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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo principal, o estudo comparativo dos
agentes quelantes CM-Asp e IDA no processo da purificacdo de IgG humana por
cromatografia de afinidade por ion metalico cobalto imobilizado em diferentes sistemas
tamponantes na presenca e auséncia do sal NaCl. Observou-se, para todos os sistemas
tamponantes estudados, a adicdo de sal foi desfavoravel em termos de capacidade e
seletividade de adsorcdo de IgG para ambos os agentes quelantes. De acordo com
eletroforeses SDS-PAGE e analises nefelométricas, os melhores resultados foram
observados em presenca de Tris-HCI 25 mmol/L, pH 7,0 para o quelato CM-Asp-Co?* e
fosfato de sédio 25 mmol/L com imidazol 2 mmol/L, pH 7,0 para o quelato IDA-Co*,
obtendo-se fatores de purificacdo de 8,1 e 4,1 e pureza de 100% e 96%,
respectivamente. Foram determinadas as curvas de ruptura por meio de experimentos
cromatograficos realizados a diferentes diluicdes do soro humano, os resultados obtidos
evidenciaram uma maior eficiéncia em termos da capacidade de adsorcao nas diluicdes
a5 e 10 vezes (0,89 e 1,03 mg de proteina total/mL gel) comparado a soro diluido a 2,5
vezes (0,40 mg de proteina total/mL gel), tendo estes demonstrado comportamentos
similares ao apresentado em etapa cromatografica. Os dados de adsorcéo de IgG foram
bem representados pelo modelo de Langmuir-Freundlich, a 25°C, fornecendo valor de
Qmigual a 94,44 mg IgG/mL gel e constante de dissociacéo de 8,18 x 10 mol/L, ordem

de grandeza caracteristica para ligantes pseudobioespecificos.

Palavras-chave: IgG, quelatos, IMAC, cobalto
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Abstract

In this work, we targeted the comparative study between chelating ligands
agarose-CM-Asp and agarose-IDA in the purification of human IgG by Immobilized
Metal-ion Affinity Chromatography (IMAC) with immobilized cobalt ion in different
buffering systems in the presence or absence of salt. For all buffering systems the
addition of salt was unfavorable in terms of adsorption capacity of IgG for both chelating
ligands. The best results were obtained in the absence of salt. According to SDS-PAGE
electrophoresis and nephelometric analysis, the best conditions observed were Tris-HCI
25 mmol/L, pH 7,0 for the agarose-CM-Asp and sodium phosphate 25 mmol/L with
imidazole 2 mmol/L for the agarose-IDA (purification factor of 8,1 and 4,1 and purity of
100% and 96%, respectively). Chromatographic experiments were carried out with
different dilutions of human serum to determine the breakthrough curves. The results
showed a higher efficiency in terms of adsorption capacity at dilutions of 5 and 10 times
(0.89 and 1.03 mg of protein Total / mL gel) compared to serum diluted 2.5 times (0.40
mg total protein / mL gel), these results had similar behaviors as those showed in the
chomatografic stage. The adsorption data of IgG at 25°C were well represented by
Langmuir-Freundlich model. Values of Qn, equal 94,44 mg of IgG/mL gel and dissociation

constant of 8,18 x 10™> mol/L, characteristic magnitude of pseudospecific ligands.

Key-words: 1gG, quelates, IMAC, cobalt
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1. Introducao

1.1. Anticorpos: relevancia e purificacao

Imunoglobulinas humanas sao glicoproteinas que atuam no reconhecimento de
antigenos. Dentre estas, destaca-se a imunoglobulina da classe G (IgG) devido a sua
ampla utilizacdo para fins terapéuticos e diagnésticos. Essas aplicacdes requerem IgG
com alto grau de pureza, pois a presenca de outros tipos de proteinas podem
comprometer a eficacia do processo (DUFFY et al., 1989; BURNOUF, 1995; PRASANNA

e VIJAYALAKSHMI, 2010).

Para purificacdo de imunoglobulinas, processos tradicionais que se baseiam na
precipitacdo por adicdo de sais, ou etanol e variacoes de temperatura e pH estdo sendo
substituidos por métodos mais seletivos baseados na cromatografia de adsorcao
(LOWE et al., 2001). Verifica-se uma contribuicao literaria bastante ampla empregando
cromatografia de afinidade para purificacéo de IgG, tendo ligantes bioespecificos como
as proteinas A e G como os mais utilizados (BOYLE e REIS, 1987; LEIBL et al., 1993;
FAHRNER e BLANK, 1999). Apesar de serem amplamente utilizados, estes ligantes
apresentam alto custo e possibilidade de hidrélise a pH baixos, contaminando o produto

final (ANSPACH et al, 1996; BURNOUF e RADOSEVICH, 2001; DENIZLI et al., 2003).

Uma alternativa para tais problemas seria a utilizacdo de ligantes
pseudobioespecificos, pois estes apresentam baixo custo e estabilidade quimica e
bioldgica maior que os ligantes bioespecificos. Como exemplos destes ligantes pode-se
citar: corantes (YAVUZ et al., 2006; BAYRAMOGLU et al., 2007; WONGCHUPHAN et al.,

2009), aminoacidos (BUENO et al., 1995; CANAK et al., 2004; PITIOT et al., 2001),



agentes tiofilicos (HUTCHENS e PORATH, 1986; SERRES et al., 1995; BOSCHETTI et
al., 2002) e ions metélicos (PORATH et al., 1975; SERPA et al., 2005; RIBEIRO et al.,

2008).

A cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC -
“Immobilized Metal ion Affinity Chromatography”) tem sido aplicada com sucesso na
purificacdo de imunoglobulinas de diversas fontes (HALE e BEIDLER, 1994; BODEN et
al., 1995; VANCAN et al., 2002; SERPA et al., 2005; BAYRAMOGLU et al., 2006a;
BAYRAMOGLU et al., 2006b; RIBEIRO et al., 2008; BRESOLIN et al., 2010). Esta
técnica baseia-se na afinidade existente entre ions metalicos imobilizados em matrizes
sblidas e certos residuos de aminoacidos acessiveis localizados na superficie de
proteinas (PORATH et al., 1975; PORATH e OLINS, 1983; GABERC-POREKAR e
MENART, 2001). Os ligantes, ions metdlicos quelatados a agentes quelantes
polidentados possuem alta estabilidade, capacidade e especificidade (UEDA et al.,

2003).

Em relacdo ao agente quelante, o acido iminodiacético (IDA) ¢é
tradicionalmente empregado em IMAC para purificacdo de anticorpos. Este ocupa trés
sitios de coordenacao do metal, restando assim, outros trés sitios livres para interacao
com as biomoléculas. Por sua vez, os agentes quelantes tetradentados como &acido
aspartico carboxi-metilado (CM-Asp) e acido dinitrotriacético (NTA), quelatam os ions
metélicos em quatro sitios de coordenacdo, disponibilizando dois sitios livres para
interacao com proteinas, podendo assim, aumentar a seletividade do processo (WONG

et al., 1991; GABERC-POREKAR e MENART, 2001, GUTIERREZ et al., 2007).

Quanto aos ions metélicos, pode-se destacar o uso dos metais de transicdo Cu?*,



Ni**, Zn?* e Co*, que apresentam afinidade pelos residuos de histidina presentes na
superficie de proteinas. VANCAN e colaboradores (2002) apresentaram resultados
promissores para purificacao de IgG a partir do soro e plasma humano empregando-se

os fons metélicos Cu®*, Ni?*, Zn?** e Co®" imobilizados no agente quelante IDA.

Constata-se, a partir da literatura consultada, que ha menos artigos publicados
sobre purificacdo de biomoléculas por IMAC empregando-se o ion metalico Co?* quando
comparado aos demais ions metalicos de transicado acima mencionados, provavelmente

devido a sua menor capacidade de adsorgao.

Em IMAC, a adsorcdo de proteinas no suporte cromatografico consiste na
formacao de ligacbes de coordenacdo destas com sitios remanescentes dos ions
metalicos quelatados. Dessa forma, a escolha adequada do agente quelante é de
fundamental importancia para a eficiéncia do processo. Uma abordagem promissora
seria 0 emprego do ion metalico cobalto e do agente quelante tetradentado CM-Asp
visando o aumento da seletividade na adsor¢cdo de IgG. Esta seletividade é
proporcionada, por um lado, pelo fato do ion metélico cobalto requerer a presenca de
dois residuos de histidina espacialmente localizadas em uma o-hélice ou em um
enovelamento, para que a proteina possa ser retida no adsorvente e, por outro lado, pelo
fato do quelato CM-Asp disponibilizar apenas dois sitios livres para interacdo com
proteinas (SULKOWSKI,1989; CHAGA, 2001; UEDA et al., 2003). Impurezas que nao
apresentam esta configuracdo ou que tem afinidade fraca pelo quelato, ndo seriam
retidas no adsorvente, aumentando a seletividade. Uma vez que as interagdes entre
anticorpo e ion metalico sdo também fortemente influenciadas pelo tipo e concentracao

de sal presente no tampao de adsorcao, este se apresenta como um fator importante a



ser estudado na exploracédo do potencial deste ligante.

1.2. Objetivo

Este trabalho teve como objetivo o estudo comparativo entre os quelatos
CM-Asp-Co** e IDA-Co?* imobilizados em gel agarose na adsorcdo de IgG a partir de
soro humano utilizando-se trés diferentes sistemas tamponantes,Tris-HCI,
MOPS-imidazol e fosfato-imidazol, na presenca e auséncia de sal (NaCl). Parametros
importantes para o entendimento da natureza de adsorcdo de proteinas, como a
constante de dissociacdo (Ky) do complexo quelato metdlico-lgG e o fator de
cooperatividade (n), bem como o parametro importante para ampliacdo de escala, a

capacidade do adsorvente (Qn), foram determinados.
Para atingir este objetivo, foram propostas as seguintes etapas:

a) Realizacao de experimentos cromatograficos em géis de agarose contendo os
quelatos CM-Asp-Co?* e IDA-Co®* imobilizados, alimentando-se soro humano em
diferentes sistemas tamponantes na presenca e auséncia de NaCl. A selecédo dos
tampodes foi baseada na estratégia de eluicao por adicao de agente competitivo.
Foram empregados os sistemas tamponantes fosfato-imidazol, MOPS-imidazol e
Tris-HCI. Eluicdo por decréscimo de pH nao foi avaliada, uma vez que o ion
metélico cobalto se desprende do agente quelante em valores de pH &cidos
(VANCAN et al., 2002). A avaliacao da purificacao de IgG foi feita através da

determinacao da pureza, do rendimento e da quantidade de IgG adsorvida;



b) Determinacao de curvas de ruptura (“breakthrough”) a diversas concentracdes de

soro humano, diluidos no tampao que apresentou melhor resultado nos ensaios
cromatograficos de purificacdo de IgG, com a finalidade de determinar a

capacidade dinamica da coluna;

Determinacdo das isotermas de adsorcdao de IgG a 25°C. Os modelos de
Langmuir e Langmuir-Freundlich foram utilizados para determinagdo dos
parametros capacidade maxima do adsorvente, constante de dissociacao do

complexo agente quelante-Co?*-IgG e fator de cooperatividade.



2. Revisao bibliografica

2.1. Imunoglobulinas

Os anticorpos sao proteinas pertencentes a classe das imunoglobulinas, que
representam aproximadamente 20% do plasma humano (FLEISCHMAN et al., 1962).
Estas moléculas sao produzidas em resposta a agentes estranhos ao organismo.
Linfocitos B carregando receptores especificos reconhecem e se ligam a determinantes
antigénicos do antigeno e isso estimula um processo de divisdo e diferenciacao,
transformando os linfécitos B em células plasmaticas. Sdo estas células linféides que

predominantemente sintetizam anticorpos (VLUG e REMORTEL, 1989).

Os anticorpos podem ser monoclonais (substancias homogéneas produzidas por
uma unica célula ou seu clone) ou policlonais (substancias heterogéneas produzidas por
diferentes células), tendo caracteristicas que os tornam uma ferramenta efetiva no
desenvolvimento e na aplicagdo de terapias e diagnésticos (KOHLER e MILSTEIN, 1975;
AUGUSTO e OLIVEIRA, 2001).

Imunoglobulinas sao glicoproteinas constituidas por quatro cadeias polipeptidicas
unidas por ligacdes dissulfidicas: duas cadeias pesadas (CP), com massa molecular
entre 50 a 70 kDa e duas cadeias leves (CL) com massa molecular de 25 kDa (Figura 1).
As cadeias pesadas e leves consistem de dominios variavel (V) e constante (C). O
dominio variavel de ambas as cadeias pesada e leve formam sitios de ligacdo para a
interacdo com o antigeno. Os dominios constantes da cadeia pesada fornecem
moléculas de anticorpos com diferentes funcdes estruturais e bioldgicas, tais como

ligacdo de complemento e ligagdo a membranas celulares (VLUG e REMORTEL, 1989;



ROQUE et al., 2007).
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Figura 2.1: Representacdo esquematica da molécula de IgG. CP, cadeia pesada; CL,

cadeia leve (adaptado de http://people.cryst.bbk.ac.uk/)

Existem cinco diferentes classes de cadeia pesada (y, a, u, d, €) que caracterizam
os cincos diferentes tipos de anticorpos conhecidos como: 1gG, IgA, IgM, IgD e IgE,
respectivamente, presentes nos mamiferos e dois tipos de cadeia leve (k e A). Os
diferentes tipos se distinguem pelas suas propriedades biolégicas, localizagdes
funcionais e habilidade para se ligar com diferentes antigenos (VLUG e VAN

REMORTEL, 1989; SALVALAGLIO et al., 2009).

A imunoglobulina G (lgG), com massa molecular em torno de 150 kDa,
corresponde de 70 a 75% do total de imunoglobulinas séricas, cuja concentracao
fisioldgica média no adulto é de 11,7 g/l (VLUG e VAN REMORTEL, 1989). Esta é obtida
a partir do fracionamento do plasma humano pela precipitacdo com etanol, de acordo

com o procedimento descrito por COHN et al., (1946). Para aplicacbes médicas,



imunoglobulinas especificas sao purificadas usando uma combinacdo de varios

métodos, principalmente precipitacdo e cromatografia.

A 1gG humana possui quatro subclasses distintas (IgG1, 19Gz, 1gGs, 19Gs4), que
possuem quatro cadeias pesadas que se diferenciam, principalmente, pela regiao
flexivel em termos de numeros de residuos e de pontes dissulfeto intercadeias pesadas

(VLUG e VAN REMORTEL, 1989).

As moléculas de IgG sao de grande interesse para aplicagdes terapéuticas como
preparacao de soros, para testes diagnosticos como teste ELISA e também como ligante
de afinidade para a purificacdo de antigenos. Essas aplicacées requerem IgG de alta
pureza, portanto, sdo requeridas técnicas eficientes para purificacdo e manutencao da

atividade dos constituintes (TODOROVA-BALVAY et al., 2004).

O consumo de imunoglobulina humana tem se destacado dentre todos os
hemoderivados obtidos a partir do fracionamento do plasma humano, devido ao
aumento da demanda no mercado, onde grandes quantidades (> 1g por paciente / ano)
de proteina séo exigidas para fins terapéuticos. Para atender a esta demanda crescente,
as industrias e instituicbes de pesquisas visam pelas melhorias de técnicas de
recuperacado e purificagdo de produtos terapéuticos a fim de minimizar os custos e

aumentar os rendimentos (ANDERSEN E REILLY, 2004).

2.2. Purificacao de IgG humana

A purificagéo de IgG a partir de plasma ou soro humano requer uma sequéncia de

etapas, as quais envolvem uma combinacao de técnicas. (TANAKA et al., 1998; TANAKA



et al., 2000; BURNOUF e RADOSEVICH, 2001; RADOSEVICH e BURNOUF, 2010). A
escolha apropriada do método para a purificagao do anticorpo depende do rendimento e
grau de pureza requeridos, bem como do seu custo. Em termos de aplicacdes
terapéuticas e testes diagndsticos, o grau de pureza exigido é bastante elevado,
geralmente acima de 99%. Nestes casos, a escolha das técnicas empregadas para
purificacao deve ser criteriosa, pois a etapa de purificacdo de bioprodutos pode chegar a

80% do custo operacional total (ROQUE et al., 2007).

Métodos classicos para purificagdo de anticorpos tém sido baseados na
combinacdo de diferentes técnicas, dentre estas cita-se a precipitacdo e as
cromatografias de troca ibnica, de interacao hidrofébica, de filtracdo em gel e de
afinidade (TANAKA et al., 1998; TANAKA et al., 2000; BURNOUF e RADOSEVICH, 2001,
FASSINA et al., 2001; TISHCHENKO et al., 2002). A cromatografia de troca i6nica e a
precipitacdo apresentam baixa seletividade na purificagdo de imunoglobulinas,
necessitando assim, de etapas adicionais para atingir a pureza desejada (HUSE et al.,

2002).

A cromatografia de afinidade, que se baseia na interagcdo especifica entre o
ligante e a molécula alvo, € um dos métodos utilizados para a purificacdo de IgG
(LABROU e CLONIS, 1994; CLONIS et al., 2005). Esta técnica vem exibindo resultados
promissores nos processos de purificacdo de imunoglobulinas devido ao alto grau de

pureza alcangado (HUSE et al., 2002; ROQUE et al., 2007).

Na cromatografia de afinidade, os ligantes sédo classificados como bioespecificos
e pseudobioespecificos. Os ligantes bioespecificos sdo aqueles que apresentam

interacbes de natureza funcional com biomoléculas, por exemplo: interacdo
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antigeno-anticorpo e receptor-horménio. Estes ligantes sdo altamente especificos e
amplamente utilizados, garantindo grau de pureza elevada. Ligantes como proteinas A,
G e L sao utilizados para purificagdo de anticorpos de varias fontes (LEIBL et al., 1993,
NILSON et al., 1993; FAHRNER e BLANK, 1999; DUARTE et al., 2005; GHOSE et al.;

2007; AONO et al., 2010).

A proteina A tem sido bastante empregada nos processos de purificacdo de
anticorpos para fins terapéuticos e testes diagnésticos. Esta proteina apresenta
afinidade pela regidao Fc da IgG, ligando-se as mesmas com diferentes intensidades,
dependendo da subclasse e da origem. A proteina G apresenta afinidade por varias
subclasses de IgG, ligando-se a parte Fc e Fab de IgG, além de apresentar a afinidade
média por anticorpos de camundongos da subclasse IgGi e alta afinidade pelas
subclasses 1gGoq, 19G2p € 1gGs, enquanto proteina L tem afinidade pelas cadeias leves
do tipo k das imunoglobulinas e tem sido bastante empregada como ligante para
purificacao de IgG e seus fragmento Fv e Fab (NILSON et al.,1993). No entanto, apesar
da alta seletividade desses ligantes, as proteinas A, G e L apresentam alguns

inconvenientes que valem a pena levar em consideracao:

(1) uma quantidade consideravel dessas proteinas podem se desprender da
matriz e tal contaminacao nao pode, naturalmente, ser tolerada em aplicacdes

clinicas;

(2) devido a alta pureza requerida destes ligantes, o seu o custo é elevado.
Eles sdo também suscetiveis a desnaturacdo (ANSPACH et al., 1996; BLANK

et al., 2001).
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Comparadas as proteinas A, G e L, ligantes pseudobioespecificos apresentam-se
como alternativas para contornar tais problemas. Estes ligantes sdo compostos de
origem biologica ou nao e ligam-se as proteinas através de uma afinidade estrutural.
Estes ligantes de baixo custo apresentam maior resisténcia a produtos quimicos, menor
degradacao microbioldgica durante a estocagem e apresentam condigdes brandas de
eluicdo (constante de dissociacdo entre 10°® e 102 mol/L), porém, sdo menos

especificos (VIJAYALAKSHMI, 1989).

Como exemplos de ligantes pseudobioespecificos empregados na purificagdo de
IgG, pode-se citar os aminoacidos (EL-KAK e VIJAYALAKSHMI, 1991; BUENO et al.,
1995; CANAK et al, 2004), peptideos (YANG et al, 2005), ligantes tiofilicos
(BOSCHETTI et al., 2001), corantes (YAVUZ et al., 2006; BAYRAMOGLU et al., 2007;
WONGCHUPHAN et al., 2009) e quelatos metalicos (VANCAN et al., 2002; MARTINS et
al., 2006; LIOU et al., 2008, SERPA et al., 2005; RIBEIRO et al., 2008; BRESOLIN et al.,

2010).

