos indicarem que as interagdes
hidrofébicas séio importantes na adsor¢io, interacdes eletrostiticas bem como as ligagdes de
coordenagio (supostamente a principal ligaciio entre protefna e matriz nos processos
envolvendo IMAC) ndo sdo excluidas. Normalmente, as interacSes hidrofébicas sio as
Gnicas interagbes que aumentam com o aumento da temperatura (Haupt et al, 1993).
Espera-se, portanto, que nos processos envolvendo estas interagdes como a principal
contribuicdo na adsorciio de proteinas, que a afinidade e a capacidade aumentem com a
temperatura {Finette ef al, 1997). Em relagio & afinidade, observou-se nos resultados
apresentados, que a constante de dissociagdo (Kd) diminui com o aumento da temperatura,
fornecendo, desta forma, valores de AH°® positivos, demonstrando a existéncia das
contribui¢des hidrofébicas. Porém, os resultados para Qm, tanto na utilizagio de NaCl,
como para aquele em auséncia de NaCl, diminuiram com ¢ aumento da temperatura.
Observa-se, ainda (Tabelas 4.17 e 4.18), que a baixas temperaturas (4 e 15 °C), a presenca
de 1 M de NaCl no tampao proporcicnou maiores valores de Qm que em auséncia de NaCl.
Uma primeira hipétese para este comportamento estd na possibilidade do sal NaCl no
tampéo Tris-HCI favorecer uma maijor ocorréncia de ligacSes de coordenacio ou favorecer
ainda o surgimento de uma adsor¢io multicamada nessas temperaruras. Porém, em
temperaturas mais elevadas (25 e 37°C), a utilizagdo de NaCl proporcionou diminui¢do nos
valores de Qm, indicando, que a temperaturas mais elevadas, a utilizagdo do tampéao Tris-
HCI em auséncia de NaCl parece favorecer a contribuicfo de interagdes eletrostaticas.

Uma explicagio possivel dos resultados apresentados pode estar na natureza
heterogénea da adsor¢do. A andlise dos graficos de Scatchard (Anexo K) mostrou o desvio
do comportamento de Langmuir para todos os casos, indicando a heterogeneidade da matriz
e das interagdes entre protefna — adsorvente e proteina — proteina. Nota-se que em menores
temperaturas, hd um maior desvio do comportamento de Langmuir. As IgGs (devido ao
tamanho e efeito estérico) podem estar se ligando & matriz em interacdes multipontos (forte

retengdo da IgG), ou, em um tinico ion metalico (diminuindo a forca de retengdo da IgG ao
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adsorvente) (Figura 4.23) ou ainda interagdes proteina-proteina podem tomar lugar
(Gaberc-Porekar ¢ Menart, 2001 e Johnson e Arnold, 1995). Em baixas temperaturas, hd o
favorecimento das ligacGes de coordenacfio (Finette et al, 1997) e, conseqglientemente, pode
haver o favorecimento da adsor¢do de IgG, em relagdo as temperaturas mais altas, de
ligagOes variadas multipontos ou em um nico ponto (forca de retengfio mais baixa). Um
mator niimero de IgG adsorvida a matriz, em relagio 4 temperaturas mais altas, parece
favorecer o aparecimento de uma segunda camada de adsorgio da IgG (adsorcio
multicamada). As Figuras 4.24 e 4.25 apresentam os dados experimentais e as curvas
ajustadas usando os modelos de Langmitir-Freundlich ¢ Multicamada de Langmiiir ¢ as
Tabelas 4.20 ¢ 4.21 apresentam os pardmetros ajustados para os modelos. Os dados ndo
convergiram para o ajustc ao modelo de Langmiiir-Freundlich para os experimentos
realizados em presenga de Tris-HC1 25 mM contendo NaCl nas temperaturas de 4 € 15 °C.
O ajuste dos dados ao modelo Multicamada de Langmiiir mostra uma maior afinidade entre
proteina — proteina (Kyq) em menores temperaturas. Os resultados apontaram ainda, que o
modelo multicamada se ajustou bem aos dados referentes a 4°C ¢ 15°C em presencga de
NaCl, indicando que a adicdo de NaCl nessas temperaturas pode ajudar na formacgdo da
multicamada. Possivelmente, essa outra camada de IgG adsorvida, é govemada por

interagdes hidrofébicas (interagéo proteina-proteina).

Figura 4.23: InteracOes propostas em IMAC a) interagdes multipontos, b) interagdes em
um tnico ponto (adaptado de Gaberc-Porekar € Menart, 2001) .

Com o aumento da temperatura, as ligacdes de coordenacfio sfio desfavorecidas,
provavelmente as ligaces de IgGs de menor forga de retengfio sdo também desfavorecidas,

permanecendo preferencialmente ligada & matriz as IgGs com maior forca de retengéo (uma

100



Q* (mg/g)

CAPITULO 4

IgG por sitio de adsor¢do) com maior afinidade pela matriz (observa-se um comportamento
mais proximo ao de Langmiiir com o aumento da temperatura). Desta maneira, diminui-se
também a capacidade do adsorvente, diminuindo a quantidade de IgG adsorvida em
monocamada e, conseqiientemente, desfavorecendo o aparecimento da segunda camada de
adsorcdo (em maiores temperaturas Kyq diminui) e desta forma diminuindo a capacidade
para a adsorc¢do de IgG.

Conclui-se que os resultados dos pardmetros termodindmicos indicaram a
prevaléncia de interacdes hidrofébicas no sistema, porém devido a heterogeneidade da
matriz e das ligacoes proteina — proteina e proteina — matriz, as interagdes eletrostdticas e
ligacoes de coordenacio ndo sdo excluidas. Em baixas temperaturas ha maior adsor¢do de
IgG e, conseqiientemente, o aparecimento de multicamadas devido a interagcoes
hidrofébicas predominantes nas interagdes proteina-proteina, interagoes essas favorecidas
pelo acréscimo de NaCl. Com o aumento da temperatura, o perfil das isotermas se
aproxima do comportamento Langmuiriano, ha o desfavorecimento do aparecimento da
multicamada devido as menores quantidades de IgG adsorvidas em monocamada e,
conseqiientemente, as contribui¢oes hidrofébicas devido as interagio proteina — proteina

sdo minimizadas.
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Figura 4.24: Isoterma de adsorcdo de IgG humana pré-purificada em membranas PEVA-
IDA-Ni(I) em presenga do tampdo de adsorcio a) Tris-HCI 25 mM pH 7.0 e b) Tris-HCI
25 mM , NaCl 1 M pH 7,0 a diferentes temperaruras: (o) 4°C, (A) 15°C (=) 25°C e ()
37°C. Ajuste nao-linear dos parametros segundo modelo de Langmiiir-Freundlich.
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Figura 4.25: Isoterma de adsor¢do de IgG humana pré-purificada em membranas PEVA-
IDA-Ni(IT) em presenca do tampdo de adsor¢do a) Tris-HCI 25 mM pH 7,0 e b) Tris-HCl
25 mM , NaCl 1 M pH 7,0 a diferentes temperaruras: (0) 4°C, (A) 15°C (1) 25°C e ()
37°C. Ajuste ndo linear dos pardmetros segundo modelo de Multicamada de Langmiiir.