Um dos exemplos de aminoéacido utilizado para purificacao de IgG é a histidina,
que, quando imobilizada em matrizes sélidas, pode interagir através dos grupamentos
carboxila, amino e imidazol com as proteinas em solucdo, dependendo das condicdes
de imobilizacdo e operacionais utilizadas (VIJAYALAKSHMI, 1989). O uso deste
aminoacido tem sido eficaz em processos de purificacdo de IgG a partir de soro humano
e sobrenadante de cultura celular (BUENO et al., 1995; EL-KAK e VIJAYALAKKSMI,

1991).

Quanto ao uso de peptideos, estes tém sido utilizados como ligantes de natureza

bioldgica para purificacdo de anticorpos. Mais recentemente, YANG et al. (2009)
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empregaram peptideos hexaméricos HYFKFD, HFRRHL e HWRGWYV na purificagdo de
IgG humana, explorando a interacao do ligante com a porcdo Fc da proteina, obtendo
excelentes resultados, principalmente com peptideo HWRGWYV, com o qual se atingiu
rendimento e pureza de I1gG de 94,8% e 97,7%, respectivamente, com o0 uso de tampao

PBS com 1 mol/L NaCl.

Ligantes tiofilicos foram introduzidos por Porath et al. (1985). Devido ao seu baixo
custo, estabilidade quimica e especificidade, estes tém sido empregados com sucesso
na purificagdo de IgG. O trabalho realizado por COFFINIER e colaboradores (2002)
mostrou a eficiéncia do uso de membranas tiofilicas de alcool polietileno vinilico (PEVA)
com B-mercaptoethanol imobilizado na purificagdo de 1gG, obtendo uma recuperagao de
85% com menos de 1% de albumina adsorvida, evidenciando uma alta especificidade

pela proteina-alvo.

Corantes tem sido muito utilizados como ligantes para purificacao de proteinas.
BAYRAMOGLU e colaboradores (2007) demonstraram o uso do corante Reactive Green
(RG-5) imobilizado em membrana de poli (2-hidroxi-etil-metacrilato) para purificacao de
IgG proveniente de soro humano, obtendo uma pureza e recuperacao de 81% e 67%,

respectivamente, com emprego do tampao fosfato de sédio 50 mmol/L a pH 6,0.

Os quelatos metalicos sdo empregados como ligantes na cromatografia de
afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC — “Immobilized Metal ion Affinity
Chromatography”), técnica que se baseia na interagao entre proteinas e ions metalicos
imobilizados por meio de ligagcbes de coordenacdo, em uma interagdo reversivel

(PORATH et al., 1975; SULKOWSKI, 1985; SULKOWSKI, 1989; UEDA et al., 2003).
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A técnica de IMAC para purificacdo de anticorpos tem mostrado um grande
potencial em termos de purificacédo e seletividade (PORATH e OLIN, 1983; BODEN et al.,
1995; VANGAN et al, 2002; SERPA, 2005; BAYRAMOGLU et al, 2006 (a);
BAYRAMOGLU et al., 2006(b); RIBEIRO et al., 2008; BRESOLIN et al., 2010), o que
leva a buscar novos estudos explorando diferentes condi¢cdes para realizacao deste

processo de purificacao.

2.3. Cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC)

2.3.1. Principios basicos

Em 1975, Porath e colaboradores introduziram uma técnica de separacao e
purificacao de proteinas baseada na afinidade destas por ions metélicos quelatados em
matrizes soélidas. Ela foi denominada cromatografia de afinidade por ions metalicos
imobilizados, IMAC, e desde entdo essa técnica tem sido utilizada para separacao e
purificacdo de peptideos, proteinas, células e acidos nucléicos, tanto em escala
laboratorial quanto em escala industrial (PORATH et al., 1975; SULKOWSKI, 1985;
SULKOWSKI, 1989, WONG et al., 1991; GABERC-POREKAR e MENART, 2001; UEDA

et al., 2003; BRESOLIN et al., 2009b).

A técnica de IMAC tem como principio a afinidade existente entre os ions
metalicos quelatados numa matriz sélida e biomoléculas em solucdo. Estes suportes
contendo fons metalicos, tais como Cu®*, Ni?*, Zn?** ou Co?*, sdo apropriados para o
fracionamento de proteinas com base no seu conteudo relativo de residuos de histidina,
cisteina, cadeias laterais aromaticas de aminoacidos e de grupos N-terminal acessiveis

de aminoacidos (PORATH, 1992; GABERC-POREKAR e MENART, 2001; UEDA et al.,
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2003; BRESOLIN et al., 2009D).

A adsorcao de proteinas ocorre através da ligacdo de coordenacédo entre
residuos de histidina acessiveis na superficie de proteina que atuam como grupos
doadores de elétrons e ions metalicos de transicao imobilizados no suporte sélido acima
mencionados, resultando em complexos de coordenacao. Posteriormente, estas podem
ser eluidas pela adicao de um agente competidor ou pela protonacado dos residuos de
histidina (abaixamento de pH) (WONG et al., 1991; WINZERLING et al., 1992; UEDA et
al., 2003; BOLANOS-GARCIA e DAVIES, 2006; BRESOLIN et al., 2009b). Esta técnica
permite ndo s6 a purificacdo de proteinas com base na presenca destes residuos em
sua superficie como também uma andlise estrutural detalhada das proteinas

(GABERC-POREKAR e MENART, 2001).

Destaca-se algumas vantagens da técnica de IMAC em relacdo aos ligantes
bioespecificos como: estabilidade dos ligantes, alta capacidade de adsorcao protéica,
condi¢des de eluicdo brandas e baixo custo (WONG et al., 1991; WINZERLING et al.,
1992; UEDA et al, 2003; BOLANOS-GARCIA e DAVIES, 2006; BRESOLIN et al.,
2009b).

Para obter alta seletividade em IMAC é necessario selecionar adequadamente o
agente quelante, o ion metélico, o tipo de tampéao, o pH, a forca ibnica, dentre outros. A
escolha das condi¢cdes mais apropriadas para o processo de purificacdo é importante
para que a interagdo entre a proteina e o ion metalico quelatado seja favorecida,
resultando em alto grau de pureza da proteina—alvo (WONG et al., 1991; WINZERLING
et al., 1992; GABERC-POREKAR e MENART, 2001; UEDA et al., 2003; TSAI et al.,
2006; BRESOLIN et al., 2009b).
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2.3.2. Escolha do ion metalico

Qualquer ion metalico que apresente afinidade por proteinas pode ser utilizado.
No entanto, quando os ions metdlicos sdo quelatados, eles apresentam reatividades
diferentes em relacéo as biomoléculas, que pode ser predita pelo principio de acidos e
bases duros e moles (HSAB — Hard and Soft Acids and Bases) (PEARSON, 1973). Este

principio assume trés tipos principais de acidos e bases, duros, moles e intermediarios.

Para acidos duros, exemplifica-se os ions metalicos como: K*, Mg?*, Ca** e Fe*,
estes coordenam as bases duras que contém atomos de oxigénio (exemplo: carboxilato),
nitrogénio alifatico (exemplo: asparagina e glutamina) e fésforo (acido amino fosforilado).
Acidos moles como ions metalicos Ag* e Cu* se coordenam de maneira estavel a bases
moles, como atomos de enxofre (exemplo: cisteina). Por ultimo, como &cidos
intermediarios tém-se os fons metalicos de transicao, tais como Cu®*, Zn?**, Ni** e Co?*;
estes formam ligacées de coordenacdo com as bases intermediarias como atomos de
nitrogénio aromatico e com as bases moles (atomos de enxofre) (UEDA et al., 2003;

BRESOLIN et al., 2009D).

Os metais de transicdo com carater acido intermediario Cu?*, Zn?*, Ni** e Co?*
sado os mais comumente empregados na purificacdo de proteinas que possuam residuos
acessiveis de histidina, triptofano (interacbes com o nitrogénio dos grupamentos
imidazol e indol, respectivamente) e cisteina (interacées com o enxofre do grupamento
tiol) (SULKOWSKI, 1989; WONG et al., 1991; WINZERLING et al., 1992; UEDA et al.,

2003; BRESOLIN et al., 2009b).

Testes realizados por Sulkowski (1989) demonstraram que a interagdo entre
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proteinas e os ions metalicos quelatados ao agente quelante IDA esta diretamente
relacionada com a presenca de histidinas acessiveis na superficie da proteina. Esta
propriedade se deve ao fato de haver um grupo doador de elétrons (presenca de par de
elétrons no nitrogénio) no anel imidazol da histidina (Figura 2.2). Outros aminoacidos

também afetam a retencao de proteinas, como o triptofano e a cisteina (Tabela 2.1).

O

. 1 -

HsN—CH-C—0
CH,

PTTN
=

Figura 2.2 — Estrutura da histidina em pH neutro

Tabela 2.1 — Predicdo da retencao de proteinas em matrizes contendo metais de
transicdo quelatados a IDA, baseado em residuos de histidina e triptofano acessiveis na
superficie de proteinas (adaptada de UEDA et al., 2003).

Ocorréncia de residuos His ou Trp  Retencéao de proteinas nos quelatos

na superficie de proteinas IDA — Me?*
Auséncia de His ou Trp Nao ha
1 His Cu®
> 1 His Cu®, Ni**
Cluster de His Cu®, Zn*, Ni** e Co?*
Varios Trp, auséncia de His Cu?

Me?* = metais de transicdo Cu?*, Zn?*, Ni* e Co?*.



17

Segundo Sulkowski (1989), pelo menos um residuo de histidina disponivel para a
coordenacdo é suficiente para que a proteina seja retida em IDA-Cu®*. Para que
proteinas sejam adsorvidas em IDA-Ni?* é necessario que esta apresente, no minimo,
dois residuos de histidina acessiveis, enquanto IDA-Zn?** e IDA-Co?* necessitam a
presenca de dois residuos de histidina disponiveis espacialmente localizadas em uma
o-hélice e separadas por dois ou trés aminoacidos. Assim, a ordem crescente de forca
de retengdo de proteinas contendo residuos de histidina acessiveis em géis IDA-Me**
pode ser apresentada da seguinte forma: Cu?* > Ni?* > Zn®* > Co** (SULKOWSKI, 1989;
WONG et al., 1991; WINZERLING et al., 1992; UEDA et al., 2003; BRESOLIN et al.,
2009b).

2.3.3. Escolha do agente quelante

A escolha do quelante deve ser feita baseada na estabilidade do complexo
formado entre o agente quelante e o ion metalico e na disponibilidade de sitios de
coordenacéo livres para ligagcdo com as proteinas. Quando um ligante contiver apenas
um par doador de elétrons, havera a formagao de um complexo metalico, ocupando um
sitio de coordenacdo, sendo assim, um ligante monodentado. Em casos de uma
molécula ocupar mais de um sitio de coordenacao de um ion metalico, ou seja, dispor de
dois ou mais pares doadores de elétrons, o0 complexo formado passa a ser polidentado

resultando em quelato metalico.

O agente quelante mais utilizado em IMAC é o tridentado acido iminodiacético
(IDA) que quelata o ion metalico ocupando trés sitios de coordenagédo. Neste caso, a

proteina pode interagir com os outros trés sitios remanescentes. Agentes quelantes
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tetradentados, como acido aspartico carboximetilado (CM-Asp) e acido nitrilotriacético
(NTA), e pentadentados como Tris-carboximetil-etilenodiamina (TED), quelatam o ion
metalico ocupando quatro e cinco sitios de coordenacgao, respectivamente, deixando
menos sitios livres remanescentes para interagir com as proteinas. A Figura 2.3 mostra

as estruturas esquematicas dos agentes quelantes IDA, CM-Asp, NTAe TED.

{a) {b)

fc) (d)

Figura 2.3 — Estrutura de diferentes agentes quelantes com ions metalicos

hexacoordenados imobilizado. A) IDA; b) CM-Asp; ¢) TED; d) NTA (BRESOLIN et al.,

2010).

Normalmente, quanto mais polidentado for o agente quelante, maior é a
estabilidade do complexo formado entre o agente quelante e o ion metalico, também
denominado de efeito quelato. O agente quelante TED, por ser pentadentado, possui
elevada estabilidade nas ligacbes de coordenacdo, podendo ser mais seletivo no
processo de purificacdo. No entanto, por disponibilizar apenas um sitio para interacao

com proteinas, a capacidade de adsorcao é baixa em relacdo aos agentes quelantes
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tridentados e tetradentados. Assim, Porath (1988) apresentou uma relagdo em ordem
decrescente de capacidade de adsorcdo em funcédo do agente quelante utilizado: IDA >

NTA > CM-Asp > TED.

2.3.4. Condicoes de adsorcao e dessorcao

A fim de obter uma purificacdo seletiva de proteinas, € de fundamental
importadncia o conhecimento das interagdes fisico-quimicas ocorridas na etapa de
adsorcao, pois o emprego de diferentes condigcdes operacionais como pH, tampéao e
concentragdo de sal podem tanto intensificar ou minimizar as interacdes entre a

proteina e o quelato no processo de adsorgao.

E comum a realizagdo da etapa de adsorcdo em IMAC em pH alcalino, porém, o
valor do pH étimo depende de outros fatores envolvidos na interacao entre a proteina e
0 quelato. Quando o valor do pH é superior ao valor do pK, dos residuos de
aminoacidos, os grupos doadores de elétrons da proteina estardo parcialmente
desprotonados, favorecendo assim, as ligacoées de coordenacéo. A faixa de pH entre 6,0
e 8,0 favorece a retencéo de residuos de histidina e cisteina. Uma faixa de valores mais
acidos (= pH 5,0) favorece a adsorcdo de proteinas ricas em acidos carboxilicos e
grupos fosfato e uma faixa de valores mais alcalinos (pH acima de 8,0), as ligagdes com
grupos funcionais amina sao favorecidas, no entanto, a seletividade diminui (WONG et

al., 1991; UEDA et al., 2003).

Os tampdes fosfato de sodio e acetato de sddio sdo os mais utilizados em IMAC.
Citam-se também os zwiteribnicos como MOPS (4cido 3-[N-morfolino]

propanosulfénico), MES (4cido 2-[N-morfolino] etanosulfénico) e HEPES (acido
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2-[N-hidroxietil] piperazina-N’-[3-etanolsulfénico]), os quais nao interferem na interacao
entre a proteina e o metal (GOOD et al. 1966; WINZERLING et al., 1992). Normalmente,
tampdes com alta forca ibnica (contendo 0,1 a 1,0 mol/L NaCl) sao utilizados para
reduzir as interacOes eletrostaticas nao-especificas a fim de elevar a seletividade e
estabilidade do complexo formado entre a proteina e o quelato imobilizado (PORATH e

OLIN, 1983).

Quanto ao processo de dessorcado das proteinas, diferentes condicbes podem
ser aplicadas, podendo-se citar: alteracdo de valores de pH e adicdo de agente
competidor (exemplo: imidazol) como as mais utilizadas, além de deslocamento do
complexo ion metalico-proteina utilizando um agente competidor forte (exemplo: EDTA)

(WINZERLING et al., 1992 ; UEDA et al., 2003; GUTIERREZ et al., 2007).

E considerado um agente competidor a molécula que apresenta afinidade com o
sitio de ligacdo em que a proteina esta adsorvida, deslocando assim, a proteina para o
meio aquoso, ficando o agente competidor ligado a matriz (WONG et al, 1991). O
agente competidor imidazol apresenta alta afinidade com os ions metalicos de transicao
Cu?*, Ni**, Zn** e Co®*" e a incorporacdo deste nos sistemas tamponantes tem
contribuido para uma eluicao seletiva de proteinas (WONG et al., 1991; ZACHARIOU e

HEARN, 2000; UEDA et al., 2003).

Para utilizacdo do adsorvente em um novo ciclo € necessario a realizagdo da de
regeneracao, na qual remove-se 0s ions metalicos quelatados para que a coluna possa
ser reutilizada. Nesse caso, é necessario a utilizacdo de um agente quelante forte como
EDTA, para que os ions metalicos quelatados possam ser removidos da coluna (WONG

et al., 1991; BEITLE e ATAAI, 1992).
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2.3.4.1. Adicao de sal

A presenca de sal no sistema tamponante afeta de maneira significante a
capacidade de adsorcédo e a seletividade. Os sais mais utilizados em IMAC séo cloreto e
sulfato de sédio. A adicdo de altas concentracées de NaCl (0,5 a 1,0 mol/L) no sistema
tamponante tem como finalidade a diminuicdo de interacdes eletrostaticas, favorecendo
a adsorcao de proteinas e o aumento da seletividade, promovendo uma maior
estabilidade do complexo formado entre ion metalico e a proteina (UEDA et al., 2003).
Porém, estudos realizados por SERPA et al. (2005), RIBEIRO et al. (2008) e BRESOLIN
et al. (2010) na aplicacao de IMAC para purificagdo de anticorpos tém mostrado a
eficacia da utilizacdo do sistema tamponante de adsorcdo em auséncia de sal,

proporcionando alta seletividade, o que contraria os protocolos classicos em IMAC.

Em casos de baixa forca ibnica (auséncia ou baixa concentracdo de sal), os
efeitos eletrostaticos sdo predominantes, assim, a interacdo entre o adsorvente e
proteina se da numa atracéo eletrostatica reversivel. Nessa condicéo, é possivel que o
ion metalico atue como um pseudocation, podendo ocorrer interagdes mistas (forcas
eletrostaticas e ligacbes de coordenacdo). Estudos relizados por ZACHARIOU e
colaboradores (1996, 2000) mostraram a eficiéncia de IMAC na adsorgao de proteinas
do soro (transferrina, albumina e ax-macrobulina) com o emprego de tampdes com
baixa forca idbnica. O aumento da forca ibnica provoca um decrécimo na adsorcao das
proteinas, porém, dependendo das condi¢gdes do pH, consegue-se uma adsorcao de

proteina seletiva (ZACHARIOU et al., 1996; ZACHARIOU et al., 2000).
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2.3.5. Utilizacdo do ion metalico Co?** em IMAC para purificacdo de proteinas

Como mencionado no item anterior, de acordo com Sulkowski (1989), a ordem
crescente de forca de retencao de proteinas contendo residuos de histidina acessiveis
em géis IDA-Me?* é de Cu®* > Ni®* > Zn** > Co®*. Para o ion metalico Co®* é necessario
que a proteina apresente dois residuos de histidina disponiveis espacialmente
localizados em uma a-hélice ou em um enovelamento para que esta possa ser retida no
adsorvente (SULKOWSKI, 1989). Por apresentar menor forca de retencédo de proteinas
em relacdo aos outros ions metalicos, a adsorcao de biomoléculas indesejadas também
€ menor, promovendo um aumento da seletividade. Desta forma, ion cobalto torna-se
uma alternativa para uma purificacdo seletiva de proteinas (CHAGA et al., 1999). A
Figura 2.4 mostra esquematicamente a interacao entre uma proteina com o ion metalico

cobalto quelatado.

Proteina

Suporte

Figura 2.4 — Esquema da ligacao entre uma proteina e o ion metdlico cobalto

quelatado (adaptada de ZATLOUKALOVA e KUCEROVA, 2004).

Estudos referentes & utilizagao do ion metélico Co?* para purificagdo de proteinas

s30 mais escassos quando comparados aos outros ions metdlicos de transicdo Cu?*,
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Ni** e Zn?*. Vangan e colaboradores (2002), que realizaram um estudo da purificagdo de
lgG humana utilizando os fons metélicos de transicido Cu?*, Ni?*, Zn** e Co%,
demonstraram a potencialidade do emprego de fon Co?* na purificacédo de IgG a partir da
IgG pré-purificada, obtendo uma recuperacdao de 86,7%, empregando o agente

competitivo MOPS 25 mmol/L, gradiente degrau de imidazol 2 a 100 mmol/L com a

presenca de 1,0 mol/L NaCl, pH 7,0.

A utilizagao do ion cobalto em IMAC também tem sido eficiente na purificacao de
proteinas recombinantes com cauda de histidina acoplada aos terminais N ou C das
proteinas (CHAGA et al. 1999; PIATIBRATOV et al., 2000). CHAGA e colaboradores
(1999) empregaram o ion cobalto quelatado ao CM-Asp para purificacdo de lactato
desidrogenase (LDH) proveniente de extrato de musculo de frango. O resultado mostrou
alta seletividade com recuperacao e pureza superior a 85% e 95%, respectivamente,
evidenciando, assim, a potencialidade do emprego do Co?" no processo de purificacdo

(CHAGA et al. 1999).