Tabela 4.20: Parametros obtidos a partir do ajuste linear do modelo de Langmuir-
Freundlich aos dados de adsor¢do de IgG humana em membranas de PEVA-IDA-Ni(II)
utilizando-se o tampao Tris-HCI 25 mM em presenca de 1 M e 0 M de NaCl

Qumax (Mg/g Coeficiente .
seca de Kd n de Variancia Desvjo
~ padrado
membrana) correlacdo
4°C - ) - ’ -
I M 159 = - - - - _
NaCl
200 173,9 + 30,8 (1,1 £0,3)x 107 0,46 +£0,10 0,97 42,42 6,51
37°C 1173 +283 62+37)x* 0,46 + 0,20 0,93 71,13 8,43
i 378,7 + 60,1 (2,3+0,5) x 107 0,59 + 0,07 0,99 108,52 10,42
Y 282,7 + 23,7 (1,3+0,2) x 107 0,64 £ 0,07 0,99 70,27 8,38
Zero M
NaCl i
25 °E 2243+ 150 (7,2+0,2) x 10 0,73 £ 0,09 0.98 65.84 8,11
370c 161,590  (63+12)x10°  0,82+0,20 0,95 12817 1132
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Tabela 4.21: Parimetros obtidos a partir do ajuste linear do modelo de multicamada de
Langmiiir aos dados de adsor¢io de IgG humana em membranas de PEVA-IDA-Ni(II)

utilizando-se o tampéo Tris-HCI 25 mM em presenga de I M e Zero M de NaCl.

Quax (mg/g Coeficiente _
seca de Kd Kdd de Variancia DBSV‘} 0
= padrio
membrana) correlacio
4°C 1600 £9,1 (9,1+2D)x10° (2,820,1)x 10" 0,98 251.,0 15,8
IM  15°C 1231 +£153 (83+46)x10° (3,1+05)x 107 0,93 428,1 20,7
NaCl
25°C 110,187 (46=14x10° (L7+10x10° 0,89 103.3 10,2
37°C 1173283 (1,7+£0.6)x10° (1,0£04)x10? 0,88 75,7 8.7
4°C  2§1,1x172 (1,1+03)x10° (94+34)x10* 0,98 182,1 13,5
15°C 2038+ 148 (80+17)x10° (Z1£13)x107 0,8 153.6 i2.4
Zero M
NaCl _ ;
a 5°C 1855475 (47207x10° (14205 x10° 0,97 89,9 9,5
370 1546% 109 (5,1£12)x10° (1,0£22)x 107 0,92 1351 116
4.2. UTILIZACAO DO AGENTE QUELANTE CM-Asp COMO LIGANTE PARA

A PURIFICACAO DE IgG A PARTIR DO PLASMA HUMANO

Os agentes quelantes IDA, TREN e CM-Asp quando imobilizados apresentam carga

elétrica em pHs neutros como demonstrado no item 4.1.3 3 4.14 Como verificado
anteriormente, 0 TREN apresenta carga liguida positiva, enquanto o CM-Asp e o IDA
apresentam carga liquida negativa em pHs neutros. A partir dos resultados apresentados no
item 4.1.3 ¢ 4.1.4, verificou-se a influéncia das interacdes eletrostaticas na adsor¢iio de
proteinas na utiliza¢do de tampdes em auséncia de NaCl devido a carga liquida apresentada
pelos adsorventes. Verificou-se que, em presengca de tampio em auséncia de NaCl, o
adsorvente PEVA-TREN-Ni(Il), carga liquida positiva em pH 7,0, adsorveu grandes

quantidades de proteinas de carga liqﬁida negativa (albumina principalmente de pl 4,9),
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enquanto PEVA-IDA-Ni(ll) e PEVA-CM-Asp-Ni(Il} adsorveram preferencialmente IgG
(6,3 > pl > 9,0). O adsorvente PEVA-CM-Asp-Ni(II'* apresentou ainda maior capacidade
para adsorver IgG que o PEVA-IDA-Ni(Il}) em prcinca do tampdo de Tris-HCI em
auséncia de NaCl, indicando que as contribuigdes das interagdes eletrostaticas sdo maiores
na utilizacio do agente quelante CM-Asp. Esse resultado ¢ esperado jd que o CM-Asp
apresenta trés grupamento carboxilico de pKs abaixo de 4,0 enquanto o IDA apresenta
apenas dois.

Desta forma, explorando as caracteristicas de carga do CM-Asp, avaliou-se a
utilizac@io deste agente quelante imobilizado a membranas de PEVA ndo quelatado a metal
com a finalidade de purificar IgG a partir do plasma humano. Nestes experimentos
cromatograficos nio foram efetuadas as etapas de carregamento da coluna com sulfato de
metal. Os tampdes de adsor¢io testados foram o Tris-HC1 25 mM, Mops 25 mM e Mes 25
mM em diferentes pHs. Foi injetado a coluna plasma humano diluido 1:5 em tampdo de
adsorco (8,5 mL) contendo quantidades préximas a 110 mg de proteinas totais, 5.5 a 6,0
mg de IgA, 19 a 20 mg de IgG, 1,5 a 2,5 de IgM, 57 a 60 mg de albumiina, 3,5 a 4,0 mg de
transferrina. A eluigfio foi realizada pela adicdo de 1 M de NaCl, enquanto a regeneracio
foi feita com solugiio de NaOH 20 mM. O resumo dos experimentos realizados é mostrado
na Figura 4.26, apresentando as quantidades das proteinas IgA, IgG, IgM e transferrina
medidas nas etapas de eluicio. A albumina néo foi detectada por nefelometria nas fragdes

de elui¢do de nenhum dos experimentos realizados.
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15

1 0 O .

proteinas adsorvidas {mg)

Tris—HClpH 7,0| Tris-HCIpH8,0| MopspH6,5 | MopspH7,5 Mes pH 6,5

mg % mg % mg % mg % mg %

| oG 4,9 85 3,4 85 10,2 86 4,3 84 9,5 85
Hga | 03 5 0,2 5 0,7 6 0,3 6 0,7 6
BWigMm| 08 10 0,4 10 0,9 8 0,5 10 0,8 7
O TRF| 0,0 0 0,0 0 0,1 1 0,0 0 0,2 2

Figura 4.26: Total de proteinas adsorvidas em PEVA-CM-Asp finamente cortadas,
Volume do leito: 5 mL. Injec@io de 8,5 mL de solugdo de plasma diluido 1:5 em tampdo de
adsorcdio. Vazdo: 0,5 mL/min. Eluicio por adi¢fio de 1 M de NaCl ao tampéo de adsorgéo.
Dosagem por nefelometria de: IgA, IgG e IgM, TRF (transferrina)

A partir dos resultados apresentados, nota-se que houve adsorcéio de IgA (3,9 > pl >
6,1, Lijima et al, 1999), IgM (3,9 > pl > 6,1, Lijima et al, 1999) ¢ IgG em todos os
experimentos. A eluicdo por adicio de NaCl sugere que as interagdes cletrostéticas
predominam. A transferrina (pI = 5,5,, Putnam et al, 1975) foi adsorvida em pequenas
quantidades apenas nos experimentos realizados utilizando-se tampdes de pH 6,5. Nota-se
que as quantidades de IgG, IgA e IgM adsorvidas aumentam com o decréscimo do pH. A
utilizacfio do tampdo Tris-HCl nfio proporcionou alta adsor¢io de IgG, provavelmente
devido aos valores de pHs utilizados, pH 7,0 e 8,0 (faixa tamponante do Tris-HCI: pH de
7,0 2 9,0). As maiores quantidades de IgG adsorvidas foram obtidas para Mops ¢ Mes 25
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mM, ambos a pH 6,5. As Figuras 4.27 e 4.28 e as Tabelas 4.22 ¢ 4.23 apresentam o
cromatograma e eletroforese SDS-PAGE, assim como o balango de massa para as proteinas

estudadas.
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Figura 4.27: Cromatografia de plasma diluido 1: 5 em tampdo de adsor¢io Mops 25 mM a
pH 6,5. M- marcador de alta massa molecular; I: injegfo; L- lavagem; E: eluigio por adi¢do
de 1 M NaCl ao tampio de adsor¢fo; R: regeneracdo: NaOH 20 mM; P- IgG de alta pureza
Aventis.