Em 2003, PHAN e colaboradores purificaram a proteina caltrina (inibidor de
transporte de calcio) utilizando o quelato CM-Asp-Co®*. A proteina alvo foi recuperada de
forma significativa na etapa de eluicio a baixa concentracdo de imidazol,

apresentando-se com pureza acima de 99% e um alto rendimento (PHAN et al., 2003)

JIANG e colaboradores (2004) utilizaram o ion metalico cobalto para purificacao
do virus da Herpes Tipo 1 (HSV-1), o qual possui aplicagcbes em terapia genética. Sob
condigdes otimizadas de IMAC, conseguiu-se um resultado bastante satisfatorio com a
alta recuperacao de HSV-1 e um baixo teor (<3,5%) de proteinas contaminantes, DNA e

virus indesejados (JIANG et al., 2004). No mesmo ano, ZATLOUKALOVA E KUCEROVA
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apresentaram o trabalho que objetivou a separacao de proteinas de diferentes massas
moleculares a partir de figado de rato utilizando IMAC com o ion metalico Co?* quelatado.
Com o emprego da estratégia de eluicdo por aumento de concentracao de imidazol, foi
possivel a separacdo das proteinas que possuem uma massa molecular relativa de
aproximadamente 30 kDa das demais proteinas de massas moleculares distintas

(ZATLOUKALOVA e KUCEROVA, 2004).
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3. Materiais e Métodos

3.1. Materiais
3.1.1. Fluidos empregados

O soro humano (“human serum from male AB plasma, sterile-filtered”, H4522) foi
adquirido da Sigma (EUA) e IgG humana (y-globulina) foi obtida da Aventis Behring

(Alemanha).

3.1.2. Reagentes

O gel de agarose (Sepharose 4B®, 4% de reticulacdo, tamanho de particulas
entre 45 e 165 um e faixa de fracionamento de 60 a 20.000 kDa) foi obtido da GE
Healthcare (EUA). Acido iminodiacético (IDA), acido aspartico, acido bromoacético,
sulfato de  cobalto, etileno-dinitrilo-tetraacético  sal  dissédico  (EDTA),
Tris(hidroximetil)-aminometano (Tris), formaldeido e isopropanol foram adquiridos da
Merck (Alemanha). Acido cloridrico, acido acético, acido citrico, carbonato de sédio,
metanol e etanol foram obtidos da Synth (Brasil). Acrilamida, bis-Acrilamida,
dodecilsulfato de sédio (SDS), glicina e N, N, N’, N’-tetra-metilenodiamina (TEMED)
foram adquiridos da Bio-Rad (EUA). Persulfato de aménio, glicerol e albumina de soro
bovino (BSA, 98% de pureza) foram obtidos do Sigma (EUA). Para eletroforese
utilizou-se marcador de imunoglobulina G (IgG) preparado a partir de IgG humana obtida
da Aventis Behring (Alemanha) e marcador de massa molecular da GE Healthcare (EUA)
contendo as seguintes proteinas: miosina 212 kDa, «2-macroglobulina 170

kDa, B-galactosidase 116 kDa, transferrina 76 kDa e desidrogenase glutdmica 53 kDa.
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Outros reagentes foram todos de grau analitico. Utilizou-se agua ultrapura obtida com o

equipamento Milli-Q (Millipore, EUA) para a preparagao de todas as solugoes.

3.2. Métodos

3.2.1. Ativacao do gel com epicloridrina

O gel de agarose foi ativado com epicloridrina de acordo com o protocolo descrito
por Hemdan e Porath (1985). Inicialmente, o gel embebido em agua foi desgaseificado
para remover o ar presente nos poros, utilizando uma bomba de vacuo. Em capela,
montou-se o experimento para a ativacdo, onde um frasco Erlenmeyer de 250 mL
contendo 20 g de gel umido foi colocado em um agitador orbital. Adicionou-se ao gel um
volume de 5,0 mL do agente ativador epicloridrina e 50,0 mL de NaOH 2 mol/L contendo
0,266 g de boroidreto de sddio (NaBH,). Esta suspenséao (gel e solucéo) foi deixada sob
moderada agitacao (50 rpm) a temperatura de 25 °C durante 15 min. Ap6s este tempo
de reacdo, foram gotejados, simultaneamente, 50 mL de NaOH e 23,3 mL de
epicloridrina, a uma vazdo de 0,27 e 0,13 mL/min, respectivamente, para evitar o
aumento de temperatura durante a reacdo. A seguir, a suspensao foi deixada sob
agitacdo por 16 h (BRESOLIN, 2006) a 25 C, tempo s uficiente para a reagdo ser
completada. Apés este periodo, em capela, o gel foi lavado com agua até que o valor de
pH da agua pos-lavagem fosse 0 mesmo da agua antes da lavagem, evidenciando que
todo o excesso de solugéo (solugcao com epicloridrina, NaOH e NaBH4 com pH em torno

de 10,0) foi removido.
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3.2.2. Imobilizacao dos agentes quelantes no gel ativado com epicloridrina

a) Imobilizacao do IDA

A imobilizacdo do &cido iminodiacético (IDA) foi realizada como descrito por
Porath e Olin (1983). Uma solugéo de 26 g de IDA adicionados a 65 mL de NaOH 2,0
mol/L foi preparada, tendo o seu pH ajustado para 10,0 com pastilhas de NaOH.
Simultaneamente, preparou-se outra solucao, contendo 27,56 g de carbonato de sdédio
em 65 mL de 4gua. As duas solugdes foram, entdo, misturadas e adicionadas ao gel ja
lavado (209); a suspensao permaneceu em um agitador orbital a 65 °C sob agitagédo por
24 h. Apéds esta imobilizacdo, o gel foi lavado com &gua, até que o pH da agua
pos-lavagem fosse 0 mesmo da agua antes da lavagem. O gel obtido foi denominado de

agarose-IDA.

b) Sintese e imobilizacao do CM-Asp

A sintese do acido aspartico carboximetilado (CM-Asp) foi realizada de acordo
com a metodologia apresentada por Mantovaara et al. (1991) em duas etapas.
Primeiramente, imobilizou-se o acido L-aspartico na matriz previamente ativada seguida

do processo da carboximetilagdo.

Imobilizacao do acido L-aspartico

Seguiu-se 0 mesmo protocolo para a imobilizacdo do ligante a partir de um

grupamento amino em matriz ativada contendo oxirano. A matriz foi lavada com uma
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solucdo de NaHCO3/Na>,CO3; 2,0 mol/L para retirar toda a agua contida na matriz. A
massa de 8,0 g de acido L-aspatrtico foi adicionada a 50,0 mL de uma solucao aquosa de
NaHCO3/Na>CO3 1,0 mol/L, tendo o pH ajustado para 11,5, com pastilhas de NaOH foi,
entdo, adicionada a matriz ativada e mantida sob agitacdo durante a noite. Apds a
imobilizagao, o gel foi lavado com agua, até que o pH da agua de lavagem fosse igual ao

pH da agua ultrapura.
Carboximetilacao

O gel contendo o acido L-aspartico imobilizado foi lavado com uma solug¢ao de
NaHCO3s/Na,CO3 1,0 mol/L, pH 10,5. Simultaneamente preparou-se uma solucao
contendo 12,6 g de acido bromoacético em 30 mL de NaOH 4,0 M e o pH foi ajustado
para 10,5 com pastilhas de NaOH. A solucao foi adicionada ao gel contendo o acido
L-aspartico imobilizado e permaneceu sob agitacdo por no minimo 6 h ou overnight.
Apés a carboximetilacdo, o gel foi lavado com agua até verificagdo do mesmo valor de

pH da agua. O gel obtido foi denominado agarose-CM-Asp.

3.2.3. Determinacao da densidade de ligantes

A determinagdo da quantidade de ion cobalto quelatado na matriz foi
determinada conforme descrito em Silva (2007). Alimentou-se uma coluna
cromatografica (contendo 3,0 mL de gel) com solucao de sulfato de cobalto a 50 mmol/L
até a saturacdo. O gel foi lavado com agua seguido do tampéao Tris-HCl a pH 7,0
contendo 700 mmol/L ou MOPS ou fosfato a pH 7,0 contendo 500 mmol/L de imidazol
com o objetivo de retirar o ion metélico fracamente quelatado. A remogdo do ion

metalico do adsorvente foi feita com solugcdo EDTA (acido etileno-dinitrilo-tetraacético) a
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100 mmol/L, pH 7,0. As fragdes de eluicdo foram recolhidas em volumes de 1,0 mL e

analisadas por espectrometria UV-VIS.

3.2.4. Experimentos cromatograficos

Empacotou-se uma coluna cromatografica modelo C 10/10 de 10 mm de
didmetro interno x 10 cm de altura (GE Healthcare, EUA) com 3,0 mL de gel de
agarose-IDA ou agarose-CM-Asp, que foi entdo conectada ao sistema de cromatografia
de baixa pressado (Akta Prime Plus, GE Healthcare ou BioLogic LP, Bio-Rad). Com uma
vazao de 0,5 mL/min alimentou-se a coluna com a solucdo de sulfato de cobalto 50
mmol/L até a saturacéo e, em seguida, a coluna foi lavada com agua e com tampéao de
mais alta concentracao de agente competitivo (conforme o experimento) com o objetivo
de retirar o ion metalico fracamente quelatado. A coluna contendo o adsorvente foi,
entdo, equilibrada a temperatura ambiente com o tampao de adsorcado (tampao de

equilibrio).

Conforme o experimento foram utilizados na etapa de adsorcdo os tampdes
MOPS e fosfato de sddio a 25 mmol/L e pH 7,0 contendo 2,0 mmol/L de imidazol e
Tris-HCI a 25 mmol/L e pH 7,0, todos os tampdes com ou sem 1,0 mol/L de NaCl a fim
de estudar o efeito do sal na purificagdo de IgG. A coluna foi alimentada com 200 pl de
soro humano diluido 5 vezes no tampéao de adsor¢éao. Apds o término da alimentacao, a
coluna foi lavada com o mesmo tampao de adsorcao, até que todas as proteinas nao
adsorvidas fossem retiradas da coluna. A eluicao foi realizada, conforme o experimento,
por gradiente do tipo degrau de adicao de imidazol (20 a 500 mmol/L de imidazol) ou de

Tris (de 100 a 700 mmol/L de Tris) ao tampéao de adsorcao e, em seguida, regenerada
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com solugéo de EDTA a 100 mmol/L a pH 7,0.

A corrente de saida foi coletada durante todas as etapas cromatograficas em
fracoes de volume de 1,0 mL. As fracdes obtidas foram monitoradas a 280 nm,
quantificadas pelo método de Bradford (proteina total, Bradford, 1976), aquelas situadas
nos picos de proteina foram analisadas por eletroforese SDS-PAGE e quantificadas por
nefelometria (dosagem de IgG, IgM, albumina e transferrina). Os experimentos foram

realizados em duplicata, no minimo.

Os sistemas tamponantes a 25 mmol/L e pH 7,0 utilizados nos experimentos

realizados neste trabalho estao apresentados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Sistemas tamponantes utilizados nas cromatografias de purificacdo de IgG
em agarose-IDA-Co?* e agarose-CM-Asp- Co?* na presenca e auséncia de sal (NaCl)

Etapas Tampdes utilizados

Fosfato de sédio
MOPS contendo
Adsorcéao Tris-HCI 2
2 mmol/L imidazol contendo

mmol/L imidazol

Aumento da concentracédo
Aumento da concentracao de imidazol:
Eluicao de Tris: 100, 300, 500 e
20, 100 e 500 mmol/L
700 mmol/L

Regeneracao EDTA 100 mmol/L, pH 7,0
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3.2.5. Dosagem de proteinas totais

As concentracdes de proteina total nas amostras foram determinadas utilizando a
metodologia de Bradford (1976), tendo albumina do soro bovino (BSA) como proteina

de referéncia.

3.2.6. Eletroforese SDS-PAGE

As fracOes obtidas nas etapas de lavagem e eluicdo das cromatografias foram
analisadas por eletroforese SDS-PAGE, realizadas no equipamento Mini Protean lli
(BioRad, EUA), utilizando gel de poliacrilamida (30% de acrilamida e 2,7% de
bisacrilamida), conforme protocolo apresentado por Laemmli (1970), na concentracao de
7,5%. As amostras foram previamente tratadas com tampdes contendo SDS em
condi¢cdes desnaturantes e nao-redutoras (sem a presenca de B-mercaptoetanol). A
desnaturacao das proteinas das amostras foi realizada por aquecimento a 100 °C por 10
min. Aliquotas de 10 pL de cada amostra, 10 uL de marcador de alta massa molecular e
10 uL de marcador de IgG foram aplicadas nos géis e estes submetidos a uma voltagem
de 180 V em cuba vertical. A coloracao dos géis foi feita com nitrato de prata conforme

Morrissey (1981).

3.2.7. Dosagem de imunoglobulinas, albumina e transferrina

A dosagem das concentracdes de imunoglobulinas G e M, albumina e transferrina
presentes nas fragdes cromatograficas foram determinadas por nefelometria, conforme

descrito no manual do nefelémetro Array 360 System (Beckman Coulter, EUA).
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3.2.8. Determinacao da curva de ruptura

A determinagao das curvas de ruptura tem como objetivo avaliar a seletividade e
a capacidade dinamica do adsorvente. Para isso, foram realizados experimentos
cromatograficos com injecdo de soro humano diluido em tampao Tris-HCI até a
saturacdo do adsorvente CM-Asp-Co?*, devido ao fato de ter sido o adsorvente que
apresentou melhor seletividade na adsorcao de IgG. O ponto de ruptura foi determinado
como sendo o ponto no qual o valor de C/Co atingiu o valor de 0,1, conforme Charcosset
e colaboradores (1995), onde C é a concentracao de proteinas totais na saida da coluna

e Co é a concentracao inicial de proteinas totais na solugéo de alimentacéo.

O experimento cromatografico foi realizado de forma similar aos realizados
anteriormente. Apds a etapa de equilibrio da coluna, esta foi alimentada com soro
humano diluido a 2,5, 5 e 10 vezes no tampao 25 mmol/L Tris-HCI pH 7,0 até a
saturacao para determinacao das curvas de ruptura. Apos o término da alimentacéo, a
coluna foi lavada com o mesmo tampao de adsor¢cdo até que todas as proteinas nao
adsorvidas fossem removidas da coluna. A eluicao foi realizada por gradiente do tipo
degrau de Tris (de 100 a 700 mmol/L de Tris) ao tampao de adsorcao. A regeneracao foi

feita com EDTA a 100 mmol/L a pH 7,0.

A corrente de saida foi coletada durante todas as etapas cromatograficas em
fracoes de volume de 1,0 mL. As fracdes obtidas foram monitoradas a 280 nm,
quantificadas pelo método de Bradford (1976) e foram feitos “pools” das fracdes de
alimentacao, lavagem, eluicdo e regeneracdo que tiveram maiores concentracdes de

proteinas para analise de eletroforese SDS-PAGE e nefelometria.
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3.2.9. Determinacao das isotermas de adsorcao

Os experimentos para determinacao das isotermas de adsorcao foram realizados
na temperatura de 25°C, em duplicata, com solugbées de IgG humana de alta pureza
(Aventis Behring, Alemanha) em tampao Tris-HCI, pH 7,0, por ter este apresentado o
melhor resultado na adsorcao de IgG. Em tubos do tipo Eppendorf de capacidade de 2,0
mL, 50 mL de gel foram previamente equilibrados com o tampao de adsor¢cao e, em
seguida, o tampao de adsorcéao foi esgotado. Adicionou-se entdo a cada tubo, 1,0 mL de
solucdo de IgG em tampéao de adsorcao a diferentes concentragdes (0,75 a 30,0 mg/mL).
Os tubos foram deixados sob agitacao orbital durante 3 h, tempo necessario para que o
equilibrio seja atingido (tempo a partir do qual a concentracdo de IgG permanece
constante no sobrenadante, determinado experimentalmente). Completado este tempo,
as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante foi analisado por espectrofotometria
a 280 nm para determinar a concentragdo de proteina (IgG) no equilibrio (C*). A
quantidade de proteina adsorvida em termos de miligrama por mililitro de adsorvente

(Q*) foi calculada pela Equagéao 3.1:

_(C-CHy

O v (3.1)

sendo C a concentracao inicial de IgG, C* a concentracao de IgG apds o equilibrio ser

atingido, V o volume de solugéo e Vggs 0 volume de adsorvente.

Com o conjunto de valores de Q* e C*, foram ajustados paradmetros dos modelos
de Langmuir (Equacéo 3.2) (LANGMUIR, 1913) e Langmuir-Freundlich (Equagao 3.3)
(SHARMA e AGARWAL, 2001). Foram determinados os parametros capacidade

maxima de adsorcdo (Qn) e a constante de dissociacdo (Kyg) do complexo
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proteina-ligante imobilizado, além do pardmetro n apresentado no modelo de
Langmuir-Freundlich, que classicamente € um indicativo do tipo de cooperatividade
presente na adsorcao. No caso de n= 1, ndo ha cooperatividade entre as proteinas, ou
os sitios sdo independentes. Para n > 1, cooperatividade positiva € sugerida e

cooperatividade negativa é observada quando 0 < n< 1 (SHARMA e AGARWAL, 2001).

Q,C*
Q% = —(Kd o (3.2)
3\
or = Zn(€) (3.3)

K,y +(CH)

Para a validacdo do modelo de Langmuir, fez-se a linearizagdo do modelo
segundo a equacdo 3.4, na forma de grafico Q*/C* em funcdo de Q* (gréfico de

Scatchard) (SHARMA e AGARWAL, 2001):

er_ 9, 0F (3.4)
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4. Resultados e discussao

Neste capitulo, os resultados e discussédo apresentados referem-se ao estudo do
efeito do NaCl na purificacao de IgG a partir de soro humano por cromatografia em gel
agarose com fon metalico Co?* imobilizado aos agentes quelantes IDA e CM-Asp, em
sistemas tamponantes Tris-HCI, MOPS-imidazol e fosfato de sddio-imidazol. As eluigbes
foram realizadas pela adi¢cdo de agente competidor (Tris-HCI ou imidazol) no tampéo de
adsorcdo. A comparacdo entre os sistemas tamponantes foi feita com base nos
balancos de massa e seletividade apresentadas pelos perfis eletroforéticos de cada
cromatografia. Em seguida, foram selecionadas as melhores condicées tamponantes
para analise nefelométrica, objetivando determinar a pureza de IgG e fator de
purificacdo. A melhor condicao apresentada na etapa cromatografica foi utilizada para

determinar as curvas de ruptura e as isotermas de adsor¢ao.

4.1. Estudo do efeito do sal (1,0 mol/L NaCl) na adsorcao de IgG nos quelatos

IDA-Co** e CM-Asp-Co?*

A seletividade e a capacidade de adsorcao de IgG a partir do soro humano foram
avaliadas na presenca dos seguintes sistemas tamponantes a pH 7,0 na auséncia e
presenca de sal (1,0 mol/L de NaCl): Tris-HCI 25 mmol/L pH 7,0; MOPS 25 mmol/L,
imidazol 2,0 mmol/L pH 7,0 e fosfato de sodio 25 mmol/L, imidazol 2,0 mmol/L pH 7,0.
As etapas de eluicao foram realizadas, dependendo do sistema tamponante utilizado,

pelo aumento da concentracao de agentes competidores Tris-HCI ou imidazol.

O quelato metalico imobilizado se encontra altamente solvatado em meio aquoso,
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tendo, assim, um numero de grupos hidroxila ao seu redor constituindo uma rede de
cargas negativas. Neste caso, pode ocorrer uma indugdo de cargas envolvendo
residuos de aminoacidos positivamente carregados, na associagdao da proteina com o
quelato. Segundo a recomendacado de PORATH e colaboradores (1975), a adicédo de sal,
normalmente 1,0 mol/L de NaCl e condicdes de pH particulares (pH no qual os residuos

histidina estejam desprotonados) fazem com que estas interacdes sejam reprimidas.

Segundo Zachariou e Hearn (2000), em condi¢cdes de baixa forgca ibnica os ions
metalicos imobilizados podem atuar como pseudocations, podendo se ligar as proteinas
por combinacao de interacdes eletrostaticas e ligagcdes de coordenagao, porém sendo

dificil determinar suas contribuicoes relativas.

4.1.1. Sistema tamponante Tris-HCI: eluicao por aumento da concentracao de Tris

A escolha do sistema tamponante Tris-HCI foi devido a sua caracteristica de
competir com a proteina pelo sitio de interagdo no ion metalico, promovendo, em muitos
casos, aumento da seletividade na purificacdo de proteinas. Devido ao seu carater
competitivo, 0 aumento de sua concentracdo favorece a dessorcdo de biomoléculas

(SERPA et al., 2005; RIBEIRO et al., 2008; BRESOLIN et al., 2010a).

As Figuras 4.1 e 4.2, apresentam os perfis cromatograficos e eletroforéticos dos
experimentos realizados em agarose-IDA-Co?* e agarose-CM-Asp-Co®* utilizando
sistema tamponante Tris-HCI a pH 7,0 em presenca de 1,0 mol/L de NaCl e na auséncia
deste sal, respectivamente. Os balancos de massa das cromatografias sao

apresentados na Tabela 4.1.
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Observa-se pela Figura 4.1a (perfil eletroforético da cromatografia em
agarose-IDA-Co?*) que, além da adsorcdo de IgG, houve a adsorgdo de outras proteinas
do soro humano, como transferrina e outras imunoglobulinas (adsor¢ao de 0,31 mg de
proteina total/mL de gel). Por outro lado, para agarose-CM-Asp-Co?*, a IgG nao foi
detectada nas fragdes eluidas, e praticamente todas as proteinas injetadas na coluna
foram removidas nas fracdes de lavagem (adsorcao de somente 0,02 mg de proteina

total/mL de gel), evidenciando um resultado nao satisfatério na purificagao.

Na auséncia de sal, ambos os agentes quelantes apresentaram capacidade de
adsorcao de proteinas maiores que nos experimentos realizados com adicdo do sal no
tampao Tris-HCI. Para o agente quelante IDA, a capacidade de adsorcao de proteinas
foi em torno de duas vezes e meia maior que aquela apresentada na presenca de sal
(0,88 mg de proteina total/mL de gel). No entanto, o comportamento é similar ao

observado na presenca de sal no que se refere a adsorcao de impurezas.

Em condicdes da auséncia de sal, agarose-CM-Asp-Co®* apresentou capacidade
de adsorcao de 0,23 mg de proteina total /mL de gel, sendo menor quando comparado a
agarose-IDA-Co?* (0,88 mg de proteina total /mL de gel), estando de acordo com a
ordem de capacidade de adsorcao proposta por PORATH e colaboradores (1975) de
que IDA maior que CM-Asp. No entanto, a baixa capacidade de adsorcao esta
associada a maior seletividade, (fracoes de eluicao revelaram-se eletroforeticamente
livre de impurezas, Figura 2b). Na condicdo de pH neutro, as principais impurezas

albumina (pl = 4,9) e transferrina (5,2 < pl < 5,9) encontram-se
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Figura 4.1: Perfil cromatogréfico e eletroforético de adsorcao de IgG a partir de solugcéao
de soro humano utilizando sistema tamponante Tris-HCI na presenca de sal, em (a)
IDA-Co?*, (b) CM-Asp-Co?*. Vazdo: 0,5 mL/min. I: injecdo de 0,2 mL de soro humano
diluido 5 vezes em tampao Tris-HCI contendo 1,0 mol/L NaCl pH 7,0; L: lavagem com
tamp&o de equilibrio; E1: 100 mmol/L de Tris; E2: 300 mmol/L de Tris; E3: 500 mmol/L de
Tris; E4: 700 mmol/L de Tris; R: regeneragdo com 100 mmol/L de EDTA. Eletroforeses
SDS-PAGE sob condigdes ndo redutoras. Pista M: marcadores de massa molecular.
Pista I: Injecdo. Pista L: fracdes de lavagem. Pista E1: “pool” das fracdes de eluicao a
100 mmol/L de Tris. Pista E2: “pool” das fra¢des de eluicdo a 300 mmol/L de Tris. Pista R:
“pool” das fracdes de regeneracao. Pista C: marcador de IgG humana.
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Figura 4.2: Perfil cromatogréfico e eletroforético de adsorcao de IgG a partir de solugcéao
de soro humano utilizando sistema tamponante Tris-HCI em auséncia de sal, em (a)
IDA-Co?*, (b) CM-Asp-Co?*. Vazdo: 0,5 mL/min. I: injecdo de 0,2 mL de soro humano
diluido 5 vezes em tampao Tris-HCI a pH 7,0; L: lavagem com tampao de equilibrio; E1:
100 mmol/L de Tris; E2: 300 mmol/L de Tris; E3: 500 mmol/L de Tris; E4: 700 mmol/L de
Tris; R: regeneragdo com 100 mmol/L de EDTA. Eletroforeses SDS-PAGE sob condi¢des
nao redutoras. Pista M: marcadores de massa molecular. Pista I: Injecdo. Pista L:
fracoes de lavagem. Pista E1: “pool” das fraces de eluicdo a 100 mmol/L de Tris. Pista
E2: “pool” das fracdes de eluicdo a 300 mmol/L de Tris. Pista E3: “pool” das fracdes de
eluicdo a 500 mmol/L de Tris. Pista R: “pool” das fracdes de regeneracdo. Pista C:

marcador de IgG humana.
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Tabela 4.1. Balancos de massa das cromatografias em agarose-IDA-Co** e
agarose-CM-Asp-Co®* utilizando tampao Tris-HCI pH 7,0 na presenca e auséncia de sal
e dessorcao por gradiente degrau de aumento da concentracao de Tris.

Fracao Molaridade  Adicao de sal no tampéo Auséncia de sal no tampao

de Tris Quelato Quelato
(mmol/L) IDA-Co**  CM-Asp-Co**  IDA-Co**  CM-Asp-Co*
mg® (%)° mg® (%)° mg® (%)° mg® (%)

Injecéo 25 6,35 100,0 7,88 100,0 10,85 100,0 9,71 100,0
Lavagem 25 6,38 1004 8,03 1019 108 99,5 10,42 107,3
Eluicdo 100 0,40 63 003 03 0,41 3,8 062 64

300 0,26 4,0 0,01 0,2 1,28 11,8 0,03 0,3
500 0,04 06 002 02 020 1,9 0,01 0,1
700 0,01 01 000 00 008 08 0,00 0,0
Regeneragao® 0,23 3,7 0,01 0,2 0,68 6,2 0,03 0,3

Recuperagao 731 1151 810 1028 1344 1239 11,11 1145

a100 mmol/L de EDTA.

®Massa calculada por meio da dosagem de proteinas totais (BRADFORD, 1976).
‘Percentagem relativa @ massa de proteina total injetada.

Volume de leito: 3,0 mL

Quantidade de ligante: 26,95 + 1,73 pmol Co?/mL gel para IDA e 6,97 + 0,55 pmol Co®*/mL
gel para CM-Asp.

negativamente carregadas (PUTNAM, 1975), enquanto a IgG (7,0 < pl < 9,95) esta
carregada positivamente (PRIN et al., 1995) Nessas condicdes, IDA-Me?* apresenta
carga liquida nula (PORATH et al, 1975) e CM-Asp-Me** apresenta carga liquida
negativa (GABERC-POREKAR e MENART, 2001), podendo este ultimo interagir
eletrostaticamente com a IgG e ndo com as impurezas albumina e transferrina,

aumentando a seletividade do processo.

Como mencionado anteriormente, adicdo de sal favorece ligacbes de
coordenacdo e reprime as interagdes eletrostaticas, o que pode ter causado a baixa

adsorcdo do sistema CM-Asp-Co?* na presenca de sal.

Pelos resultados apresentados com sistema tamponante Tris-HCI, mostrou-se o
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potencial do emprego do agente quelante CM-Asp complexado com o ion metalico
cobalto na auséncia de NaCl em que favoreceu a adsor¢ao seletiva de IgG, havendo a

recuperacao desta proteina livre de contaminantes em fragéo de eluicao.

4.1.2. Sistemas tamponantes MOPS e fosfato de sédio: eluicao por aumento da

concentracao de imidazol

4.1.2.1. Sistema tamponante MOPS-imidazol

O tampao MOPS, por apresentar carater zwiteridbnico na condicdo de pH neutro
(pKa = 7,2), apresenta-se com carga liquida préximo a zero. Desta forma, interagdes nao
especificas de natureza eletrostatica entre tamp&o-ion metalico e tamp&o-proteina
podem ser evitadas, podendo-se estudar unicamente o efeito do agente competidor

imidazol na purificagdo da proteina alvo.

As Figuras 4.3 e 4.4, apresentam os perfis cromatograficos e eletroforéticos dos
experimentos realizados em agarose-IDA-Co?* e agarose-CM-Asp-Co?* utilizando
sistema tamponante MOPS contendo 2,0 mmol/L de imidazol a pH 7,0 em presenca de
1,0 mol/L de NaCl e na auséncia deste sal, respectivamente. Os balangos de massa das
cromatografias sdo apresentados na Tabela 4.2.

Na presenca de sal observa-se baixa capacidade de adsorcdo para ambos agentes
quelantes IDA e CM-Asp (0,29 e 0,03 mg de proteina total/mL gel, respectivamente,
Tabela 4.2), quando comparado aos dados obtidos na auséncia de sal (0,62 e 0,19 mg

de proteina total/mL gel, para IDA-Co®** e CM-Asp-Co®*, respectivamente). A baixa
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capacidade de adsorcao na presenca de sal esta associada ao desfavorecimento de
interacdes eletrostaticas entre os quelatos estudados e as proteinas do soro.
Observa-se que o agente competidor imidazol adicionado ao tampao de equilibrio na
presenca de sal afetou a adsorcéo de proteinas de maneira similar aquela observada
com o uso de Tris como agente competidor em que houve uma diminuicdo na

guantidade de proteinas adsorvidas para ambos os agentes quelantes (Tabela 4.1).

Na auséncia de sal a matriz agarose-CM-Asp-Co®" apresentou seletividade na
adsorcao de IgG (Figura 4.4b), uma vez que as fracdes eluidas a 100 mmol/L e 500
mmol/L se encontram apenas com tracos de albumina. Agarose-IDA-Co?*, apesar de
apresentar maior capacidade de adsorcao de proteina (0,62 mg de proteina total/mL de
gel) nesta condicdo tamponante, apresentou transferrina em suas fracbes de eluicao
(Figura 4.4a), evidenciando seletividade inferior aquela apresentada pela

agarose-CM-Asp-Co?".

Agarose-IDA-Co®* apresentou adsorcdo de IgG acompanhada de impurezas,
tanto na presenga quanto na auséncia de sal, refletindo a baixa seletividade do
adsorvente (Figura 4.3a e 4.4a). Em relacdo a forgca de retencdo de proteinas no
adsorvente agarose-IDA-Co?*, foi verificado diminuicido da forca de interagdo entre o
quelato metalico e proteinas com a adi¢cdo de 1,0 mol/L de NaCl, pois na presenca
deste, concentracdes baixas de imidazol (20 mmol/L) foram suficientes para eluir 73,6%
do total de proteinas adsorvidas, enquanto que na auséncia de sal, somente 33,3% das

proteinas do soro foram eluidas com a mesma concentragao.
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Figura 4.3: Perfil cromatogréfico e eletroforético de adsorcao de IgG a partir de solugéao
de soro humano utilizando sistema tamponante MOPS-imidazol em presenga de sal, em
(a) IDA-Co?*, (b) CM-Asp-Co?*. Vazdo: 0,5 mL/min. |: injecdo de 0,2 mL de soro humano
diluido 5 vezes em tampao MOPS a pH 7,0 com 2 mmol/L de imidazol e 1,0 mol/L de
NaCl; L: lavagem com tampao de equilibrio; E1: 20 mmol/L de imidazol; E2: 100 mmol/L
de imidazol; E3: 500 mmol/L de imidazol; R: regeneracdao com 100 mmol/L de EDTA.
Eletroforese SDS-PAGE sob condi¢cées nao redutoras. Pista M: marcadores de massa
molecular. Pista |: Injecédo. Pista L: fracoes de lavagem. Pista E1: “pool” das fracbes de
eluicdo a 20 mmol/L de imidazol. Pista E2: “pool” das fracbes de eluicdo a 100 mmol/L de
imidazol. Pista E3: “pool” das fragdes de eluicao a 500 mmol/L de imidazol. Pista C:
marcador de IgG humana.

Concentragéo de proteinas
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Figura 4.4: Perfil cromatogréfico e eletroforético de adsorcao de IgG a partir de solugéao
de soro humano utilizando sistema tamponante MOPS-imidazol em auséncia de sal, em
(a) IDA-Co?*, (b) CM-Asp-Co?*. Vazdo: 0,5 mL/min. |: injecdo de 0,2 mL de soro humano
diluido 5 vezes em tampao MOPS a pH 7,0 com 2 mmol/L de imidazol; L: lavagem com
tampé&o de equilibrio; E1: 20 mmol/L de imidazol; E2: 100 mmol/L de imidazol; E3: 500
mmol/L de imidazol; R: regeneragédo com 100 mmol/L de EDTA. Eletroforese SDS-PAGE
sob condigbes ndo redutoras. Pista M: marcadores de massa molecular. Pista I: Injecao.
Pista L: fracdes de lavagem. Pista E1: “pool” das fracdoes de eluicdo a 20 mmol/L de
imidazol. Pista E2: “pool” das fragdes de eluigdo a 100 mmol/L de imidazol. Pista ES:
“pool” das fracdes de eluicdo a 500 mmol/L de imidazol. Pista R: fra¢cdes de regeneragéo.
Pista C: marcador de IgG humana.
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Tabela 4.2. Balancos de massa das cromatografias em agarose-IDA-Co** e
agarose-CM-Asp-Co?* utilizando tampao MOPS a pH 7,0 na presencga e auséncia de sal
e dessorcao por gradiente degrau de aumento da concentracao de imidazol

Fracao Molaridade  Adicao de sal no tampao Auséncia de sal no tampao

de imidazol Quelato Quelato
(mmol/L) IDA-Co**  CM-Asp-Co* IDA-Co**  CM-Asp-Co**
mg® (%)° mg® (%)° mg® (%)° mg® (%)

Injecéo 2,0 561 100,0 5,42 100,0 8,13 100,0 8,59 100,0
Lavagem 2,0 501 893 531 979 6,60 81,1 731 851
Eluicéo 20 065 116 003 05 0,61 75 003 03

100 0,177 30 002 03 105 129 043 5,0
500 0,06 1,1 0,04 0,7 0,16 1,9 0,12 14
Regeneracgao® 0,00 01 0,00 0,0 0,03 0,3 0,00 0,1

Recuperagéo 588 1050 539 994 844 1038 7,89 919

a 100 mmol/L de EDTA.

b Massa calculada por meio da dosagem de proteinas totais (BRADFORD, 1976).

c Percentagem relativa a massa de proteina total injetada.

Volume de leito: 3,0 mL

Quantidade de ligante: 26,95 + 1,73 umol Co?*/mL gel para IDA e 6,97 + 0,55 pymol Co®*/mL
gel para CM-Asp.

Pelos resultados apresentados, destaca-se a utilizacdo do adsorvente
agarose-CM-Asp-Co®* com tampdo MOPS-imidazol na condicdo de auséncia de sal,
eletroforeticamente constatou-se apenas a presenca de tracos de albumina nas fracoes
de eluicbes a 100 mmol/L imidazol. As fracdes eluidas a 100 e 500 mmol/L imidazol

correspondem a 95% das proteinas eluidas, indicando uma adsorgao seletiva da IgG.

4.1.2.2. Sistema tamponante fosfato de sodio-imidazol

O tampéo fosfato de sodio (pKa1 = 2,1 e pKae = 7,2) atua como competidor fraco
em IMAC, podendo interagir com os ions metélicos imobilizados através de ligagdes de

coordenacdo. Conforme as definicbes acido-base de Lewis, o fosfato de sédio é
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classificado como base dura e o fon metalico Co?* como &cido intermediario, formando,
assim, complexos de coordenacdao pouco estaveis por estes ndo apresentarem o
mesmo carater (LEWIS, 1923; UEDA et al., 2003; GUTIERREZ et al., 2007; BRESOLIN

et al., 2009b).

Os perfis cromatograficos e eletroforéticos para o sistema tamponante fosfato de
sodio contendo imidazol na presenca e auséncia de sal utilizando os quelatos IDA-Co?*
e CM-Asp-Co?* estdo apresentados nas Figuras 4.5 e 4.6, respectivamente, e os

balancos de massa para estes experimentos encontram-se na Tabela 4.3.

Na auséncia de sal ambos adsorventes foram seletivos na adsorcao de IgG,
apesar da presenca de tragos de albumina detectadas nas bandas de eluicdo das
cromatografias em agarose-IDA-Co®* (Figura 4.6a). O comportamento deste adsorvente
em tampao fosfato foi similar ao observado para os sistemas tamponantes Tris-HCI e
MOPS, onde as quantidades adsorvidas de proteinas totais (0,88 mg/mL gel e 0,62
mg/mL gel, respectivamente) tém sido maiores que aquelas apresentadas na presenca
de NaCl. No entanto, a capacidade de adsorcdo de proteinas de agarose-IDA-Co? na
presencga de fosfato-imidazol cerca de foi 50% mais baixa (0,38 mg/mL gel) que a média
obtida nas cromatografias realizadas com os sistemas tamponantes Tris-HCl e

MOPS-imidazol (0,75 mg/mL gel).

Quanto a capacidade de adsorcdo, o efeito do NaCl na purificagdo de 1gG
utilizando fosfato-imidazol foi similar ao observado com o emprego dos sistemas
tamponantes Tris-HCI e MOPS-imidazol, onde observou-se a baixa capacidade de
adsorcao de proteinas na presenca de sal. Para o sistema tamponante fosfato-imidazol,

a reducdo na capacidade de adsorcdo em presenca de sal foi de 50% para
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agarose-IDA-Co?* (0,13 e 0,25 mg de proteina total/mL de gel na presenca e auséncia
de sal, respectivamente) e de 78% para adsorvente CM-Asp-Co?* (0,02 e 0,09 mg de

proteina total /mL de gel na presenca e auséncia de sal, respectivamente).

Para agarose-IDA-Co?*, o sal proporcionou diminuigcdo na forca de retencdo de
proteinas, sendo que na primeira eluicdo 78% das proteinas adsorvidas foram eluidas,

enquanto que na auséncia de sal, 53% de proteinas foram eluidas nesta mesma etapa.

Observa-se na eletroforese da Figura 4.5a a presenca de uma banda indicando a
presenca de uma proteina de massa molecular superior a da IgG nas fracdes eluidas
com 100 mmol/L de imidazol, que, segundo o perfil eletroforético, foi a Unica proteina
dessorvida nesta condicdo. O resultado indica que a utilizagdo do adsorvente
agarose-IDA-Co?* com o sistema tamponante fosfato de sédio-imidazol pode ser
promissor para purificacdo desta proteina com alta massa molecular, podendo esta ser

uma IgM.

Com base nos resultados apresentados, destaca-se o emprego do sistema
tamponante fosfato de sddio-imidazol na auséncia de sal, que apresentou boa
seletividade para ambos adsorventes aliado a maior capacidade de adsor¢cao quando

comparado ao sistema com adicéo de sal.
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Figura 4.5: Perfil cromatogréfico e eletroforético de adsorcao de IgG a partir de solugéao
de soro humano utilizando sistema tamponante fosfato de sédio-imidazol na presenca
de sal, em (a) IDA-Co*, (b) CM-Asp-Co?*. Vazdo: 0,5 mL/min. I: injecdo de 0,2 mL de
soro humano diluido 5 vezes em tampéao fosfato de sodio a pH 7,0 com 2 mmol/L de
imidazol e 1,0 mol/L de NaCl; L: lavagem com tampao de equilibrio; E1: 20 mmol/L de
imidazol; E2: 100 mmol/L de imidazol; E3: 500 mmol/L de imidazol; R: regeneracdo com
100 mmol/L de EDTA. Eletroforese SDS-PAGE sob condi¢cdes néo redutoras. Pista M:
marcadores de massa molecular. Pista I: Injecédo. Pista L: fracdes de lavagem. Pista E1:
“pool” das fracdes de eluicdo a 20 mmol/L de imidazol. Pista E2: “pool” das fracdes de
eluicdo a 100 mmol/L de imidazol. Pista E3: “pool” das fragcdes de eluicdo a 500 mmol/L
de imidazol. Pista C: marcador de IgG humana.
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Figura 4.6: Perfil cromatogréfico e eletroforético de adsorcao de IgG a partir de solugéao
de soro humano utilizando sistema tamponante fosfato de sédio-imidazol em auséncia
de sal, em (a) IDA-Co?*, (b) CM-Asp-Co?". Vazdo: 0,5 mL/min. I: injecdo de 0,2 mL de
soro humano diluido 5 vezes em tampao fosfato de sodio a pH 7,0 com 2 mmol/L de
imidazol; L: lavagem com tampao de equilibrio; E1: 20 mmol/L de imidazol; E2: 100
mmol/L de imidazol; E3: 500 mmol/L de imidazol; R: regeneragdo com 100 mmol/L de
EDTA. Eletroforese SDS-PAGE sob condicbes ndo redutoras. Pista M: marcadores de
massa molecular. Pista I: Injecdo. Pista L: fragcbes de lavagem. Pista E1: “pool” das
fracoes de eluicdo a 20 mmol/L de imidazol. Pista E2: “pool” das fracdes de eluicdo a
100 mmol/L de imidazol. Pista E3: “pool” das fragdes de eluicdo a 500 mmol/L de
imidazol. Pista R: fracdes de regeneracdo. Pista C: marcador de IgG humana.
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Tabela 4.3. Balancos de massa das cromatografias em agarose-IDA-Co®* e
agarose-CM-Asp-Co®* utilizando tampao fosfato de sédio a pH 7,0 na presenca e
auséncia de sal e dessorcao por gradiente degrau de aumento da concentracdo de
imidazol.