Tabela 4.22: Balanco de massa para IgG, IgA, IgM, transferrina e albumina humana.
Tampéo de adsor¢o: Mops 25 mM, pH 6,5. Elui¢do: Mops 25 mM, pH 6,5, 1 M NaCl

IgG/PT  Fator de
(mg/mg) purificaciio

PT' IgA® 1gG® IgM* AH® TRF®

(mg) 106,77 54 189 1,7 575 35

Injecd 0,18 1.00
WELA0 () 1000 1000 1000 1000 1000 100.0
(mg) 1058 49 112 09 566 34
L 0.11 0,59
AVAEEM (o) 992 903 594 545 986 944 ’
T
Buige MO 119 07 102 09 b 0l 0.56 76

(%) 11,2 12,7 3540 5344 0,0 29

Recuperacio (mg) 117,7 56 214 19 566 3,5
perag (%) 110,3 1030 1134 1089 98,6 973
" PT, Proteina Total, dosagem pelo método de Bradford, 1975, * IgA, imunoglobulina A, dosagem por
nefelometria, ° IgG, imunoglobulina G, dosagem por nefelometria, ° Imunoglobulina M, dosagem por
nefelometria, > AH, albumina humana, dosagem por nefelometria, ® TRF, transferrina, dosagem por

nefelometria. ?bt, abaixo do limmite detectivel.

106



CAPITULO 4

=1 3 L)
% 1,0 b ] ot |
k=
T .
§ 0,8 | P
i B A
2 g 0,6 | -
o —y
lg'g054_ BI_.}—_}_WEiP
£~ '
E o2 K L\M
<

0 5

Fragbes

Figura 4.28: Cromatografia de plasma diluido 1: 5 em PEVA-CM-Asp. Tampdo de
adsorcdo Mes 25 mM pH 6,5; M- marcador de alta massa molecular; I inje¢do; L:
lavagem; E: elui¢do por adigéio de NaCl 1 M ao tampédo de adsor¢io; R: regeneracio,
NaOH 20 mM; P: IgG de alta pureza Aventis.

Tabela 4.23: Balanco de massa para proteina total, IgG, IgA, IgM, transferrina e albumina
humana. Tamp&o de adsor¢do: Mes 25 mM, pH 6,5. Eluigio: Mes 25 mM, pH 6,5, 1 M
NaCl

1 2 3 ] 5 s lgG/PT Fator de
PT IgA® IgG" IgM” AH®° TRF (mg/mg) purificacio

(mg) 1063 59 205 21 578 36

N 0.1 i
Ijecdo 0y 1000 1000 1000 1000 1000 100.0 ?

(mg) 10L6 53 132 1,0 621 36

0,13 0,68
Lavagem o 956 905 644 479 1074 988
. (mg) 112 07 95 09 b’ 02

I 0.85 4.46
Eluiggo 0y 105 114 463 411 00 46
50 L] I'l 6 T *

Recuperagie (M8 1128 60 227 18 61 38 ] ]

(%) 106,1 101,9 110,7 %90 1074 1034

UPT, Protema Total, dosagem pelo método de Bradford, 1975, * IgA imunoglobulina A, dosagem por
nefelometria, ° 1gG, imunoglobulina G, dosagem por nefelometria, * Imunoglobuhna M., dosagem por
nefelometria, > AH, albumina humana, dosagem por nefelometria, ° TRE, transferrina, dosagem por
nefelometria, "bt, abaixo do limite detectivel.
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Os anexos Ie J apresentam os cromatogramas, bem como o balanco de massa para
todas as proteinas medidas e eletroforeses dos demais experimentos. Os resultados
apresentados indicam a adsorgio de 9,5-10,2 mg de IgG ( 46-54% do total injetado),
quantidades equivalentes a apresentada por PEVA-CM-Asp-Ni(Il) (membranas finamente
cortadas) em presenc¢a de Tris-HCI 25 mM pH 7,0. Porém, a utilizagio de PEVA-CM-Asp
sem metal promoveu a adsor¢io de IgA, IgM e pequena quantidade de transferrina. Além
disso, os methores resultados em PEVA-CM-Asp estd associado ao uso de um tampao de
alto custo, sendo o Mops e 0 Mes um tampéo de quatro a cinco vezes mais caro qu eo Tris.
Todavia, a utiliza¢iio do adsorvente PEVA-CM-Asp apresenta a vantagem da falta de risco
da contaminacdo das solucdes protéicas por desprendimento de ions metdlicos ao meio.
Desta forma, ainda hd a possibilidade da utilizagdo de PEVA-CM-Asp em processos de
remocio de IgG do plasma humano em pacientes com doengas auto-imunes e mielomas.
No entanto, estudos mais aprofundados devem ser realizados a fim de comprovar a
eficiéncia do sistema para este fim.

Comparando-se esses resultados com os obtidos utilizando-se proteina A e G como
ligante (anexo L e M) observa-se que os resultados obtidos para PEVA-CM-Asp obtiveram
menor seletividade. Porém, ainda que a seletividade tenha sido menor, 0 CM-Asp apresenta
as vantagens da cromatografia de troca idnica em relagio & cromatografia de afinidade.
Como uma primeira etapa de purificacdo, os resultados mostram-se satisfatérios.
Experimentos adicionais para determinaciioc da capacidade méxima de adsorgio e
experimentos em mdédulo PEVA-CM-Asp devem ser realizados a fim de comprovar a
eficiéncia do sistema. A utilizagdo do mddulo pode, ainda, evitar a adsorcdo de IgM, jd que
a molécula de IgM (900 kDa) € grande o suficiente para ndo atravessar os poros da

membrana (tamanho nominal de corte de 600 kDa).
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CAPITULO 5

CONCLUSOES

A cromatografia por fons metdlicos imobilizados em membranas de PEVA foi
investigada, neste trabalho, como uma técnica potencialmente vidvel para a purificacio de
IgG a partir de solugio de plasma humano em alternativa a métodos tradicionalmente
estudados que utilizam géis de agarose como suporte e ao método de Cohn, utilizado em
escala industrial para purificacio de IgG. Neste trabalho, foi avaliado o efeito dos agentes
quelantes IDA, TREN e CM-Asp imobilizados em membranas de PEVA para a purificagio
de IgG a partir do plasma humano.

Verificou-se que o sistema tamponante influencia na seletividade e no perfil de
eluicdo de IgG em PEVA-AQ-Me(ll). As melhores condi¢des de purificacio foram
encontradas com os mddulos de filtracao PEVA-IDA-Ni(IT) e PEVA-CM-Asp-Ni(Il) em
presenca do tampdo Tris-HCI 25 mM pH 7,0 e elui¢do por acréscimo da concentracdo de
Tris até 700 mM. Obteve-se a uma capacidade média de adsorcio dinAmica para IgG de 43
e 53 mg/g seca de membrana (para PEVA-IDA-Ni(ll) ¢ PEVA-CM-Asp-Ni(Il),
respectivamente) e um grau de purificagio médio de 90% (IgG/ proteina total) para ambos
adsorventes. Tanto para PEVA-IDA-Ni(Il) como para PEVA-CM-Asp-Ni(Il), a andlise
nefelométrica nio acusou a presenca de IgA nas fragdes de eluicdo, proteina que
potencialmente causaria maior sintomas alérgicos no individuo. A utilizagio da matriz
membranas de PEVA inseridas em mddulos de filtracdo proporcionaram capacidade de
adsor¢dio de IgG compardveis a utilizagdo da matriz agarose e ainda a vantagem da maior
seletividade e alta capacidade hidrodinamica.

Além disso, os resultados apresentados neste trabalho apontaram a potencialidade
da utilizacdo do adsorvente PEVA-CM-Asp sem a utilizacio de ions metdlicos
imobilizados para a purificacdo de IgG e ainda para tratamentos extracorpéreos. Todavia, o
bom resultado de PEVA-CM-Asp estd associado ac uso de um tampdo de alto custo, sendo

o Mops e 0 Mes um tampdo 4 a 5 vezes mais caro que o Tris.
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O ajuste dos parimetros do modelo de Langmuir aos dados experimentais de
equilibrio de adsorcio de IgG nas membranas de PEVA-IDA-Ni(II) e PEVA-CM-Asp-
Ni(l) forneceu valores de Ky caracteristicos de sistemas de pseudobioafinidade e altas
capacidades maxima de adsorcée (Qn). O estudo termodinidmico para adsorcédo de IgG em
PEVA-IDA-Ni(II) (adsorvente modelo) realizado, demonstrou a complexidade e
multiplicidade das interacdes entre IgG e o adsorvente. Os valores de AH® e AS®
encontrados indicaram a prevaléncia de interacdes hidrofobicas no sisterna, porém devido a
heterogeneidade da matriz e das ligacGes proteina — proteina € proteina — matriz, as
interacoes eletrostéticas e ligagtes de coordenacio nio sdo excluidas.

A utilizacdo de fons metdlicos imobilizados em membranas PEVA demonstrou
resultados de purificacdo compardveis aos resultados obtidos utilizando-se ligantes
bioespecificos (proteina A e G) imobilizados em géis de agarose tradicionalmente
estudados para purificagio de 1gG de diversas fontes em uma tnica etapa. Além disso, os
adsorventes preparados a partir de membranas de PEVA apresentam, ainda, as vantagens
em relacdo aos adsorventes bioespecificos tradicionalmente utilizados: melhores condigdes
cromatogrificas (baixo tempo de processamento ji que as membranas de PEVA suportam
vazdes superiores & agarose sem O risco de compressao do leito), condigdes brandas de
eluicdo (os ligantes proteina A e G necessitam de condigfes dristica de elui¢do a baixos
pHs), baixo custo e ainda a possibilidade de armazenamento com baixa contaminacio
microbiana, além da possibilidade de usar diversos ciclos sem perda de capacidade
(estabilidade), favorecendo, desta forma, a sua utiliza¢®o em processos de larga escala.

O processo industrialmente utilizado para a obtencdo de IgG para uso clinico,
consiste da precipitacio com etanol {(método de Cohn er af, 1046) seguido de técnicas
cromatograficas. Neste processo, vdrias etapas de precipitacio em batelada sdo realizadas
variando-se 0 pH, a temperatura e a concentracdo de etanol, obtendo-se IgG ligeiramente
contaminada por outras protefnas do plasma humano. Desta maneira, € necessario a
utilizacdo de técnicas mais seletivas, (como a cromatografia de afinidade) ao final do
processo. Neste trabalho, conseguiu-se purificar IgG com 90% de pureza em uma tinica
etapa, utilizando-se de uma técnica que permite alta capacidade hidrodindmica (médulos de
escala comercial, 2 m” de drea, suportam vazdes de entrada e de filtragio de até 300 e 100

mL/min respectivamente) e seletividade, demonstrando a alta potencialidade da utilizagdo
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do método desenvolvido neste trabalho para a purificacic de IgG a partir do plasma

humano em processos industriais.
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CAPITULO 6

SUGESTOES PARA 0OS PROXIMOS TRABALHOS

Diante da alta potencialidade do emprego da técnica investigada neste trabalho para
a purificacio de IgG a partir de solucfio de plasma humano por meio da cromatografia de
afinidade por fons metdlicos imobilizados, torna-se relevante a continuacio da pesquisa

envolvendo este tema. Sugere-se entio:

» Andlise mais apurada das fraces de elnicio dos experimentos realizados em
PEVA-CM-Asp-Ni(Il) e PEVA-IDA-Ni{IT), em presenca do tampio Tris-HCI 25 mM pH
7.0, para detec¢fio de possiveis contaminantes por meio de andlise em HPLC e verificacio
da contaminaciio por desprendimento de fons metdlicos nas fracoes;

e Realizagido de experimentos em modulos comerciais de larga escala;

» Realizacao de estudos termodindmicos para verificagfio da natureza da adsorgio

.em PEVA-CM-Asp-Ni(Il};

» Continuago dos estudos utilizando-se o agente quelantes CM-Asp como ligante:
teste de outras condicdes tamponantes, tais como eluicfio gradiente da concentragdo de
NaCl, a fim de proporcionar maior seletividade para a purificagiio de IgG; verificacdo da
possibilidade da utilizagdo deste adsorvente em tratamento extracorpdreo para remogio
seletiva de IgG; realizac@o de experimentos em mddulo de PEVA-CM-Asp;

e Realizagio de estudos termodindmicos para verificagdo da natureza da adsorgio

em PEVA-CM-Asp.
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ANEXOS

ANEXQO A

Cromatogramas dos experimentos realizados para PEVA-IDA-Me(Il}, PEVA-
TREN-Me(1l) ¢ PEVA-CM-Asp-Me(Il) em presenga do tampao Mops, Acetato (MA), 25
mM, contendo NaCl 1 M a pH 7,0. Eluicdo por decréscimo de pH.
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Figura A.1: Cromatografias realizadas com solugdo de plasma humano em PEVA-IDA-
Me(ID.a) Cu(I) ¢ b) Ni(ID). Volume de leito: 5 ml. Vazio: 0,5 mL/min. Tampdo de
adsorcdo: MA 25 mM, NaCl 1 M pH 7,0; dessorcéo: gradiente degrau pH 6,0, pH 5,0 e pH
4,0, regeneracio: EDTA 100 mM pH 7.0. Eletroforeses: (M) marcador de alta massa
molecular, (I) material injetado, (1-4) correspondente aos pontos enumerados clo
cromatograma, (R) regeneracgio, (P) IgG de alta pureza (Aventis).
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Figura A.2: Cromatografias realizadas com solucio de plasma humano em PEVA-TREN-
Me(I). a) Cu(Il) e b) Ni(Il). Volume de leito: 5 mL. Vazdo: (0,5 mL/min. Tampdo de
adsor¢do: MA 25 mM, NaCl 1 M pH 7,0; dessorgéio: gradiente degrau pH 6,0, pH 5,0 e pH
4,0; regeneracdo: EDTA 100 mM pH 7,0. Eletroforeses: (M) marcador de alta massa
molecular, (I) material injetado, (1-2) correspondente aos pontos enumerados do
cromatograma, (R) regeneracio, (P) IgG de alta pureza (Aventis).
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a) PEVA-CM-Asp-Cu(l)
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Figura A.3: Cromatografias realizadas com solugdo de plasma humano em PEVA-CM-
Asp-Me(I). a) Cu(H) e b) Ni(H). Volume de leito: 5 ml. Vazdo: 0,5 mL/min. Tampio de
adsor¢do MA 25 mM, NaCl 1 M pH 7,0; dessorcdo: gradiente degran pH 6,0, pH 5,0 e pH
4.0; regeneracdo: mM EDTA 100mM pH 7.0. Eletroforeses: (M) marcador de alta massa
molecular, (I) material injetado, (1-4) correspondente aos pontos enumerados do
cromatograma, (R) regeneragio, (P) IgG de alta pureza (Aventis).
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ANEXO B

Balango de massa dos experimentos realizados em PEVA-IDA-Me(Il), PEVA-
TREN-Me(ll) e PEVA-CM-Asp-Me(Il) em presenca do tampéao Mops, Acetato (MA), 25
mM, contendo NaCl 1 M a pH 7,0 para proteina total, albumina e IgG referentes aos

cromatogramas do Anexo A

Tabela B.1: Balanco de massa para proteina total. Purificacdio de IgG a partir de plasma
humano. Tampéo de adsor¢io MA 25 mM, NaCl | M pH 7.,0. Elui¢fio: gradiente degrau de
pH.