Fragéao Molaridade Adigcao de sal no tampéao Auséncia de sal no tampao
de imidazol Quelato Quelato

(mmol/L) IDA-Co®**  CM-Asp-Co®*  IDA-Co**  CM-Asp-Co*

mg® (%)° mg® (%)° mg® (%)° mg® (%)

Injecéo 2,0 7,72 100,0 9,66 100,0 8,01 100,0 8,34 100,0
Lavagem 2,0 768 995 713 739 7,32 91,3 8,38 1005
Eluicdo 20 0,30 39 0,01 01 038 4,7 007 08

100 0,06 08 003 03 0,11 1,4 0,17 2,0
500 002 03 002 02 022 27 002 03
Regeneracgao® 0,00 0,0 0,00 00 005 06 0,00 0,0

Recuperacéo 8,06 1044 7,18 744 8,07 100,7 8,63 1035

a 100 mmol/L de EDTA.

b Massa calculada por meio da dosagem de proteinas totais (BRADFORD, 1976).

c Percentagem relativa a massa de proteina total injetada.

Volume de leito: 3,0 mL

Quantidade de ligante: 26,95 + 1,73 umol Co®*/mL gel para IDA e 6,97 + 0,55 ymol Co®*/mL gel para
CM-Asp.

Por fim, para uma analise global dos resultados obtidos, o conjunto dos sistemas
tamponantes utilizados na purificagdo de IgG humana nos quelatos IDA-Co** e
CM-Asp-Co®*, na presenca e auséncia de NaCl, com respectivos valores de proteina

total adsorvida e seletividade é apresentada na Figura 4.7.
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Figura 4.7: grafico comparativo entre agentes quelantes IDA e CM-Asp com o emprego
dos sistemas tamponantes Tris-HCI, MOPS-imidazol e fosfato de sédio-imidazol, pH 7,0
na presenca e auséncia de sal com suas respectivas capacidades de adsorcao e
seletividade. Barra com preenchimento preto: IDA-Co?*, barra sem preenchimento:

CM-Asp-CoZ+. Escala arbitraria: (’) nivel ilustrativo da seletividade: 0 = muitas
impurezas; 0,2 = quantidade razoavel de impurezas; 0,5 = poucas impurezas; 1 = alto
grau de pureza eletroforética.

Conclui-se, a partir da Figura 4.7, que os melhores resultados de seletividade
(baseados nas observacoes de pureza eletroforética) foram alcangados na auséncia de
sal nos sistemas tamponantes Tris-HCI, MOPS-imidazol e fosfato-imidazol para o

quelato CM-Asp-Co?* e fosfato-imidazol para o quelato IDA-Co?*.
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4.2. Efeito da concentracao do NaCl na purificacao de IgG

O cloreto de sédio (1,0 mol/L) adicionado em todos os sistemas tamponantes
estudados causou diminuicao na capacidade de adsorcao de proteinas e na seletividade
para ambos adsorventes (Figura 4.7). A fim de avaliar se baixas concentracdes deste sal
também afetavam a capacidade e seletividade dos adsorventes estudados, foram
realizados experimentos cromatograficos alimentando-se soro humano diluido em
sistema tamponante contendo NaCl 0,1 e 0,5 mol/L. Para realizacdo destes
experimentos, selecionou-se para cada adsorvente, os sistemas tamponantes que
favoreceram, na auséncia de sal, a melhor pureza de IgG baseado nos perfis
eletroforéticos de proteinas: fosfato de sédio-imidazol para agarose-IDA-Co?* e Tris-HCI

para CM-Asp-Co?".

Primeiramente, foi avaliada a adicao de 0,1 mol/L de NaCl nos tampdes acima
mencionados. Os resultados cromatograficos e eletroforéticos estdo apresentados nas

Figuras 4.8 e 4.9 e os respectivos balancos de massa encontram-se na Tabela 4.4.

A adicao de 0,1 mol/L de NaCl no sistema tamponante fosfato de sédio-imidazol
proporcionou uma queda de 41% na capacidade de adsorcao de proteinas totais para
agarose-IDA-Co?* comparada ao mesmo sistema tamponante na auséncia de sal (0,25 e
0,15 mg de proteina total adsorvida/mL de gel, na presenca de 0,1 mol/L de sal e
auséncia de sal, respectivamente). Observa-se, pelo perfil eletroforético, IgG livre de
impurezas na fragdes eluidas a 20 mmol/L de imidazol e tragos de albumina nas fragoes

eluidas a 100 mmol/L imidazol (Figura 4.8).
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Figura 4.8: Perfil cromatogréfico e eletroforético de adsorcao de IgG a partir de solugéao
de soro humano utilizando sistema tamponante fosfato de sodio-imidazol na presenca
de 0,1 mol/L de NaCl, em IDA-Co?*. Vaz&o: 0,5 mL/min. I: injecdo de 0,2 mL de soro
humano diluido 5 vezes em tampao fosfato de sédio a pH 7,0 com 2,0 mmol/L de
imidazol e 0,1 mol/L de NaCl; L: lavagem com tampao de equilibrio; E1: 20 mmol/L de
imidazol; E2: 100 mmol/L de imidazol; E3: 500 mmol/L de imidazol; R: regeneragdo com
100 mmol/L de EDTA. Eletroforese SDS-PAGE sob condicdes nao redutoras. Pista M:
marcadores de massa molecular. Pista I: Injecdo. Pista L: fragbes de lavagem. Pista E1:
“pool” das fragdes de eluicdo a 20 mmol/L de imidazol. Pista E2: “pool” das fragcdes de
eluicdo a 100 mmol/L de imidazol. Pista C: marcador de IgG humana.
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Figura 4.9: Perfil cromatografico e eletroforético de adsorcéao de IgG a partir de solugéao
de soro humano utilizando sistema tamponante Tris-HCI na presencga de 0,1 mol/L NaCl,
em CM-Asp-Co?*. Vazdo: 0,5 mL/min. I: injecdo de 0,24 mL de soro humano diluido 5
vezes em tampao Tris-HCI contendo 0,1 mol/L NaCl pH 7,0; L: lavagem com tampéo de
equilibrio; E1: 100 mmol/L de Tris; E2: 300 mmol/L de Tris; E3: 500 mmol/L de Tris; E4:
700 mmol/L de Tris; R: regeneragdo com 100 mmol/L de EDTA. Eletroforeses
SDS-PAGE sob condigdes nao redutoras. Pista M: marcadores de massa molecular.
Pista I: Injecdo. Pista L: frac6es de lavagem. Pista C: marcador de IgG humana.

Para o agarose-CM-Asp-Co®*, observa-se comportamento de adsorcdo de
proteina similar aquele apresentado com a adicao de 1,0 mol/L de NaCl, no qual
praticamente todas as proteinas foram eluidas durante a etapa da lavagem. A
pequena quantidade de sal adicionada (0,1 mol/L) ja foi suficiente para desfavorecer a
adsor¢cdo de proteinas, possivelmente devido a minimizagcdo das interacdes
eletrostaticas. Conclui-se, para o agente quelante CM-Asp, que a interacao proteina-ion

metalico seja favorecida apenas na auséncia de sal. Em pH neutro, a IgG apresenta



55

carga liquida nula e positiva (pl entre 7,0 e 9,0 segundo VLUG e REMORTEL, 2001) e
sdo adsorvidas em agarose-CM-Asp-Co?* (negativamente carregado) por interagdes

eletrostaticas.

Tabela 4.4. Balancos de massa das cromatografias em agarose-IDA-Co®* e
agarose-CM-Asp-Co® na presenca de 0,1 mol/L de NaCl, utilizando tamp&o de equilibrio
fosfato de sédio-imidazol e Tris-HCI, respectivamente, a pH 7,0. Dessorcdo por
gradiente degrau de aumento da concentracdo de imidazol e de Tris para IDA-Co?* e
CM-Asp-Co?*, respectivamente.

Fracdo IDA-Co?* CM-Asp-Co?*
Tampéo: Fosfato de sodio Tampéo: Tris-HCI
Imidazol mg® (%)° Tris-HCI mg® (%)°
(mmol/L) (mmol/L)
Injecao 2,0 7,61 100,0 25 8,19 100,0
Lavagem 2,0 6,98 91,8 25 8,55 104,3
Eluigéo 20 0,28 3,6 100 0,01 0,1
100 0,13 1,7 300 0,02 0,2
500 0,03 0,4 500 0,00 0,0
700 0,00 0,0
Regeneragao® 0,00 0,1 0,04 0,5
Recuperacao 7,42 97,6 8,62 105,2

a100 mmol/L de EDTA.

bMassa calculada por meio da dosagem de proteinas totais (BRADFORD, 1976).

¢ Percentagem relativa a massa de proteina total injetada.
Volume de leito: 3,0 mL
Quantidade de ligante: 26,95 + 1,73 umol Co**/mL gel para IDA e 6,97 + 0,55 ymol Co*/mL
gel para CM-Asp.

Com base nos resultados obtidos, realizou-se outra cromatografia
adicionando-se 0,5 mol/L de NaCl ao sistema tamponante fosfato-imidazol a fim de
avaliar se o aumento da concentracao de sal (de 0,1 para 0,5 mol/L) afetaria a pureza

eletroforética de IgG e a capacidade de adsorcdo de proteinas em agarose-IDA-Co®*.
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Os perfis cromatografico e eletroforético estao apresentados na Figura 4.10 e o balango

de massa apresentado na Tabela 4.5.

2+
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Figura 4.10: Perfil cromatografico e eletroforético de adsor¢ao de IgG a partir de solugéao
de soro humano utilizando sistema tamponante fosfato de sodio-imidazol na presenca
de 0,5 mol/L de NaCl, em IDA-Co?*. Vaz&o: 0,5 mL/min. I: injecdo de 0,24 mL de soro
humano diluido 5 vezes em tampéo fosfato de sodio a pH 7,0 com 2 mmol/L de imidazol
e 0,5 mol/L NaCl; L: lavagem com tampao de equilibrio; E1: 20 mmol/L de imidazol; E2:
100 mmol/L de imidazol; E3: 500 mmol/L de imidazol; R: regeneragdo com 100 mmol/L
de EDTA. Eletroforese SDS-PAGE sob condi¢des nao redutoras. Pista M: marcadores
de massa molecular. Pista I: Inje¢cdo. Coluna L: fragdes de lavagem. Pista E1: “pool” das
fracOes de eluicdo a 20 mmol/L de imidazol. Pista E2: “pool” das fragbes de eluigéo a
100 mmol/L de imidazol. Pista C: marcador de IgG humana.

Nesta condicdo, observa-se diminuicdo da capacidade de adsorcédo, além da
nao-adsorcdo de IgG, resultado este similar ao obtido para o mesmo sistema
tamponante com adi¢éo de 1,0 mol/L de NaCl. Como em todas as concentracdes de sal,
observa-se a presencga da proteina com alta massa molecular na eluicdo a 100 mmol/L,

sendo uma condicao a ser estudada para identificagéo e a purificacao desta proteina.
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Tabela 4.5. Balango de massa da cromatografia em agarose-IDA-Co?* utilizando
tampao de equilibrio fosfato de sédio a pH 7,0 na presenca de 0,5 mol/L de NaCl e
dessorcgao por gradiente degrau de aumento da concentracao de imidazol.
Fracdo IDA-Co?**
Tampao: Fosfato de sodio

Molaridade de imidazol mg® (%)°
(mmol/L)
Injecéo 2,0 8,49 100,0
Lavagem 2,0 8,47 99,3
Eluicao 20 0,11 1,3
100 0,14 1,7
500 0,02 0,3
Regeneragao® 0,00 0,0
Recuperagéao 8,75 103,1

a100 mmol/L de EDTA.
b Massa calculada por meio da dosagem de proteinas totais (BRADFORD, 1976).
c Percentagem relativa a massa de proteina total injetada.
Volume de leito: 3,0 mL
Quantidade de ligante: 26,95 + 1,73 ymol Co**/mL gel para IDA e 6,97 + 0,55
umol Co*/mL gel para CM-Asp.

Observa-se que, conforme a Figura 4.11, a medida que aumenta a concentracao
de NaCl, a capacidade de adsorcao tende a diminuir para ambos sistemas tamponantes
empregados, sendo que para tampao Tris-HCI, houve uma reducdo de 91,3% na
capacidade de adsorcao quando adicionado 0,1 mol/L NaCl, e com tampao fosfato de
sédio ocorreu uma reducao gradual na adsorcao de proteinas com adicao de 0,1 e 0,5

mol/L de NaCl (reducéo de 40% e 64%, respectivamente).
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Figura 4.11: Esquema ilustrativo do efeito do NaCl para os sistemas tamponantes fosfato
de sodio-imidazol em IDA-Co* e Tris-HCl em CM-Asp-Co®. (&) IDA-Co*,
(@)CM-Asp-Co?*.

4.3. Analise nefelométrica da purificacao de IgG a partir do soro humano

Como observado para todos os sistemas tamponantes, a presenca de sal ndo
favoreceu a seletividade de IgG e as capacidades de adsorcao nestas condicoes foram
baixas. Para as anadlises nefelométricas, foram selecionadas as condicdes tamponantes
que propiciaram maior seletividade para cada adsorvente na purificagéo de IgG: Tris-HCI
para agarose-CM-Asp-Co?* e fosfato de sédio-imidazol para agarose-IDA-Co** em
condicdo de auséncia de NaCl. Apesar dos resultados de purificacdo de IgG em
agarose-CM-Asp-Co®* com o sistema tamponante MOPS-imidazol terem se mostrado
promissores, a escolha do tampao Tris-HCI foi baseada na quantidade de proteinas

adsorvidas (2,65 mg), que foi maior comparada ao tampao MOPS-imidazol (1,85 mg).
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Com base nas andlises nefelométricas e medidas de proteina total para ensaios
cromatograficos com sistemas tamponantes mencionados, determinou-se a pureza de
IgG e o fator de purificacdo (Tabelas 4.6 e 4.7). A Figura 4.12 apresenta as
percentagens de IgG recuperada e sua respectiva pureza nas fragdes de eluicdo para

Tris-HCI (CM-Asp-Co?*) e fosfato de sédio-imidazol (IDA-Co®*).

Tabela 4.6: Massas de proteina total e de IgG, IgM, albumina, transferrina obtidas por
nefelometria, referente ao “pool” das fragdes das etapas da cromatografia em
agarose-CM-Asp-Co®*. Sistema tamponante: Tris-HCI pH 7,0 (auséncia de sal).

Agarose-CM-Asp-Co?*

PT? lgG IgM Alb. Trf. Pureza®

(mg) (%) (mg) (%) (mg) (%) (mg) (%) (mg) (%) 19G (%)
Injecado 16,18 100,0 3,60 100,0 0,38 100,0 15,20 100,0 1,20 100,0 22,3 1,0
Lavagem 13,77 85,1 1,60 44,4 0,20 54,0 11,67 76,8 0,89 74,1 11,6 0,5
Eluicdo 1* 0,56 3,4 1,10 30,6 nd. nd. nd. nd. nd. nd. 1808 8,1

Recuperacao
Total 14,33 88,6 2,70 75,0 0,20 54,0 11,67 76,8 0,89 741 - -
ota

? Proteina Total: Dosagem pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976).

® Pureza: razdo entre a massa de IgG da fracdo e a PT? de cada etapa multiplicado por 100.

°FP: Fator de purificagéo, razo entre a pureza da fragao e a pureza do material injetado.

9Eluigao 1: 100 mmol/L Tris.

n.d.: abaixo do limite de detecgéo do nefelometro (0,93 mg/mL para IgG, 0,69 mg/mL para IgM, 0,62
mg/mL para Alb. e 0,35 mg/mL para Trf).

Quantidade de ligante: 26,95 + 1,73 pmol Co**/mL gel para IDA e 6,97 + 0,55 pmol Co?*/mL gel para
CM-Asp.
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Tabela 4.7: Massas de proteina total e de IgG, IgM, albumina, transferrina obtidas por
nefelometria, referente ao “pool” das fracdes das etapas da cromatografia em
agarose-IDA-Co?*. Tampao de adsorcao: Fosfato de sédio com 2,0 mmol/L imidazol, pH
7,0 (auséncia de sal).

Agarose-IDA-Co**

PT? lgG lgM Alb. Tri. Pureza”
(mg) (%) (mg) (%) (mg) (%) (mg) (%) (mg) (%) 19G (%)

Injecdo 16,45 100,0 3,89 100,0 0,41 100,0 16,42 100,0 1,29 100,0 23,7 1,0
Lavagem 16,25 98,8 1,88 483 0,31 75,7 1491 90,6 1,05 813 116 0,5
Eluigdo 1* 0,92 56 064 16,5 nd. nd. nd. nd. nd. nd. 699 3,0
Eluigago2° 0,08 05 0,08 20 nd. nd. nd. nd. nd. nd. 962 41
Eluigado 3" 0,07 04 003 06 nd. nd. nd. nd. nd. nd. 347 15

Recuperacéo
Total 17,32 105,3 2,62 67,37 0,31 75,7 14,91 90,6 1,05 81,3 - -
ota

¢ Proteina Total: Dosagem pelo método de Bradford (1976).

® Pureza: razdo entre a massa de IgG da fracdo e a PT? de cada etapa multiplicado por 100.

°FP: Fator de purificagao, razdo entre a pureza da fragédo e a pureza do material injetado.

9Eluicdo 1: 20 mmol/L imidazol.

°Eluigao 2: 100 mmol/L imidazol.

"Eluigao 3: 500 mmol/L imidazol.

n.d.: abaixo do limite de deteccéo do nefelometro (0,93 mg/mL para IgG, 0,69 mg/mL para IgM, 0,62
mg/mL para Alb. e 0,35 mg/mL para Trf).

Quantidade de ligante: 26,95 + 1,73 pmol Co**/mL gel para IDA e 6,97 + 0,55 pmol Co**/mL gel para
CM-Asp.

Para o sistema tamponante Tris-HCI, verificou-se a adsor¢ao de 1,1 mg de IgG na
fracao de eluicdo a 100 mmol/L de imidazol, correspondente a 30,6% da IgG alimentada.
Segundo as analises nefelométricas de IgM, albumina e transferrina e dosagem de
proteina total, a IgG foi obtida livre de impurezas na fragao eluida a 100 mmol/L de Tris,

0 que evidenciou a alta seletividade da agarose-CM-Asp-Co?* nesta condigdo. A pureza
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Figura 4.12: Esquema ilustrativo de quantidade recuperada e pureza de IgG para
sistemas tamponantes Tris-HCI e fosfato de sédio em adsorventes CM-Asp-Co** e
IDA-Co?*. Eluicdes 1, 2 e 3 (E1, E2 e E3) provenientes das Tabelas 4.7 e 4.8. Barra sem
preenchimento: CM-Asp-Co?*, barra com preenchimento preto: IDA-Co?*, ( #)
percentagem de pureza.

obtida acima de 100% pode ser explicada pela diferenca de método de quantificacdo de
proteinas. O método de Bradford foi utilizado para quantificacdo de proteinas totais, o
qual apresenta grande variacdo de resposta, dependendo da proteina dosada. Este
método é mais sensivel a albumina e menos sensivel a I9gG, sendo assim, concentragao
de IgG é subestimada por este método. Na andlise nefelométrica, método de
quantificacdo de proteina especifica, obtém-se a quantidade real de IgG na amostra

(Tabela 4.7).