Proteina PEVA-IDA? PEVA-TREN?  PEVA-CM-Asp’
1
total Cu@) NI Cu@ NiID Cu@  Ni(ID
njecio (mg) 81,t 1125 898 1054 1056 88,6
(%) 100,0 1000 1000 1000 1000 1000
Lavasem (mg) 49,0 90,4 8.1 17,1 792 78.8
8 (%) 60,4 80,4 905 1111 750 88,9
22 5.2 , 0, , 3,1
pH 6.0 (mg) 1.3 0,7 3,2
(%) 2,7 4.6 14 0,6 3,0 3,7
- 11,4 3.3 0,7 0.2 3.8 2.4
EIUI 30 H 5’00 (mg) L] 3 E] E] 3 L]
| P (%) 14,0 2.9 0.8 0,2 3.6 2,7
pH40 (M8 1.8 0,3 0,1 - 2.5 03
(%) 2.3 0,3 0,1 ] 24 03
Regeneracio (mg) 24,8 1,0 0,6 0,5 12,9 0,9
g (%) 30,5 0.9 0.6 0,5 122 1,0
S (mg) 80.1 1002 858 117,09 1016 854
perag (%) 1099 89,1 95.5 12,0 96,2 96,4
Total adsorvide ™8 402 9.8 2,7 1.4 22.4 6,7
(%) 496 8,7 3,0 1,3 212 76

"Dosagem pelo método de Bradford, * volume do leito: 5 mL ou 1,25 g de membrana seca.
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Tabela B.2: Balango de massa para IgG e albumina humana. Purificacio de IgG a partir de
plasma humano. Tampédo de adsor¢io: MA 25 mM, NaCl 1 M, pH 7.,0. Elui¢do por

gradiente degrau de pH.
PEVA-IDA - PEVA-TREN- PEVA-CM-Asp-
Ni(ID) * Ni(I)* Ni(In) *

HSA' IgG* HSA' IgG’ HSA' IgG>

Iniecio (mg) 55,9 19,3 51,5 18,0 49,8 19,6
e (%) 1000 1000 1000 1000 1000 1000

L (mg) 52,8 10,3 54,7 17,6 55,8 13.6
avagem (%) 946 533 1062 974 1116 692

DH 6.0 (mg) bi® 3.9 bt® 0,3 bt* 3.4

T (%) 0,0 20,2 0,0 1,7 0,0 17.2

Eluigéio Hso (Mg be* 2.5 bt® bt® bt® 1.8
PE2T () 00 12,8 0.0 0,0 0,0 93

bt’ 0,2 - - bt’ 0,5

Hap (T8 ’ ’

P (%) 00 0.8 ] . 0,0 2,6
Regeneracio (mg) bt? 0,5 bt? 0,1 bt 0,4
generag (%) 00 24 0.0 0.6 0,0 18
Recuperacio (mg) 52.8 17,3 54,7 17,9 55,8 19,7
petag (%) 946 896 1062 993 11,6 100,1

0 1 0,0 0,4 : 6,

Total adsorvido (mg) 0 7 0.0 L
(%) 0,0 36,2 0,0 22 0,0 31,1

THSA, albumina do sero humano, “IgG, imunoglobulina G humana, “bt, abaixo do limite detectivel, ‘volume
do leito 3 mL ou 1,25 g de membrana seca.
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ANEXO C

Cromatogramas dos experimentos realizados para PEVA-IDA-Ni(Il), PEVA-
TREN-Ni(Il} e PEVA-CM-Asp-Ni(Il) em presenca do tampio Mops 25 mM imidazol 2
mM contendo NaCl 1 M a pH 7,0. Eluig#o por acréscimo da concentragio de imidazol.
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Figura C.1: Cromatografias realizadas com solugéo de plasma humano em: a) PEVA-IDA-
Ni(Il), b) PEVA-TREN-Ni(Il) ¢ ¢} PEVA-CM-Asp-Ni(ll). Volume de leito: 5 mL. Vazdo:
0,5 mL/min. Tampio de adsorcdo: Mops 25 mM, imidazol 2 mM, NaCl 1 M pH 7,0;
dessorcdo: gradiente degrau do aumento da concentracdo de imidazol: 10, 30, 50 ¢ 100
mM; regenera¢fio: EDTA 100 mM pH 7.0. Eletroforeses: (M) marcador de alta massa
molecular, (I) material injetado, (1-5) comrespondente aos pontos enumerados do
cromatograma, (R) regeneracfo, (P) IgG de alta pureza (Aventis).
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ANEXOD

Balango de massa dos experimentos realizados em PEVA-IDA-Ni(Il), PEVA-
TREN-Ni(Il) ¢ PEVA-CM-Asp-Ni(Il) em presenca do tampio Mops 25 mM, imidazol 2
mM contendo NaCl 1 M a pH 7,0 para proteina total, albumina e IgG referentes aos

cromatogramas do Anexo C.

Tabela D.1: Balango de massa para proteina total. Purificacdio de IgG a partir de plasma
humano. Tampdo de adsor¢do: Mops 25 mM, imidazol 2 mM, NaCl 1 M pH 7.,0. Eluiggo:

gradiente degrau de imidazol

Proteing  PEVAIDA- PEVA-TREN- PEVA-CM-
o Ni(IT) Ni(I) Asp- Ni(Il)
Tnjectio (mg) 98.4 103.8 01,2
(%) 100,0 100,0 100,0
(mg) 95,8 108,3 108,3
L m
avage (%) 97.2 104 4 108.0
{mg) 52 0,2 2.9
10 mM
" (%) 37 0.2 2.9
(mg) 1,6 0,2 1.3
30mM- e 1,6 0.1 13
Eluigio me) 03 00 ol
mg ¥ Fl L]
S0mM- o 0.3 0,0 0.1
(mg) 0.4 0,1 0.1
100mM o) 0.4 01 0.1
= (mg) 0,5 0,4 0
Regeneracgio (%) 0.5 0.4 0
~ (mg) 102.1 109.1 112.5
Recuperacdo (%) 1038 1052 11,1
. (mg) 6,4 0,8 4,5
Total adsorvido (%) 6.5 0.8 45

' Dosagem pelo método de Bradford, 2 votume do leito: 5 mL ou 1,25 g de membrana seca.
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Tabela D.2: Balanco de massa para IgG e albumina humana. Purificagio de IgG a partir
de plasma humano. Tampédo de adsor¢io Mops 25 mM, 2 mM imidazol, NaCl 1 M pH 7,0.

Eluicdo: gradiente degrau de imidazol.

PEVA-IDA- PEVA-TREN- PEVA-CM-Asp-
Ni(I) Ni(ID) Ni(I)

HSA' IgG’ HSA' IgG®  HSA' IgG’

iocto (mg) 56,6 192 542 18,9 5721 19,3
eg (%) 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Lavasem (mg) 57,8 11,8 55,1 17,5 65,3 19,1
£ (%) 1020 61,6 101,7 92,6 1137 98,8

10 mM (mg) bt® 4.6 bt’ bt’ bt’ 2.0

(%) 0,0 23,7 0,0 0.0 0.0 10,5

(mg) bt’ 1,0 bt® bt’ bt* 0,4

20mM 6" 0,0 5,0 0,0 0,0 0.0 2,0

3 3 3 3 3 3

Eluigio (mg) bt bt bt bt bt bt
30mM oy 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
somm () bt’ bt’ b’ b’ bt’ bt’

(%) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

100 (mg) bt’ bt’ bt® bt® bt® bt®

oM (%) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Rese e (M) bt’ bt’ bt® bt b’ bt'
generag (%) 0,0 0.0 0.0 0,0 0.0 0.0
Recueracio (M9 57.8 17,3 55, 17,5 65,3 21,5
peras (%) 1020 903 10,7 926 113,7 113

., (mg) 0,0 5.5 0.0 0,0 0,0 24

Total adsorvido ") 0,0 28,7 0,0 0,0 0.0 12,6

' HSA, albumina do soro humano, “ IgG, Imunoglobulina G, * bt, abaixo do limite detectdvel.
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Cromatogramas dos experimentos realizados para PEVA-IDA-Ni(Il), PEVA-
TREN-Ni(Il) ¢ PEVA-CM-Asp-Ni(Il} em presenca do tampéo Tris-HCI 25 mM a pH 7,0.

ANEXO E

Eluigé@o por acréscimo da concentrag¢do Tris.

Concentragéo de proteinas

{mg/mL}

Concentragac de proteinas
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Figura E.1: Cromatografias realizadas com solucfio de plasma humano em a) PEVA-IDA-
Ni(Il}, b) PEVA-TREN-Ni(Il) e ¢) PEVA-CM-Asp-Ni(Il).Volume de leito: 5 mL. Vazio:
0,5 mL/min. Tampéo de adsor¢fio: Tris-HCI 25 mM pH 7,0; dessorcfio: gradiente degrau do
aumento da concentragio de Tris 100, 300, 500 ¢ 700 mM; regeneragiio: EDTA 100 mM
pH 7.0. Eletroforeses: (M) marcador de alta massa molecular, (I) material injetado, (1-5)
correspondente aos pontos enumerados do cromatograma, (R) regeneragfo, (P) IgG de alta
pureza (Aventis).
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ANEXOF

Balango de massa dos experimentos realizados em PEVA-IDA-Ni(Il), PEVA-
TREN-Ni(l) e PEVA-CM-Asp-Ni(Il) em presenca do tampdo Tris-HCI a pH 7,0 para

proteina total, albuniina e IgG referentes aos cromatogramas do Anexo E.

Tabela F.1: Balango de massa para proteina total. Purificacio de IgG a partir de plasma

humano. Tamp#o de adsor¢fio: Tris-HCI 25 mM, pH 7,0. Eluig#o: gradiente degrau de Tris.

Proteina PEVAIDA-Ni() PEVA-TREN-Niy = EVACM-Asp-
1 Ni(Il)
total

N (mg) 110,2 107.9 91,1
aes (%) 100,0 100,0 100,0
Lavasem (mg) 1103 90.1 89.6

8 (%) 100,1 835 98,3

(mg) 2.2 15,1 2.4

10omM - ) 12.0 14.1 2.0

(mg) 6,3 12,6 55

300mM g 5.7 117 5.5

Eluica

HsEo soomM (MO 14 0.5 2.0
(%) 1.3 0,5 272

(mg) 0.5 0.1 0.9

700mM gy 0,5 0.1 0.9

_ (mg) 0,5 0,7 0.4
Regeneracéo (%) 04 0.6 0.5
Recuperacio (mg) 121,3 119,23 100.8
perag (%) 110,0 110,5 110,6

. (mg) 10,9 290 112

Total adsorvido (%) 9.9 26.9 123

' Dosagem pelo método de Bradford, 1975
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Tabela F.2: Balango de massa para IgG e albumina. Purificac¢fio de IgG a partir de plasma
humano. Tamp#o de adsor¢gdo: Tris-HC1 25 mM pH 7,0. Eluig#o: gradiente degrau de Tris.

PEVA-IDA- PEVA-TREN- _ PEVA-CM Asp-
Ni(ID) Ni(IT) Ni(ID)
HAS' IeG*  HAS' IgG’  HAS' IgG’
oo (mg) 536 18.2 50,4 16,7 54,7 17.5
1% (%) 1000 1000 100 1000 1000 1000
I (mg) 59,8 11,0 333 1409 57,3 72
vage (%) 1116 606 66,2 846 1046 41,1
(mg) bt’ 1,9 10,2 1.6 Bt’ 2.2
00mM 0y 00 2,0 20,7 9,3 0.0 12,4
(mg) bt® 5,7 8,8 0,8 bt’ 4,9
Eluicio 300mM e 00 31,6 17,4 43 0,0 27.7
(mg) bt? 1,1 bt’ 0,1 bt’ 1,6
S0mM g o 6.2 0.0 0.5 0.0 9.0
(mg) bt? 0.2 bt’ be* be* 0,6
700mM Gt 0 1.2 0,0 0.0 0.0 35
_ (mg) bt? 0,1 bt’ bt® bt® 0,3
Regeneragdo g7y g 0,4 0,0 0,0 0,0 17
Recuperagio  (mg) 589 20,1 52,3 16,4 57,3 16,7
(%) 111,6 1105 1038 987 1046 953
Total adsorvido (ng) 0.0 9.0 190 24 0,0 9.6
(%) 00 49,5 37,7 14,6 0,0 54,6

" HSA, albumina do soro humano, * IgG, imunoglobulina G, ° bt, abaixo do limite detectivel.
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ANEXO G

Cromatogramas dos experimentos realizados para PEVA-IDA-Ni(Il), PEVA-
TREN-Ni(I) ¢ PEVA-CM-Asp-Ni(Il) em presenga do tampdo Tris-HCl 25 mM contendo
NaCl I M a pH 7,0. Elui¢do por acréscimo da concentracéo de Tris.
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Concentragéo de proteinas
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Figura G.1: Cromatografias realizadas com solugio de plasma humano em a) PEVA-IDA-
Ni(Il), b) PEVA-TREN-Ni(II} e ¢) PEVA-CM-Asp-Ni(Il).Volume de leito: 5 mL. Vazdo:
0,5 mL/min. Tampdo de adsorc¢do: Tris-HCI 25 mM, NaCl 1M pH 7,0; dessorcdo: gradiente
degrau do aumento da concentracdo de Tris 100, 300, 500 e 700 mM; regeneracio: EDTA
100 mM pH 7,0. Eletroforeses: (M) marcador de alta massa molecular, (I) material
injetado, (1-5) comrespondente aos pontos enumerados do cromatograma, (R) regeneracéo,
(P) IgG de alta pureza (Aventis).