Para a cromatografia realizada agarose-IDA-Co®* em sistema tamponante fosfato
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de sbdio-imidazol, observa-se adsorcao seletiva da IgG nas fracbes de eluicao,
totalizando 19,1% da IgG injetada. Segundo as andlises nefelométricas de IgM,
albumina e transferrina e dosagem de proteina total, obteve-se IgG com alta pureza

somente na fragédo eluida a 100 mmol/L de imidazol (96,2% de pureza,Tabela 4.7).

De acordo com os resultados obtidos de andlise nefelométrica, para todos os
sistemas tamponantes e adsorventes estudados, as proteinas IgM, albumina e
transferrina estiveram abaixo do limite de deteccao do nefelémetro nas fracbes de
eluicdo. Destaca-se o tampao Tris-HCI, pois nesta condigao IgG foi obtida com alto grau
de pureza (Figura 4.12) mostrando a potencialidade deste tampao para purificacdo de

lgG humana em agarose-CM-Asp-Co?*.

4.4. Determinacao da curva de ruptura

Foram realizados experimentos para determinacdo da curva de ruptura com o
emprego do adsorvente agarose-CM-Asp-Co®* e soro humano diluido em tampao
Tris-HCI pH 7,0, por ter-se obtido com este sistema tamponante os melhores resultados

em termos de capacidade e seletividade na adsorgao de IgG.

O soro humano “in natura” apresenta condutividade de 10,88 mS/cm e pH 7,30.
Quando diluido 2,5, 5 e 10 vezes com o tampao Tris-HCI 25 mmol/L pH 7,00, este
apresentou condutividade de 5,70, 3,29 e 2,67 mS/cm, respectivamente, e pH de 7,15,
pH 7,00 e 6,96, respectivamente. As curvas de rupturas realizadas com soro humano
nas diluicdes de 2,5, 5 e 10 vezes sdo apresentados na Figura 4.13 e os resultados do
balanco de massa na Tabela 4.8. As fracoes de eluicdo e regeneracao estao

apresentadas na Figura 4.14.
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Figura 4.13: Curvas de ruptura das cromatografias em agarose-CM-Asp-Co®* a
diferentes diluicdes no tampéo Tris-HCI pH 7,0; (m) 2,9 mL de soro diluido 2,5 vezes; ()
2,4 mL de soro diluido 5 vezes; () 2,4 mL de soro diluido 10 vezes.
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Figura 4.14: Perfil cromatografico das fracoes de eluicdo e regeneracdo da
cromatografia realizada em agarose-CM-Asp-Co** a diferentes diluicbes de soro
humano em Tris-HCI pH 7,0: (m) 2,5 vezes; (0) 5 vezes; (-£) 10 vezes.
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Tabela 4.8 — Balanco de massa da cromatografia em agarose-CM-Asp-Co?* a diferentes
diluicbes de soro humano em Tris-HCI pH 7,0 e dessorcdo por gradiente degrau de
aumento da concentragao de Tris.

Fragéo Molaridade Fator de diluigéo
de Tris 2,5 vezes 5 vezes 10 vezes

(mmolll)  mg® (%)° mg® (%)° mg® (%)
Solugéo inicial 25 95,31 100,0 92,43 100,0 97,38 100,0
“Flow-through” 25 57,62 60,5 66,06 715 80,18 824
Lavagem 25 4591 48,2 2257 244 11,42 117

Eluicao 100 0,62 0,7 2,01 2,2 252 26

300 0,30 0,3 0,33 0,4 0,27 0,3

500 0,05 0,1 0,04 0,1 0,02 0,0

700 0,02 0,0 0,00 0,0 0,01 0,0

Regeneragao?® 0,21 0,2 0,29 0,3 0,27 0,3
Recuperagao 104,73 109,9 91,30 98,8 9468 97,2

PT? ads. (mg) 1,19 1,3 268 29 3,08 3,2

a 100 mmol/L de EDTA.

b Massa calculada por meio da dosagem de proteinas totais (BRADFORD, 1976).

c Percentagem relativa a massa de proteina total injetada.

4 PT: proteina total.

Volume de leito: 3,0 mL

Quantidade de ligante: 26,95 + 1,73 ymol Co®*/mL gel para IDA e 6,97 + 0,55 umol Co**/mL gel para CM-Asp.

Os resultados das eletroforeses das fracées do “flowthrough” e dos “pools” de
fracOes das etapas de lavagem, eluicdo e regeneracao estdo apresentadas na Figura
4.15.

Pela andlise das curvas de ruptura da Figura 4.13, verifica-se para todas as
diluicbes, que apos a terceira fracao, C/Co foi superior a 0,1, o qual caracteriza o ponto
de ruptura, segundo Charcosset et al. (1995). Quando a concentracao da alimentacao é
aproximadamente igual a concentracao de saida (C/Co =1,0), o sistema atinge o estado
estacionario, a coluna é saturada e nenhuma proteina & mais adsorvida. A saturacao da
coluna foi observada apés a fracdo de 5, 7 e 6 de soro humano diluidos a 2,5, 5 e 10

vezes, respectivamente.
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Figura 4.15 — Eletroforese SDS-PAGE sob condi¢cées nao redutoras a diluicées do soro
humano de: a) 2,5 vezes; b) 5 vezes e c) 10 vezes. Pista M: marcadores de massa
molecular. Pista |: Solugdo inicial. Pistas numeradas correspondem as fragcoes coletadas
no “flow-through”. Pista L: “pool” das frac6es de lavagem. Pista E1: “pool” das fra¢des de
eluicdo a 100 mmol/L de Tris. Pista E2: “pool” das fracdes de eluicdo a 300 mmol/L de
Tris. Pista R: "pool” de fra¢des da regeneragdo com EDTA 100mmol/L pH 7,0. Pista C:
marcador de IgG humana (Aventis Behring, Alemanha).
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De acordo com os resultados da Tabela 4.8, quanto mais diluido o soro maior a
quantidade de proteina adsorvida: 1,19 mg, 2,68 mg e 3,08 mg, para alimentacado com
soro diluido 2,5, 5 e 10 vezes, respectivamente. Essa baixa capacidade de adsorcao de
proteinas para diluicdo do soro 2,5 vezes estd, provavelmente, ligada a condutividade e
pH do meio. Conforme citado anteriormente, o soro diluido 2,5 vezes apresenta uma
condutividade maior em relacdo as outras diluicbes, o que dificulta a adsorcdo de
proteinas, assim como o pH da solucdo, que quanto mais proximo do valor de 7,0, a

adsorcao de proteinas tende a ser mais eficiente.

Nos perfis eletroforéticos apresentados na Figura 4.15, observa-se alta
concentracao de IgG no “pool” das fracées da primeira eluicdo (E1) com Tris-HCl a 100
mmol/L, tendo, assim, alta seletividade, exceto para diluicado de 2,5 vezes, que
observa-se a presenca de albumina. Pode-se concluir que diluicdes do soro humano

acima de 5 vezes ja é suficiente para purificagdo de IgG em agarose- CM-Asp-Co?*.

Com a condi¢cdo de soro diluido 5 vezes apresentando melhor resultado na
purificacao de IgG, esta foi selecionada para analise nefelométrica. Os resultados da

nefelometria e balanco de proteina total sdo apresentados na Tabela 4.9.
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Tabela 4.9: Massas de proteina total e de IgG, IgM, albumina, transferrina obtidas por
nefelometria, referente ao “pool” das fracdes das etapas da cromatografia em
agarose-CM-Asp-Co®* com soro diluido 5 vezes. Sistema tamponante: Tris-HCI pH 7,0
(auséncia de sal).

Agarose-CM-Asp-Co(ll) (Diluigdo do soro: 5x)

PT? lgG lgM Alb. Tri. Pureza”
(mg) (%) (mg) (%) (mg) (%) (mg) (%) (mg) (%) 19G (%)

Injecao 92,43 100,0 14,70 100,0 2,07 100,0 81,72 100,0 5,84 100,0 159 1,0
"Flow-through" 66,06 71,5 4,76 32,4 0,92 44,4 54,48 66,7 3,08 52,7 72 05
Lavagem 22,57 244 163 11,1 0,65 31,4 17,05 20,9 1,14 195 72 05
Eluicdo 1 2,01 22 1,93 13,1 009 44 nd. nd. nd. nd. 960 6,0
Eluicako2®* 0,33 04 0,17 12 003 15 nd. nd. nd. nd. 515 32
Regeneracdo 0,29 03 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd - -

Recuperacgéao
Total 91,36 98,8 8,49 57,8 1,69 81,6 71,53 87,5 422 723 - -
ota

¢ Proteina Total: Dosagem pelo método de Bradford (1976).

® Pureza: razdo entre a massa de IgG da fracdo e a PT? de cada etapa multiplicado por 100.
°FP: Fator de purificagdo, razdo entre a pureza da fragdo e a pureza do material injetado
9Eluicdo 1: 100 mmol/L Tris-HCI.

°Eluigao 2: 300 mmol/L Tris-HCI.

n.d.: abaixo do limite de deteccéo do nefelometro (0,93 mg/mL para IgG, 0,69 mg/mL para IgM, 0,62

mg/mL para Alb. e 0,35 mg/mL para Trf).

Quantidade de ligante: 26,95 + 1,73 pmol Co®*/mL gel para IDA e 6,97 + 0,55 ymol Co**/mL gel
para CM-Asp.

Os resultados da andlise nefelométrica mostram a adsorcdo de 2,10 mg de 1gG
nas fracdes eluidas a 100 e 300 mmol/L de Tris, correspondente a 14,3% da IgG injetada,
apresentando pureza de 94% (baseado nas medidas de IgG, IgM, albumina e
transferrina) e fator de purificacdo de 6,0. O valor de IgG recuperada foi menor que
aquela apresentado por RIBEIRO (2006), que obteve (nas mesmas condicbes de
tampao e pH) nas fragdes eluidas da filtracdo do plasma em modo tangencial em
membranas de fibras ocas de PEVA-CM-Asp-Ni?*, uma recuperagdo em torno de 20%

da IgG injetada. Essa diferenca pode ter sido causada pelo fato do ion cobalto
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apresentar menor capacidade de adsorcao em relacao ao ion niquel.

4.5. Isotermas de adsorcao de IgG humana

Experimentos para determinagdo de isotermas de adsor¢do foram realizados
conforme o procedimento descrito no item 3.2.9., visando determinar a capacidade
maxima de adsorcdao (Qm) e a constante de dissociacdo (Ky) do complexo
CM-Asp-Co?*-IgG. Os resultados obtidos para a adsorcéo de IgG com base no modelo
de Langmuir sdo apresentados na Figura 4.16. Os valores de Qn e Ky, obtidos para este

modelo estao apresentados na Tabela 4.10.
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Figura 4.16: Isoterma de adsorcdo de IgG humana em CM-Asp-Co?* a 25°C utilizando
tampao Tris-HCI. (@) Pontos experimentais. (—) Curva ajustada segundo modelo de
Langmuir.



69

Tabela 4.10. Parametros obtidos a partir do ajuste ndo-linear dos parametros do modelo
de Langmuir aos dados de adsorcéo de IgG em adsorvente CM-Asp-Co?*

Parametros Langmuir
Qm (mg/mL gel) 104,42 + 3,68
Kg (mol/L) (7,23 + 0,88) x 10
n ]
r? 0,989
Chi? 12,44

Observa-se que o coeficiente de correlacao foi préximo de 1,0, evidenciando um
bom ajuste dos parametros do modelo aos dados experimentais. Pode-se ainda avaliar a
validade do modelo de Langmuir através do grafico de Scatchard representado pela

equacao 3.4, onde pode indicar cooperatividade na adsorcao de proteinas (Figura 4.17).

Q*/C*

0 20 40 60 80 100
Q*
Figura 4.17: Grafico de Scatchard para os dados de adsorcdo de IgG humana em

CM-Asp-Co?*, R? = 0,89.

Pelo grafico de Scatchard, verifica-se que a reta apresentou coeficiente de

correlacdo de 0,89, o que indica a existéncia de desvios do modelo de Langmuir,
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provavelmente devido as interagdes cooperativas entre proteinas e também de outras

interacdes existentes entre a matriz e grupos funcionais das proteinas.

Com isso, aplicou-se o modelo semi-empirico de Langmuir-Freundlich (equagao
3.3) para ajuste de parametros. O parametro n é indicativo de cooperatividade no
processo de adsorcdo. Os resultados obtidos para a adsorcdo de IgG com base no
modelo de Langmuir-Freundlich sdo apresentados na Figura 4.18. Os parametros de Qn,

Kq4 € n obtidos para este modelo estdo apresentados na Tabela 4.11.
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Figura 4.18: Isoterma de adsorcdo de IgG humana em CM-Asp-Co?* a 25°C utilizando

tampao Tris-HCI. (’) Pontos experimentais. (—) Curva ajustada segundo modelo de
Langmuir-Freundlich.
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Tabela 4.11. Parametros obtidos a partir do ajuste ndo-linear dos parametros do modelo
de Langmuir-Freundlich aos dados de adsorcéo de IgG em adsorvente CM-Asp-Co?*

Parametros Langmuir-Freundlich
Qm (mg/mL gel) 94,44 + 412
Kg (mol/L) (8,18 + 1,09) x 10
n 1,25+ 0,13
r? 0,993
Chi? 9,19

De acordo com o modelo de Langmuir-Freundlich, o valor de n obtido foi maior
que 1, caracterizando uma cooperatividade positiva, em que a adsorcdo de uma

molécula de IgG favorece a adsorcao de outra.

O valor de Qm obtido no presente trabalho (94,44 mg de IlgG humana/mL gel) se
encontra relativamente baixo quando comparado ao valor determinado por RIBEIRO
(2006), que obteve Qnigual a 306,07 mg de IgG humana /mL de membrana (membranas
de fibras ocas de alcool polietileno vinilico - PEVA-CM-Asp-Ni?*). O alto valor de Qp, do
adsorvente PEVA-CM-Asp-Ni** se deve, possivelmente, ao fato do ion metdlico Ni**
apresentar maior capacidade de adsorcdo em relacédo ao ion Co?*. Outra hipétese para
explicar a baixa capacidade de adsorcdo de agarose-CM-Asp-Co?* é que a ativacéo da
agarose com epicloridrina pode ter resultado em um “crosslinking” do gel, diminuindo a

acessibilidade da proteina ao ligante.

Os valores de Ky obtido para adsor¢ao de IgG em CM-Asp-Co?* foi da ordem de
10®° mol/L, da mesma ordem de grandeza apresentada por RIBEIRO (2006); estes
valores sao caracteristicos para ligantes pseudobioespecificos, em que se encontram na

faixa de 10° a 107 mol/L, evidenciando uma afinidade média entre IgG e adsorvente.
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5. Conclusoes

Pelos resultados obtidos, observou-se menor capacidade de adsorcao de IgG, em
ambos adsorventes estudados, quando a soro humano diluido foi cormatografado com
os sistemas tamponantes contendo o sal NaCl. = Na auséncia de sal, foram obtidos os
melhores resultados para purificacdo de IgG em termos da capacidade de adsorcéo e
seletividade. Para o adsorvente agarose-CM-Asp-Co?* na presenca dos tampdes
Tris-HCI obteve-se um fator de purificacdo de 8,1 e alta pureza da IgG na fragéo eluida a
100 mmol/L Tris (dados baseados nas medidas nefelométricas). A melhor condicao
observada quando na utilizacdo do agente quelante IDA foi na presenca do tampao
fosfato de sédio com imidazol, onde obteve fator de purificagéo de 4,1 e pureza de 1gG

de 96% (dados baseados nas medidas nefelométricas).

Quanto as curvas de ruptura, observou-se o efeito de diferentes diluicdes do soro
humano na adsorcéao de IgG. Quando o soro humano foi diluido 2,5 vezes, a capacidade
de adsorcdo de CM-Asp-Co?* foi 60% menor que aquelas observadas nas diluicdes a 5
e 10 vezes (0,40, 0,89 e 1,03 mg de proteina total/mL gel, para diluicdes 2,5, 5 e 10
vezes, respectivamente), provavelmente em virtude das diferencas de condutividades e
pH, os quais afetam diretamente a adsorcdo de proteinas. Quanto menor a
condutividade e o pH mais proximo da neutralidade, a adsor¢ao de proteinas tende a ser
maior e 0 adsorvente € mais seletivo. Andlises nefelométricas realizadas na condicao de
soro diluido 5 vezes indicaram um fator de purificacdo de 6,0, atingindo-se pureza de

lgG de 96%.

Em relagao as isotermas de adsorcao, obteve-se um melhor ajuste de parametros

pelo modelo de Langmuir-Freundlich aos dados experimentais, fornecendo valor de Qn,
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igual a 94,44 mg de IgG/mL gel, valor baixo comparado a adsorcéao de IgG humana em
PEVA-CM-Asp-Ni?* | apresentados na literatura. O valor de Ky da ordem de grandeza de

107 mol/L é tipico de sistemas de pseudobioafinidade.

Os resultados demonstraram a potencialidade da utilizacdo de ion metalico
cobalto em IMAC na purificacdo de IgG, nas condicdes da auséncia de sal,
destacando-se o adsorvente agarose-CM-Asp-Co®*, que apresentou alta seletividade
em todos os sistemas tamponantes estudados. Foi possivel também obter o
comportamento da adsorcao de proteinas em diferentes diluicdes de soro humano, um

fator importante para o escalonamento do processo.
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6. Sugestoes para futuros trabalhos

O presente trabalho mostrou a potencialidade do emprego da técnica de
cromatografia de afinidade por ion cobalto imobilizado para purificacao de IgG a partir de
soro humano, com isso, torna-se relevante a continuacado da pesquisa envolvendo este

tema. Assim, sugere-se para futuros trabalhos:

® Testar a utilizagdo de outros fons metélicos como Ni?* e Zn?* quelatados a

CM-Asp para purificagao de IgG humana em géis de agarose;

® Utilizar outros sistemas tamponantes (Mes, Hepes) para investigar a

eficiéncia em purificacdo de anticorpos;

® Ultilizar outros tipos de matrizes como as colunas monoliticas para purificacéo

de anticorpos;

® Identificar a proteina de alta massa molecular presente nas Figuras 4.5a e

4.10.



75

7. Referéncias Bibliograficas

ALTINTAS, E.B., TUZMEN, N., UZUN, L., DENIZLI, A., Immobilized metal affinity
adsorption for antibody depletion from human serum with monosize beads. Industrial &
Engineering Chemistry Research, v. 46, p. 7802-7810, 2007.

ALVAREZ, C.l., STRUMIA, M.C., BERTORELLO, H.E. Preparation of adsorbents
applicable to pseudobiospecific ligand affinity chromatography using different spacers
and ligands. Reactive & Functional Polymers, v. 34, p. 103-111, 1997.

ANDERSEN, D.C., REILLY, D.E. Production technologies for monoclonal antibodies and
their fragments. Current Opinion in Biotechnology. v. 15, p. 456-462, 2004.

ANSPACH, F.B., PETSCH, D., DECKWER, W.D. Purification of murine 1gGy on group
specific affinity sorbents. Bioseparation, v. 6, p. 156-184, 1996.

AONO, H., WEN, D., ZANG, L., HOUDE, D., PEPINSKY, R.B., EVANS, D.R.H. Efficient
on-column conversion of IgGy trisulfide linkages to native disulfides in tandem with
Protein A affinity chromatography. Journal of Chromatography A, v. 1217, p. 5225-5232,
2010.

AUGUSTO, E.F.P, OLIVEIRA, M.S. Biotecnologia Industrial, Volume 3 — Processos
Fermentativos e Enzimaticos. Editado por LIMA U.A., AQUARONE E., BORZANI W.,
SCHMIDELL, W. 12 edicao, Cap. 24: Processos com células animais, p. 547-582, 2001.

BAYRAMOGLU, G., CELIK, G., ARICA, M.Y. Immunoglobulin G adsorption behavior of
L-histidine ligand attached and Lewis metal ions chelated affinity membranes. Colloids
and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, v. 287, p. 75-85, 2006(a).