139



ANEXOS

ANEXOH

Balango de massa dos experimentos realizados em PEVA-IDA-Ni(If), PEVA-
TREN-Ni(Il) e PEVA-CM-Asp-Ni(II) em presenca do tampéo Tris-HCI a pH 7,0 contendo

NaCl I M para proteina total, albumina e IgG referentes aos cromatogramas do Anexo E.

Tabela H.1: Balanco de massa para proteina total. Purificacdo de IgG a partir de plasma
humano. Tampdo de adsorcfio: Tris-HCl 25 mM, NaCl 1M, pH 7.0. Eluicio: gradiente
degrau de Tris.

PEVA-IDA- PEVA-TREN- PEVA-CM-Asp-
Proteina Ni(IT) Ni(IT) Ni(Il)
total’
Inieci (mg) 119,7 105,1 82,5
njecdo
(%) 100,0 100,0 100,0
{mg) 101,7 97,1 814
Lava;
gem (%) 85,0 92,4 08,7
(mg) 4,1 0.2 0,2
100 mM
(%) 3,4 0,2 0,2
(mg) 3,1 0,2 2,0
300mM o 2,6 02 2.4
Eluigio (me) 0.8 0.9 L0
mg k b1 T
500 mM (%) 0,7 0,2 1,3
(mg) 0.3 0.1 0.5
N (mg) 1,1 0,7 3,6
Regeneracio (%) 0.9 0.7 4.4
- (mg) 11,1 98,7 88,7
R
eeuperagac (%) 92.8 93,8 107.5
. (mg) 9.4 1,5 7.3
T
otal adsorvido (%) 7.9 1.5 8.8

" Dosagem pelo método de Bradford, 1975

140



ANEXOS

Tabela H.2: Balango de massa para IgG ¢ albumina humana. Purificacéo de IgG a partir de
plasma humano. Tampdio de adsorcdo: Tris-HCI 25 mM, NaCl IM, pH 7,0. Eluigdo:

gradiente degrau de Tris.

PEVA-IDA- PEVA-TREN- PEVA-CM-Asp-
Ni(ID) Ni(I) Ni(ID)
HAS' IgG*  HAS' IgG? HAS' IgG’
. (mg) 58,6 19,4 59,2 19,7 58,3 19.0
Injecéio
(%) 1000 1000 1000 1000 1000 1000
. (mg) 55,0 10,6 57,5 18,5 56,3 13.8
WA (%) 939 547 97.1 93,6 96,5 72.6
3 0 bt bt bt bt’
100 mM (mg) bt 3,
(%) 0,0 15,4 0,0 0,0 0,0 0,0
300 mM (M8 bt’ 2,7 bt* bt* bt® 1,7
Eluicéio (%) 0,0 13,9 0,0 0,0 0,0 8.9
(mg) bt® 0.4 bt® bt* bt’ 0.8
00mM- ™ 0o 2.0 0.0 0.0 0.0 40
(mg) bt® bt? bt* bt’ bt® ;
700mM 2ty 00 0,0 0,0 0.0 0.0 11
R . (mg) bt* bt’ bt* ] bt* 1.9
CEENETAGRO gy 0,0 0,0 0,0 11 0.0 100
Recuperagdo  {(mg) 55,0 16,7 57.5 18,7 56,3 18,3
(%) 939 86,1 97,1 94,8 96,5 96,5
Total adsorvido (mg) 0.0 61 0.0 0.2 0,0 4,6
(%) 0,0 31,4 0,0 1,0 0,0 24.2

PHSA, albumina do soro humano, * IgG, imunoglobulina G, 3 bt, abaixo do limite detectével
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ANEXOS

ANEXO1I

Cromatogramas dos experimentos realizados para PEVA-CM-Asp em presenca dos
tampdes: Tris-HCl 25 mM pH 7,0 ¢ 8,0, Mops 25 mM pH 7,5 ¢ Mes 25mM pH 6,5.

Eluicdo por acréscimo de 1 M de NaCl ao tampio de adsorgio.

a) - b}
:'FF"
1,0 L - ] [R 1.0 -
0.8 ~ . 2 o081
%Lg 0.5 M_ILLEP é‘g 0.6 1 o
TE 04 9 E 04
oz 1 E/\‘ R - s I E R
2 SR USRI, /A VU U R AN, AN
1] ] 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Fragtes Fragdes

Figura L1: Cromatografia de plasma diluido 1: 5 em PEVA-CM-Asp. Tampao de
adsor¢do Tris-HC] 25mM a) pH 7,0, b) pH 8,0. M: marcador de alta massa molecular; I
injegdo; L: lavagem; E: eluigdo por adigdo de NaCl 1 M ao tampdo de adsorgdo; R:
regeneragdo: NaOH 20 mM; P: IgG de alta pureza Aventis.
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Figura 1.2: Cromatografia de plasma diluido 1: 5 em PEVA-CM-Asp. Tampad de adsorcéo
Mops 25mM pH 7,5. M: marcador de alta massa molecular; I: injecdo; L: lavagem; E:
eluicdo por adi¢dio de NaCl 1 M ao tampéo de adsorcdo; R: regeneracdo, NaOH 20 mM; P:
IgG de alta pureza Aventis.
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ANEXQO J

Balango de massa dos experimentos realizados em PEVA-CM-Asp em presenca do
tampao Tris-HC! 25 mM pH 7,0 e 8,0, Mops 25 mM pH 7.5 e Mes 25 mM pH 65

referentes aos cromatogramas do Anexo L

Tabela J.1: Balanco de massa para proteina total, IgG, IgA, IgM, transferrina e albumina

humana. Tampio de adsor¢ao: Tris 25 mM, pH 7.0.

TRF® IgG/ PT Fator de

1 2 3 B
PT' 1IgA® IgG’ IgM' HSA (ng/mg) _ purificaciio

{mg) 1170 6,0 201 20 571 3.6

iech 0,17

jecdo oy 1000 100,0 100.0 1000 1000 100,0 ’ 1
(mg) 1159 57 167 14 584 34

L 0.14 82

AR gy 99,0 943 835 69,7 1023 944 0.8
. (mg) 59 03 49 06 b’ bt

El &2 ’ 0,83 4,89
WERC T my 50 50 246 294 00 00

a 7 2
Recuperagio 09 218 60 21720 584 33 _ ]

(%) 1041 993 1081 992 1023 944

Tabela J.2: Balango de massa para proteina total, IgG, IgA, IgM, transferrina e albumina

humana. Tampdo de adsorcido: Tris 25 mM, pH 8.0.

IgG/ PT Fator de

1 2 3 4 5 6
PT IgA” IgG' IgM” HSA® TRF (mg/mg) __ purificacio

(mg) 1297 63 208 25 587 38

Tnjecd 0.16
nyecao (%) 100,0 1000 100,0 100,0 1000 100,0 16 .