BAYRAMOGLU, G., SENEL, A.U., ARICA, M.Y. Effect of spacer-arm and Cu(ll) ions on
performance of I-histidine immobilized on poly(GMA/MMA) beads as an affinity ligand for
separation and purification of IgG. Separation and Purification Technology, v. 50, p.
229-239, 2006(b).

BAYRAMOGLU, G., OKTEM, H.A., ARICA, M.Y. A dye-ligand immobilized
poly(2-hydroxyethylethacrylate) membrane used for adsorption and isolation of
immunoglobulin G. Biochemical Engineering Journal, v. 34, p. 147-155, 2007.

BEITLE, R.R., ATAAIl, M.M. Immobilized metal affinity chromatography and related



76

techniques, AIChE Symposium Series, v. 88, p. 34-43, 1992.

BLANK, G.S., ZAPATA, G., FAHRNER, R., MILTON, M., YEDINAK, C., KNUDSEN, H.,
SCHMELZER, C. Expanded bed adsorption in the purification of monoclonal antibodies:
a comparison of process alternatives. Bioseparation, v. 10, p. 65-71, 2001.

BODEN, V., WINZERLING, J.J., VIJAYALAKSHMI, M., PORATH, J. Rapid one-step
purification of goat immunoglobulins by immobilized metal ion affinity chromatography.
Journal of Immunological Methods, v. 181, p. 225-232, 1995.

BOLANOS-GARCIA, V.M., DAVIES, O.R. Structural analysis and classification of native
proteins from E. coli commonly co-purified by immobilised metal affinity chromatography.
Biochimica et Biophysica Acta-generals Subjects, v. 1760, p. 1304-1313, 2006.

BOSCHETTI, E. Antibody separation by hydrophobic charge induction chromatography.
Trends in Biotechnology, v. 20, p. 333-337, 2002.

BOYLE, M.D.P., REIS, K.J. Bacterial Fc Receptors. Nature Biotechnology, v. 5, n. 7, p.
697-703, 1987.

BRADFORD, M.M. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical Biochemistry,
V. 72, p. 248-254, 1976.

BRESOLIN, I.T.L., MIRANDA, E.A., BUENO, S.M.A. Cromatografia de Afinidade por fons
Metélicos Imobilizados (IMAC) de biomoléculas: aspectos fundamentais e aplicacoes
tecnoldgicas. Quimica Nova, v. 32, p. 1288-1296, 2009b.

BRESOLIN, ILT.L., RIBEIRO, M.B., TAMASHIRO, W.M.S.C., AUGUSTO, E.F.P,
VIJAYALAKSHMI, M.A., BUENO, S.M.A. Evaluation of immobilized metal-ion affinity
chromatography (IMAC) as a technique for IgG1 monoclonal antibodies purification: the
effect of chelating ligand and support. Applied Biochemistry and Biotechnology, v. 160, p.
2148-2165, 2010.

BUCHACHER, A., IBERER, G. Purification of intravenous immunglobulin G from human
plasma — aspects of yield and virus safety. Biotechnology Journal, v. 1, p. 148-163,
2006.

BUENO, S.M.A., HAUPT, K., VIJAYALAKSHMI. M.A. Separation of immunoglobulin G
from human serum by pseudobioaffinity chromatography using immobilized L-histidine in



77

hollow fiber membranes. Journal of Chromatography, v. 667, p. 57-67, 1995.

BURNOUF, T. Chromatography in plasma fractionation: benefits and future trends.
Journal of Chromatography B, v. 664, p. 3-15, 1995.

BURNOUF, T., RADOSEVICH, M. Affinity chromatography in the industrial purification of
plasma proteins for therapeutic use. Biochemical and Biophysical Methods, v. 49, p.
575-586, 2001.

CANAK, Y., OZKARA, S., AKGOL, S., DENIZLI, A. Pseudo-specific bioaffinity
chromatography of immunoglobulin G. Reactive & Functional Polymers, v. 61, p. 369-377,
2004.

CHAGA, G., HOPP, J., NELSON, P. Immobilized metal ion affinity chromatography on
Co?*-carboxymethylaspartate—agarose Superflow, as demonstrated by one-step
purification of lactate dehydrogenase from chicken breast muscle. Biotechnology and
Applied Biochemistry, v. 29, p. 19-24, 1999.

CHAGA, G. Twenty-five years of immobilized metal ions affinity chromatography: past,
present and future. Journal of Biochemical and Biophysical Methods, v. 49, p. 313-334,
2001.

CHARCOSSET, C., SU, Z., KAROOR, S., DAUN, G., COLTON, C. Protein A imunoaffinity
hollow fiber membrane for immunoglobulin G purification: experimental characterization.
Biotechnology and Bioengineering, v. 48, p. 415-427, 1995.

CLONIS, Y.D., Affinity chromatography matures as bioinformatic and combinatorial tools
develop. Journal of Chromatography A, v. 1101, p. 1-24, 2005.

COFFINIER, Y., LEGALLAIS, C., VIJAYALAKSHMI, M.A. Separation of IgG from human
plasma using thiophilic hollow fiber membranes. Journal of Mebrane Science, v. 208, p.
13-22, 2002.

COHN, E.J., STRONG, L.E., HUGHES Jr, W.L., MULFORD, D.J., ASHWORTH, J.N.,
MELIN, M., TAYLOR, H.L. Preparation and properties of serum and plama protein. IV. A
system for the separation into protein and lipoprotein components of biological tissues
and fluids. Journal of American Chemical Society, v. 8, p. 459-475, 1946.

DENIZLI, A., ALKAN, M., GARIPCAN, B., OZKARA, S., PISKIN, E. Novel metal-chelate
affinity adsorbent for purification of immunoglobulin-G from human plasma. Journal of



78

Chromatography B, v. 795, p. 93-103, 2003.

DUARTE, I.S., ZOLLNER, R.L., BUENO, S.M.A. Protein L-agarose for adsorption of
autoantibodies: a potential tool for extracorporeal treatment. Artificial Organs, v. 29, n. 4,
p. 313-323, 2005.

DUFFY, S.A., MOELLERING, B.J., PRIOR, G.M., DOYLE, K.R., PRIOR, C.P. Recovery
of Therapeutic-Grade Antibodies. BioPharm, p. 46-50, 1989.

EL-KAK, A., VIUAYALAKSHMI, M.A. Study of the separation of mouse monoclonal
antibodies by pseudobioaffinity chromatography using matrix-linked histidine and
histamine. Journal of Chromatography — Biomedical Applications, v. 570, p. 29-41, 1991.

FAHRNER, R.L., BLANK, G.S., ZAPATA, G.A. Expanded bed protein A affinity
chromatography of a recombinant humanized antibody: process development, operation
and comparison with a packed bed method. Journal of Biotecnology, v. 75, p. 273-280,
1999.

FASSINA, G., RUVO, M., PALOMBO, G., VERDOLIVA, A., MARINO, M. Novel ligands for
the affinity-chromatographic purification of antibodies. Journal of Biochemical and
Biophysical Methods, v. 49, p. 481-490, 2001.

FLEISCHMAN, J.B., PAIN, R.H., PORTER, R.R. Reduction of y-globulins. Biochemistry
and Biophysics, suppl. 1, p. 174, 1962.

GABERC-POREKAR, V., MENART, V. Perspectives of immobilized-metal affinity
chromatography. Journal of Biochemical and Biophysical Methods. v. 49, p. 335-360,
2001.

GHOSE, S., HUBBARD, B., CRAMER, S.M. Binding capacity differences for antibodies
and Fc-fusion proteins on protein A chromatography materials. Biotechnology and
Bioengineering, v. 96, p. 768-779, 2007.

GOOD, N.E., WINGER, G.D., WINTER, W., CONNOLLY, T.N., IZAWA, S., SINGH,
R.M.M. Hydrogen ion buffers for biological research. Biochemistry, v. 5, p. 467-477,
1966.

GUTIERREZ, R., MARTIN DEL VALLE, E.M., GALAN, M.A. Immobilized metal-ion
affinity chromatography: status and trends. Separation and Purification Reviews, v. 36, p.
71-111, 2007.



79

HALE, J.E., BEIDLER, D.E. Purification of humanized murine and murine monoclonal
antibodies using immobilized metal-affinity chromatography. Analytical Biochemistry, v.
222, p. 29-33, 1994.

HEMDAN, E.S., PORATH, J. Development of immobilized metal affinity chromatography.
Interaction of amino acids with immobilized nickel iminodiacetate. Journal of
Chromatography, v. 323, p. 255-264, 1985.

HUSE, K., BOHME, H.J., SCHOLZ, GH. Purification of antibodies by affinity
chromatography. Journal of Biochemical and Biophysical Methods, v. 51, p. 217-231,
2002.

HUTCHENS, T.W., PORATH, J. Thiophilic adsorption of immunoglobulins- analysis of
conditions optimal for selective immobilization and purification. Analytical Biochemistry,
v. 159, p. 217-226, 1986.

JIANG, C.P., WECHUCK, J.B., GOINS, W.F., KRISKY, D.M., WOLFE, D., ATAAI, M.M.,
GLORIOSO, J.C. Immobilized cobalt affinity chromatography provides a novel, efficient
method for herpes simplex virus type 1 gene vector purification. Journal of Virology, v. 78,
p. 8994-9006, 2004.

KOHLER, G., MILSTEIN, C. Continuous cultures of fused cells secreting antibody of
predefined specificity. Nature, v. 256, p. 495-497, 1975.

KRACALIKOVA, K., TISHCHENKO, G., BLEHA, M. Effect of the matrix structure and
concentration of polymer-immobilized Ni?*-iminodiacetic acid complexes on retention of
IgG+1. Journal of Biochemical and Biophysical Methods, v. 67, p. 7-25, 2006.

LABROU, N., CLONIS, Y. D., The affinity technology in downstream process. Journal of
Biotechnology, v. 36, p. 95-119, 1994.

LAEMMLI, U.K. Cleavage of structural proteins during assembly of head of
bacteriophage-T4. Nature, v. 227, p. 680-685, 1970.

LANGMUIR, I. The effect of space charge and residual gases on thermoionic currents in
high vacuum. Physics Review, v. 2, p. 450-486, 1913.

LEWIS, G.N. Valence and the Structure of Atoms and Molecules, The Chemical Catalog
Company, Inc.: New York, 1923.

LEIBL, H., ERBER, W, EIBI, MM.,, MANNHALTER, J.W. Separtion of



80

polysaccharide-specific human immunoglobulin G subclasses using a protein A
superpose column witu a pH gradient elution system. Journal of Chromatography A, v.
639, p. 51-56, 1993.

LIOU, C.L.,, CHEN, Y.C., LIN, S.C. A poly(2-hydroxyethyl methacrylate)-based
immobilized metal affinity chromatography adsorbent for protein purification. Journal of
The Chinese Institute of Chemical Engineers. v. 39, p. 329-336, 2008.

LOW, D., OLEARY, R., PUJAR, N.S. Future of antibody purification. Journal of
Chromatography B, v. 848, p. 48-63, 2006.

LOWE, C.R., LOWE, A.R., GUPTA, G. New developments in affinity chromatography with
potential application in the production of biopharmaceuticals. Journal of Biochemical and
Biophysical Methods, v. 49, p. 561-574, 2001.

MANTOVAARA, T., PERTOFT, H., PORATH, J. Carboxymethilated aspartic acid agarose,
a selective adsorbent for calcium-binding proteins, preliminary studies. Biotechnology
and Applied Biochemistry, v. 13, p. 315-322, 1991.

MARTINS, S., KARMALI, A., ANDRADE, J., SERRALHEIRO, M.L. Immobilized metal
affinity chromatography of monoclonal immunoglobulin M against mutant amidase from
Pseudomonas aeruginosa. Molecular Biotechnology, v. 33, p. 103-113, 2006.

MORRISSEY, J.H. Silver stain for proteins in polyacrylamide gels: A modified procedure
with enhanced uniform sensitivity. Analytical Biochemistry, v. 117, p. 307-310, 1981.

NILSON, B.H.K., LOGDEMB, L., KASTERN, W., BJORK, L., AKERSTROM, B.
Purification of antibodies using protein L-binding framework structures in the light chain
variable domain. Journal of Immunological Methods, v. 164, p. 33-40, 1993.

PEARSON, R.G. Hard and soft acids and bases hsab .Part Il. Underlying theories.
Journal of Chemical Education, v. 45, p. 643-659, 1968(b).

PHAN, T.C.A., NOWAK, K.J., AKKARI, P.A., ZHENG, M.H., XU, J.K. Expression of caltrin
in the baculovirus system and its purification in high yield and purity by cobalt (1) affinity
chromatography. Protein Expression and Purification, v. 29, p. 284-290, 2003.

PIATIBRATOV, M., HOU, S.B., BROOUN, A., YANG, J.S., CHEN, H.Y., ALAM, M.
Expression and fast-flow purification of a polyhistidine-tagged myoglobin-like aerotaxis
transducer. Biochimica et Biophysica Acta, v. 1524, p. 149-154, 2000.



81

PITIOT, O., NEDONCHELLE, E., LEGALLAIS, C., VIJAYALAKSHMI, M. Protein
adsorption on histidyl-aminohexyl-Sepharose 4B Il. Application to the negative one-step

affinty purification of human PB2-microglobulin and immunoglobulin G. Journal of
Chromatography B, v. 758, p. 173-182, 2001.

PORATH, J., CARLSSON, J., OLSSON, I.,, BELFRAGE, G. Metal chelate affinity
chromatography, a new approach to protein fractionation. Nature, v. 258, p. 598-599,
1975.

PORATH, J., OLIN, B. Immobilized metal ion affinity adsorption and immobilized metal
ion affinity chromatography of biomaterials. Serum protein affinities for gelimmobilized
iron and nickel ions. Biochemistry, v. 22, p. 1621-1630, 1983.

PORATH, J. IMAC — Immobilized metal ion affinity based chromatography . Trends in
Anaytical Chemistry, v. 7, p. 254-259, 1988.

PORATH, J. Immobilized metal-ion affinity chromatography. Protein Expression and
Purification, v. 3, p. 263-281, 1992.

PRASANNA, R.R., VIJAYALAKSHMI, M.A. Characterization of chelate methacrylate
nonolithic disk for purification of polyclonal and noclonal immunoglobulin G. Journal of
Chromatography A, v. 1217, p. 3660-3667, 2010.

PRIN, C., BENE, M.C., GOBERT, B., MONTAGNE, P., FAURE, G.C. Isoelectric restriction
of human immunoglobulin isotypes. Biochimica et Biophysica Acta, v. 1243, p. 287-290,
1995.

PUTNAM, FW. The plasma protein: structure, function and generic control. Ed.
Academic Press. New York, p. 1-55, 1975.

RADOSEVICH, M., BURNOUF, M. Intravenous immunoglobulin G: trends in production
methods, quality control and quality assurance. Vox Sanguinis, v. 98, p. 12-28, 2010.

RIBEIRO, M.B. Purificacdo de IgG a partir do plasma humano por cromatografia em
membranas com ions Cu(ll) e Ni(ll) imobilizados: efeito dos agentes quelantes IDA,
TREN e CM-Asp. Campinas: Faculdade de Engenharia Quimica, Universidade Estadual
de Campinas, 2006. 148p. Dissertacao (Mestrado).

RIBEIRO, M.B., VIJAYALAKSHIMI, M.A., TODOROVA-BALVAY, D., BUENO, S.M.A.
Effect of IDA and TREN chelating agentes and buffer systems on the purification of



82

human IgG with immobilized nickel affinity membranes. Journal of Chromatography B, v.
861, p. 64-73, 2008.

ROQUE, A.C.A., LOWE, C.R., TAIPA, M.A. Antibodies and Genetically Engineered
Related Molecules: Production and Purification. Biotechnology Progress, v. 20, p.
639-654, 2004.

ROQUE, A.C.A., SILVA, C.S.0., TAIPA, M.A. Affinity based methodologies and ligands
for antibody purification: Advances and perspectives. Journal of Chromatography A, v.
1160, p. 44-55, 2007.

SALVALAGLIO, M., ZAMOLO, L., BUSINI, V., MOSCATELLI, D., CAVALLOTTI, C.
Molecular modeling of Protein A affinty chromatography. Journal of Chromatography A,
v. 1216, p. 8675-8686, 2009.

SERPA, G., AUGUSTO, E.F.P., TAMASHIRO, W.M.S.C., RIBEIRO, M.B., MIRANDA,
E.A., BUENO, S.M.A. Evaluation of immobilized metal membrane affinity
chromatography for purification of an immunoglobulin Gy monoclonal antibody. Journal of
Chromatography B, v. 816, p. 259-268, 2005.

SERRES, A., MULLER, D., JOZEFONVICZ, J. Purification of monoclonal antibodies on
dextran-coated silica support grafted by thiophilic ligand. Journal of Chromatography A,
v. 771, p. 151-157, 1995.

SHARMA, S., AGARWAL, G.P. Interactions of protein with immobilized metal ions: A
comparative analysis using various isotherms models. Analytical Biochemistry, v. 3288, p.
126-140, 2001.

SILVA, P.T. Purificacdo da glicoproteina G (GPV) recombinante do virus da raiva
produzida por células de Drosophila melanogaster S2 através de cromatografia de
afinidade por ions metdlicos imobilizados. Faculdade de Engenharia Quimica,
Universidade Estadual de Campinas, 2007. 105 p. Dissertagdo (mestrado).

SULKOWSKI, E. Purification of proteins by IMAC. Trends in Biotechnology, v. 3, p. 1-11,
1985.

SULKOWSKI, E. The saga of IMAC and MIT. Bio Essays, v. 10, p. 170-75, 1989.

SULKOWSKI, E. Immobilized metal-ion affinity chromatography: Imidazole proton pump
and chromatographic sequale. 1. Proton pump. Journal of Molecular Recognition, v. 9, p.



83

389-393, 1996.

TANAKA, K., SAWATANI, E., DIAS, G.A., SHIGUEOKA, E.M., CAMPOS, T.C.X.B.,
NAKAO, H.C., ARASHIRO, F. High quality human immunoglobulin G purified from Cohn
fractions by liquid chromatography. Brazilian Journal of Medical and Biological Research,
v. 33, p. 27-30, 2000.

TANAKA, K., SAWATANI, E., SHIGUEOKA, E.M, CAMPOS, T.C.X.B., NAKAO H.C.,
DIAS, GA., FUGITA, R.K., ARASHIRO, F. A chromatographic method for the production
of a human immunoglobulin G solution for intravenous use. Brazilian Journal of Medical
and Biological Research, v. 31, p. 1375-1381, 1998.

TISHCHENKO, G, DYBAL, J., MESZAROSOVA, K., SEDLAKOVA, Z., BLEHA, M.
Purification of the specific immunoglobulin Gy by immobilized metal ion affinity
chromatography using nickel complexes of chelating porous and nonporous polymeric
sorbents based on poly(methacrylic esters). Effect of polymer structure. Journal of
Chromatography A, v. 954, p. 115-126, 2002.

TISHCHENKO, G., HODROVA, B., SIMUNEK, J., BLEHA, M. Nickel and copper
complexes of a chelating methacrylate sorbent in the purification of chitinases and specific

immunoglobulin Gy by immobilized metal ion affinity chromatography. Journal of
Chromatography A, v. 983, p. 125-132, 2003.

TODOROVA-BALVAY, D., PITIOT, O., BOURHIM, M., SRIKRISHNAN, T.,
VIJAYALAKSHMI, M.A. Imobilized metal-ion affinity chromatography of human antibodies
and their proteolytic fragments. Journal of Chromatography B, v. 808, p. 57-62, 2004.

TSAI, S.Y., LIN, S.C., SUEN, S.Y., HSU, W.H. Effect of number of poly(His) tags on the
adsorption of engineered proteins on immobilized metal affinity chromatography
adsorbents. Process Biochemistry, v. 41, p. 2058-2067, 2006.

UEDA, E.K.M., GOUT, PW., MORGANTI, L. Current and prospective applications of
metal-ion protein binding. Journal of Chromatography A, v. 988, p. 1-23, 2003.

VANCAN, S., MIRANDA, E.A., BUENO, S.M.A. IMAC of human IgG: studies with
IDA-immobilized copper, nickel, zinc and cobalt ions and different buffer systems.
Process Biochemistry, v. 37, p. 573-579, 2002.

VIJAYALAKSHMI, M.A. Pseudobiospecific ligand affinity chromatography. Trends in
Biotechnology, v. 7, p. 71-76, 1989.



84

VLUG, A., VAN REMORTEL, P. The structure and function of human IgG subclasses.
American Clinical Laboratory, v. 8, p. 28-36, 1989.