(mg} 1227 56 175 18 S12 3.5

B D " 1 E 014

Lavagem 0\ 946 000 842 724 872 02,1 ’ 0,88

. (mg) 40 02 34 04 bt] bt’
El & 0.85 53
WO gy 31 26 163 167 00 00 :

_ (my 1267 58 209 22 512 35
Recuperacéo - -

(%) 977 926 1004 891 872 921

" PT. Proteina Total, dosagem pelo métedo de Bradford, 1973, - IgA. imunoglobulina A, dosagem por
nefelometria, 3 1gG, imunoglobulina G, dosagem por ncfclometria, 4 Imunoglobulina M, dosagem por
nefelometria,” HSA, albumina do soro humano, dosagem por nefelometria, ® TRF, transferrina. dosagem por
nefelometria, ?bt, abaixo do limite detectdvel
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Tabela J.3: Balanco de massa para proteina total, IgG, IgA, IgM, transferrina e albumina
humana. Tampdo de adsor¢do: Mops 25 mM, pH 7,5. Eluicio: Mops 25 mM, pH 7,5, | M
NaCl

1sG/ PT Fator de

1 2 3 4 5 6
PT IgA” IgG" IgM" HSA® TRE" . o)  purificacdo

(mg) 1153 56 203 23 389 37

Tnjecs 0.18 |
WSROy 1000 1000 1000 100,0 1000 1000
(mg) 1017 53 177 14 555 36

Lavagem 5" eea 047 870 611 950 97.6 0,17 0.97
7 T

Eluicdo (mg) 5.1 0,3 473 0.5 bt bt 0.84 4.68
(%) 44 46 210 180 00 00
— (mg) 1068 56 220 19 555 36

Recuperacio - -

(%) 926 992 1081 811 950 976

" PT, Proteina Total, dosagem pelo métede de Bradford, 1975, * IgA, imunoglobulina A, dosagem por
nefelometria, ° IeG. imunoglobulina G, dosagem por nefelometria, * Imunoglobulina M. dosagem por
nefelometria,> HSA, albumina do soro humano, dosagem por nefelometria, ® TRF. transferrina, dosagem por
nefelometria, "bt, abaixo do limite detectivel
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ANEXO K

Graficos de Scatchard para os experimentos de adsorcdo realizados em PEVA-IDA-

Ni(Il) a diferentes temperaturas em presenca dos tampoes Tris-HCI 25 mM e Tris-HCI 25
mM, 1 M NaCl, ambos a pH 7,0.

Q/cr

Figura K.1:
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300

-200 4

Q‘i

Grafico de Scatchard para os dados de adsor¢io de IgG humana em pré-

purificada em presenca do tampao Tris-HCI 25 mM pH 7,0 em membranas de PEVA-IDA-
Ni(II) (o) 4°C (R*=0,52), (A) 15 °C (R*=0,56), (") 25°C (R*=0,81), (¢) 37°C (R>= 0,84).

Figura K.2:
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Q“

Grafico de Scatchard para os dados de adsorcdo de IgG humana em pré-

purificada em presenga do tampdo Tris-HCI 25 mM 1 M NaCl pH 7,0 em membranas de
PEVA-IDA-Ni(Il): (o) 4°C (R” = 0,44), (A) 15°C (R*=0,64), (1) 25°C (R? = 0,58), (*)
37°C (R*=0,79).
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ANEXO L

Cromatogramas dos experimentos realizados em Agarose-Proteina A e agarose-

Proteina G em presenca do tampao fosfato de sédio 25 mM pH 7,0. Eluigdo: glicina pH 3,0.
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Figura L.1: Cromatografia de plasma diluido 1: 5 em Agarose-Proteina A utilizando-se o
tampao de adsorcao fosfato de sédio 25 mM pH 7,0. M - marcador de alta massa molecular;
I - injecdo; L- lavagem; E - elui¢do; P: IgG de alta pureza Aventis.
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Figura L.2: Cromatografia de plasma diluido 1: 5 em Agarose-Proteina G utilizando-se o
tampdo de adsorcdo Fosfato de sédio 25 mM pH 7,0. M - marcador de alta massa
molecular; I - injecao; L- lavagem,; E - eluicdo; P: IgG de alta pureza Aventis.
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ANEXOM

Balan¢o de massa dos experimentos realizados em Aragore-proteina A ¢ Agarose-
Proteina G em presenca do tampao Fosfato 25 mM pH 7.0 referentes aos cromatogramas do

Anexo L. Eluicdo: glicina pH 3.0.

Tabela M.1: Balanco de massa para proteina total. IgG. IgA. IgM. transferrina ¢ albumina
humana. Adsor¢iao em agarose-proteina A. Tampao de adsor¢ao: fosfato 25 mM, pH 7.0.

IgG/ PT Fator de
(mg/mg)  purificacdo

PT' IgA’ 1gG’' IgM' HSA® TRF

(mg) 159 034 344 050 1022 0.71

Injecio 0,22 1,00
t (%) 1000 1000 1000 1000 1000 100.0
(mg) 1456 026 b’ 024 1008 079
avagy - 0.00 0.00
WASE (%) 9157 86,67 000 048 9863 111.27
o) 3 g 35 22 . i
o ‘_m,"} 3.80 bt 335 022 bt bt 0.88 4.00
(%) 2390 0.00 9738 044 0.00 0,00
a _ (mg) 1836 026 335 046 1008 070
erag 0.88 4.00
UPEIASA0 gy 1155 86.67 9738 092 9863 11127
e ’roteina Total. dosagem pelo método de Bradford. 1975. ~ IgA, imunoglobulina A, dosagem por
ne' aetria. © lgG. imunoglobulina G. dosagem por nefelometria. * Imunoglobulina M. dosagem por
ne aetria, i HSA. albumina do soro humano. dosagem por nefelometria. * TRF, transferrina. dosagem por
n ietria. bt, abaixo do limite detectavel
7 ‘a ML.2: Balanco de massa para proteina total, IgG, IgA. IgM, transferrina e albumina
1a. Adsor¢ao em agarose-proteina G. Tampao de adsorcio: fosfato 25 mM. pH 7.0.
1 2 3 1 5 IgG/PT  Fator de
s IsA” IgG’ IgM' HSA' TRF (mg/mg) purificacio
—— (mg) 1734 035 404 058 1048 0.80
nje¢ 0.23 1.00
WSO (g ) 1000 1000 1000 1000 1000 100.0
(mg) 1502 041 003 055 12.04 092
avag . 0.00 0.00
WA gy 8662 11771 074 9483 114.89 1150
o (mg) 36 b’ 345 005 b b
Eluics 8 0.96 4.17
WEIO (%) 2076 000 8540 862 000 0,00
g 2 : 2 4 2,04 .92 :
Recuperacio (mg) 186 Ut a8 8a e D 0.96 4.17

(%) 107.38 117.71 86.14 10345 114.89 115.0

" PT. Proteina Total. dosagem pelo método de Bradford. 1975, " 12A. imunoglobulina A. dosagem por
nefelometria. * IgG. imunoglobulina G. dosagem por nefelometria. * Imunoglobulina M. dosagem por
nefelometria. © HSA. albumina do soro humano. dosagem por nefelometria. * TRF, transferrina, dosagem por
nefelometria. bt. abaixo do limite detectivel
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ANEXOS

ANEXO N

O volume de membranas (V) e o volume intersticial (Vy) calculado para o mini-
mddulo corresponde a 0.248 cm’ e 0.198 cm’. respectivamente. Para o médulo comercial,
a drea superficial estimada pelo fabricante (Kuraray, Japao) (Acomercia) corresponde a 2 m’
(10" em?) de drea. o volume das membranas deste médulo (Veomercial) pode ser calculado

como:

pay VC”, 'A4 ol cn-

coiners ol e 3
= Acm
O e
. 0.248cm 10" em
cemnievesd >y
s 113cm-

Ou seja. o volume das membranas e o volume intersticial deste modulo €:

chmercul ~44 mL

Vv lcomercial =~ 35.2mL (chllr:rciul * 0-8)

Para os tempos de residéncias iguais a 23, 9 e 17.1 segundos. a vazdo de filtrado

corresponde. para os modulos comerciais a Qg igual a 88,4 e 123.5 mL/min

UNICAMP
BisioTECA CENTRAL
CESAR LATTES

ESENVOLVIMENTO DE COLECAC 148