WILCHEK, M., MIRON, T. Thirty years of affinity chromatography. Reactive & Functional
Polymers, v. 41, p. 263-268, 1999.

WINZERLING, J.J., BERNA, P., WANG, N.H.W. How to use mmobilized metal ion affinity
chromatography. Methods, v. 4, p. 4-13, 1992.

WONG, J., ALBRIGTH, R.L., WANG, N.HW. Immobilized metal ion affinity
chromatography (IMAC) — chemistry and bioseparation applications. Separation and
Purification Methods, v. 20, p. 49-106, 1991.

WONGCHUPHAN, R., TEY, B.T., TAN, W.S., TAIP, F.S., KAMAL, S.M.M., LING, T.C.
Application of dye-ligands affinity adsorbent in capturing of rabbit immunoglobulin G.
Biochemical Engineering Journal, v. 45, p. 232-238, 2009.

YANG, H., GURGEL, P.V., CARBONELL, R.G. Hexamer peptide affinity resins that bind
the Fc region of human immunoglobulin G. Journal of Peptide Research, v. 66, p.
120-137, 2005.

YANG, H., GURGEL, P.V., CARBONELL, R.G. Purification of human immunoglobulin G
via Fc-specific small peptide ligand affinity chromatography. Journal of Chromatography
A, v. 1216, p. 910-918, 2009.

YAVUZ, H., AKGOL, S., SAY, R., DENIZLI, A. Affinity separation of immunoglobulin G
subclasses on dye attached poly(hydroxypropyl methacrylate) beads. International
Journal of Biological Macromolecules, v. 39, p. 303-309, 2006.

ZACHARIOU, M., HEARN, M.T.W. Aplication of immobilized metal ion chelate complexes
as pseudocation exchange adsorbents for protein separation. Biochemistry, v. 35, p.
202-211, 1996.

ZACHARIOU, M., HEARN, M.T.W. Adsorption and selectivity characteristics of several
human serum proteins with immobilized hard Lewis metal ion-chelate adsorbents.
Journal of Chromatography A, v. 890, p. 95-116, 2000.

ZATLOUKALOVA, E., KUCEROVA, Z. Separation of cobalt binding proteins by
immobilized metal affinity chromatography. Journal of Chromatography B, v. 808, p.
99-103, 2004.



85

Apéndice A

Duplicatas dos perfis cromatograficos e eletroforéticos dos experimentos
realizados em agarose-IDA-Co?" e agarose-CM-Asp-Co?* utilizando sistema tamponante
Tris-HCl a pH 7,0, MOPS 25 mmol/L e imidazol 2 mmol/L e fosfato de sédio 25 mmol/L e
imidazol 2 mmol/L, na presenca de 1,0 mol/L de NaCl e na auséncia deste sal e os

respectivos balancos de massa.
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Figura A.1: Perfil cromatografico e eletroforético de adsorcdo de IgG a partir de
solugéo de soro humano utilizando sistema tamponante Tris-HCI na presenga de sal, em
(a) IDA-Co*, (b) CM-Asp-Co?*. Vaz&o: 0,5 mL/min. I: injecao de 0,2 mL de soro humano
diluido 5 vezes em tampao Tris-HCI contendo 1,0 mol/L NaCl pH 7,0; L: lavagem com
tampao de equilibrio; E1: 100 mmol/L de Tris; E2: 300 mmol/L de Tris; E3: 500 mmol/L de
Tris; E4: 700 mmol/L de Tris; R: regeneracao com 100 mmol/L de EDTA. Eletroforeses
SDS-PAGE sob condigcdes nao redutoras. Pista M: marcadores de massa molecular.
Pista I: Injecédo. Pista L: fracdes de lavagem. Pista E1: “pool” das fragdes de eluicdo a
100 mmol/L de Tris. Pista E2: “pool” das fracdes de eluicdo a 300 mmol/L de Tris. Pista R:

“pool” das fracdes de regeneracao. Pista C: marcador de IgG humana.
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Figura A.2: Perfil cromatografico e eletroforético de adsorcéao de IgG a partir de solugcéao
de soro humano utilizando sistema tamponante Tris-HCI em auséncia de sal, em (a)
IDA-Co?*, (b) CM-Asp-Co?*. Vazdo: 0,5 mL/min. I: injecdo de 0,2 mL de soro humano
diluido 5 vezes em tampao Tris-HCI a pH 7,0; L: lavagem com tampao de equilibrio; E1:
100 mmol/L de Tris; E2: 300 mmol/L de Tris; E3: 500 mmol/L de Tris; E4: 700 mmol/L de
Tris; R: regeneragdo com 100 mmol/L de EDTA. Eletroforeses SDS-PAGE sob condi¢des
nao redutoras. Pista M: marcadores de massa molecular. Pista I: Injecdo. Pista L:
fracoes de lavagem. Pista E1: “pool” das fraces de eluicdo a 100 mmol/L de Tris. Pista
E2: “pool” das fracdes de eluicdo a 300 mmol/L de Tris. Pista E3: “pool” das fracdes de
eluicdo a 500 mmol/L de Tris. Pista R: “pool” das fracdes de regeneracdo. Pista C:
marcador de IgG humana.
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Tabela A.1. Balancos de massa das cromatografias em agarose-IDA-Co** e
agarose-CM-Asp-Co?* utilizando tampéo Tris-HCI pH 7,0 na presenca e auséncia de sal
e dessorcao por gradiente degrau de aumento da concentracdo de Tris

Fracao Molaridade  Adigao de sal no tampéao Auséncia de sal no tampéao
de Tris Quelato Quelato
(mmolll)  IDA-Co** CM-Asp-Co**  IDA-Co®*  CM-Asp-Co**
mg® (%) mg® (%) mg® (%) mg® (%)
Injecao 25 6,35 100,0 825 100,0 9,10 100,0 9,71 100,0
Lavagem 25 6,62 1043 8,18 99,1 8,80 96,8 10,12 104,2
Eluicao 100 046 73 003 04 030 33 050 51
300 0,27 4,0 0,01 0,1 1,45 159 0,08 0,9
500 0,07 1,1 0,01 0,1 0,19 2,1 0,01 0,1
700 0,06 09 000 00 002 03 000 0,0
Regen.? 0,17 2,7 002 03 03 38 005 05
Recup.’ 7,64 120,2 8,25 100,0 11,11 122,1 10,76 110,8

?Regen.: solugao de regeneracdo 100 mmol/L de EDTA.
®Recup.: recuperacdo

“Massa calculada por meio da dosagem de proteinas totais (BRADFORD, 1976).
dPercentagem relativa & massa de proteina total injetada.
Volume de leito: 3,0 mL

Quantidade de ligante: 26,95 + 1,73 pmol Co?/mL gel para IDA e 6,97 + 0,55 pmol Co®*/mL
gel para CM-Asp.
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Figura A.3: Perfil cromatografico e eletroforético de adsorcao de IgG a partir de solugéao
de soro humano utilizando sistema tamponante MOPS-imidazol em presenga de sal, em
(a) IDA-Co?*, (b) CM-Asp-Co?*. Vaz&o: 0,5 mL/min. |: injecdo de 0,2 mL de soro humano
diluido 5 vezes em tampao MOPS a pH 7,0 com 2 mmol/L de imidazol e 1,0 mol/L de
NaCl; L: lavagem com tampao de equilibrio; E1: 20 mmol/L de imidazol; E2: 100 mmol/L
de imidazol; E3: 500 mmol/L de imidazol; R: regeneracao com 100 mmol/L de EDTA.
Eletroforese SDS-PAGE sob condi¢cées nao redutoras. Pista M: marcadores de massa
molecular. Pista |: Injecdo. Pista L: frac6es de lavagem. Pista E1: “pool” das fragdes de
eluicdo a 20 mmol/L de imidazol. Pista E2: “pool” das fracbes de eluicdo a 100 mmol/L de
imidazol. Pista E3: “pool” das fragdes de eluicdo a 500 mmol/L de imidazol. Pista C:
marcador de IgG humana.
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Figura A.4: Perfil cromatografico e eletroforético de adsorcao de IgG a partir de solugéo
de soro humano utilizando sistema tamponante MOPS-imidazol em auséncia de sal, em
(a) IDA-Co?*, (b) CM-Asp-Co?*. Vaz&o: 0,5 mL/min. |: injecdo de 0,2 mL de soro humano
diluido 5 vezes em tampao MOPS a pH 7,0 com 2 mmol/L de imidazol; L: lavagem com
tampé&o de equilibrio; E1: 20 mmol/L de imidazol; E2: 100 mmol/L de imidazol; E3: 500
mmol/L de imidazol; R: regeneragédo com 100 mmol/L de EDTA. Eletroforese SDS-PAGE
sob condigbes ndo redutoras. Pista M: marcadores de massa molecular. Pista I: Injecao.
Pista L: fracdes de lavagem. Pista E1: “pool” das fracdoes de eluicdo a 20 mmol/L de
imidazol. Pista E2: “pool” das fragdes de eluigdo a 100 mmol/L de imidazol. Pista ES:
“pool” das fracdes de eluicdo a 500 mmol/L de imidazol. Pista R: fra¢cdes de regeneragéo.
Pista C: marcador de IgG humana.
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Tabela A.2. Balancos de
agarose-CM-Asp-Co?®* utiliza
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massa das cromatografias em agarose-IDA-Co** e
ndo tampao MOPS a pH 7,0 na presenca e auséncia de sal

e dessorcao por gradiente degrau de aumento da concentracao de imidazol

Fragéao Molaridade Adigcéo de sal no tampéao Auséncia de sal no tampao
de Quelato Quelato
imidazol IDA-Co?* CM-Asp-Co** IDA-Co?* CM-Asp-Co**
(mmol/L)
mg® (%)  mg® (%)° mg® (%) mg® (%)
Injecao 2,0 561 1000 542 100,0 8,13 100,0 8,37 100,0
Lavagem 2,0 486 866 519 958 644 79,2 7,17 85,6
Eluicao 20 0,64 115 0,03 05 0,41 5,1 0,02 0,2
100 0,23 4,1 0,01 03 09 117 0,37 4,4
500 0,03 0,6 0,01 0,1 0,09 1,1 0,12 1,4
Regen.? 0,01 0,2 0,00 0,0 0,01 0,1 0,00 0,0
Recup.” 577 1029 524 96,7 7,90 97,2 7,68 91,6

aRegen.: solucdo de regeneracao 100 mmol/L de EDTA.

Recup.: recuperacao

¢Massa calculada por meio da dosagem de proteinas totais (BRADFORD, 1976).
d Percentagem relativa a massa de proteina total injetada.

Volume de leito: 3,0 mL

Quantidade de ligante: 26,95 + 1,73 pmol Co®*/mL gel para IDA e 6,97 + 0,55 pmol Co?*/mL

gel para CM-Asp.
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Figura A.5: Perfil cromatografico e eletroforético de adsorcao de IgG a partir de solugéao
de soro humano utilizando sistema tamponante fosfato de sédio-imidazol na presenca
de sal, em (a) IDA-Co*", (b) CM-Asp-Co?*. Vazdo: 0,5 mL/min. I: injecdo de 0,2 mL de
soro humano diluido 5 vezes em tampao fosfato de sodio a pH 7,0 com 2 mmol/L de
imidazol e 1,0 mol/L de NaCl; L: lavagem com tampao de equilibrio; E1: 20 mmol/L de
imidazol; E2: 100 mmol/L de imidazol; E3: 500 mmol/L de imidazol; R: regeneracdo com
100 mmol/L de EDTA. Eletroforese SDS-PAGE sob condi¢cdes néo redutoras. Pista M:
marcadores de massa molecular. Pista I: Injecdo. Pista L: fragdes de lavagem. Pista E1:
“pool” das fracdes de eluicdo a 20 mmol/L de imidazol. Pista E2: “pool” das fracdes de
eluicdo a 100 mmol/L de imidazol. Pista E3: “pool” das fragcdes de eluicdo a 500 mmol/L
de imidazol. Pista C: marcador de IgG humana.
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Figura A.6: Perfil cromatografico e eletroforético de adsorcao de IgG a partir de solugéao
de soro humano utilizando sistema tamponante fosfato de sédio-imidazol em auséncia
de sal, em (a) IDA-Co?*, (b) CM-Asp-Co?*. Vazdo: 0,5 mL/min. I: injecdo de 0,2 mL de
soro humano diluido 5 vezes em tampao fosfato de sodio a pH 7,0 com 2 mmol/L de
imidazol; L: lavagem com tampao de equilibrio; E1: 20 mmol/L de imidazol; E2: 100
mmol/L de imidazol; E3: 500 mmol/L de imidazol; R: regeneragdo com 100 mmol/L de
EDTA. Eletroforese SDS-PAGE sob condicbes ndo redutoras. Pista M: marcadores de
massa molecular. Pista I: Injecdo. Pista L: fragcbes de lavagem. Pista E1: “pool” das
fracoes de eluicdo a 20 mmol/L de imidazol. Pista E2: “pool” das fracdes de eluicdo a
100 mmol/L de imidazol. Pista E3: “pool” das fragdes de eluicdo a 500 mmol/L de
imidazol. Pista R: fracdes de regeneracdo. Pista C: marcador de IgG humana.
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Tabela A.3. Balancos de massa das cromatografias em agarose-IDA-Co** e
agarose-CM-Asp-Co®* utilizando tampao fosfato de sédio a pH 7,0 na presenca e
auséncia de sal e dessorcao por gradiente degrau de aumento da concentracdo de

imidazol.

Fracao Molaridade

Adigcéo de sal no tampéao

Auséncia de sal no tampéao

de Quelato Quelato
imidazol IDA-Co?* CM-Asp-Co** IDA-Co?* CM-Asp-Co**
(mmol/L)
mg® (%) mg® (%) mg® (%)? mg® (%)
Injecéo 2,0 7,16 100,0 10,04 100,0 8,01 100,0 9,22 100,0
Lavagem 2,0 6,11 85,4 729 726 6,76 844 9,00 97,5
Eluicao 20 0,33 4,6 0,02 0,2 045 5,6 0,06 0,6
100 0,04 0,6 0,00 0,0 0,28 3,5 0,12 1,3
500 0,01 0,1 0,00 0,1 0,06 0,7 0,02 0,3
Regen.? 0,00 0,0 0,00 0,0 0,06 0,7 0,01 0,1
Recup.” 6,49 90,7 731 729 7,60 949 9,20 99,8

aRegen.: solucdo de regeneracao 100 mmol/L de EDTA.

Recup.: recuperacao
¢Massa calculada por meio da dosagem de proteinas totais (BRADFORD, 1976).

d Percentagem relativa a massa de proteina total injetada.

Volume de leito: 3,0 mL

Quantidade de ligante: 26,95 + 1,73 pmol Co®*/mL gel para IDA e 6,97 + 0,55 pmol Co?*/mL

gel para CM-Asp.
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Figura A.7: Perfil cromatografico e eletroforético de adsorcao de IgG a partir de solugéao
de soro humano utilizando sistema tamponante fosfato de sédio-imidazol na presencga
de 0,1 mol/L de NaCl, em IDA-Co?*. Vazdo: 0,5 mL/min. |: injecdo de 0,2 mL de soro
humano diluido 5 vezes em tampao fosfato de sodio a pH 7,0 com 2,0 mmol/L de
imidazol e 0,1 mol/L de NaCl; L: lavagem com tampao de equilibrio; E1: 20 mmol/L de
imidazol; E2: 100 mmol/L de imidazol; E3: 500 mmol/L de imidazol; R: regeneracdo com
100 mmol/L de EDTA. Eletroforese SDS-PAGE sob condi¢cdes néo redutoras. Pista M:
marcadores de massa molecular. Pista I: Injecdo. Pista L: fragdes de lavagem. Pista E1:
“pool” das fracdes de eluicdo a 20 mmol/L de imidazol. Pista E2: “pool” das fracdes de
eluicdo a 100 mmol/L de imidazol. Pista C: marcador de IgG humana.
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Figura A.8: Perfil cromatografico e eletroforético de adsorcao de IgG a partir de solugéo
de soro humano utilizando sistema tamponante Tris-HCI na presenca de 0,1 mol/L NaCl,
em CM-Asp-Co?*. Vazdo: 0,5 mL/min. I: injecdo de 0,24 mL de soro humano diluido 5
vezes em tampéo Tris-HCI contendo 0,1 mol/L NaCl pH 7,0; L: lavagem com tampao de
equilibrio; E1: 100 mmol/L de Tris; E2: 300 mmol/L de Tris; E3: 500 mmol/L de Tris; E4:
700 mmol/L de Tris; R: regeneragdo com 100 mmol/L de EDTA. Eletroforeses
SDS-PAGE sob condigdes nao redutoras. Pista M: marcadores de massa molecular.
Pista I: Injecdo. Pista L: fracoes de lavagem. Pista R: frac6es de regeneracao. Pista C:
marcador de IgG humana.
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Tabela A.4. Balancos de massa das cromatografias em agarose-IDA-Co** e
agarose-CM-Asp-Co®* na presencga de 0,1 mol/L de NaCl, utilizando tampé&o de equilibrio
fosfato de sédio-imidazol e Tris-HCI, respectivamente, a pH 7,0. Dessorcdo por
gradiente degrau de aumento da concentracdo de imidazol e de Tris para IDA-Co?* e
CM-Asp-Co?*, respectivamente.

Fragdo IDA-Co?* CM-Asp-Co?*
Tampao: Fosfato de sodio Tampao: Tris-HCI
Imidazol mg° (%)° Tris-HCI mg° (%)°
(mmol/L) (mmol/L)
Injecéo 2,0 7,99 100,0 25 7,98 100,0
Lavagem 2,0 7,74 96,8 25 8,36 104,7
Eluicao 20 0,22 2,8 100 0,00 0,0
100 0,21 2,6 300 0,00 0,0
500 0,03 0,4 500 0,00 0,0
700 0,01 0,1
Regen.? 0,00 0,0 0,02 0,2
Recup.” 8,20 102,6 8,38 105,0

aRegen.: solugéo de regeneragdo 100 mmol/L de EDTA.

® Recup.: recuperagao

cMassa calculada por meio da dosagem de proteinas totais (BRADFORD, 1976).

d Percentagem relativa a massa de proteina total injetada.
Volume de leito: 3,0 mL
Quantidade de ligante: 26,95 + 1,73 pmol Co?/mL gel para IDA e 6,97 + 0,55 ymol Co®*/mL
gel para CM-Asp.
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Figura A.9: Perfil cromatografico e eletroforético de adsorcéo de IgG a partir de solugéao
de soro humano utilizando sistema tamponante fosfato de sodio-imidazol na presencga
de 0,5 mol/L de NaCl, em IDA-Co?*. Vaz&o: 0,5 mL/min. |: injecdo de 0,24 mL de soro
humano diluido 5 vezes em tampao fosfato de sodio a pH 7,0 com 2 mmol/L de imidazol
e 0,5 mol/L NaCl; L: lavagem com tampao de equilibrio; E1: 20 mmol/L de imidazol; E2:
100 mmol/L de imidazol; E3: 500 mmol/L de imidazol; R: regeneragdo com 100 mmol/L
de EDTA. Eletroforese SDS-PAGE sob condi¢des ndo redutoras. Pista M: marcadores
de massa molecular. Pista I: Injecdo. Pista L: fracbes de lavagem. Pista E1: “pool” das
fracoes de eluicdo a 20 mmol/L de imidazol. Pista E2: “pool” das fracdes de eluicdo a
100 mmol/L de imidazol. Pista C: marcador de IlgG humana.
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Tabela A.5. Balanco de massa da cromatografia em agarose-IDA-Co?* utilizando
tampao de equilibrio fosfato de sédio a pH 7,0 na presenca de 0,5 mol/L de NaCl e
dessorcgao por gradiente degrau de aumento da concentracao de imidazol.
Fracdo IDA-Co?**
Tampao: Fosfato de sodio

Molaridade de imidazol mg® (%)°
(mmol/L)
Injecéo 2,0 7,07 100,0
Lavagem 2,0 6,76 95,6
Eluicéo 20 0,02 0,4
100 0,13 1,8
500 0,03 0,3
Regeneragao® 0,01 0,2
Recuperagéao 6,95 98,3

a100 mmol/L de EDTA.
b Massa calculada por meio da dosagem de proteinas totais (BRADFORD, 1976).
c Percentagem relativa a massa de proteina total injetada.

Volume de leito: 3,0 mL
Quantidade de ligante: 26,95 + 1,73 pmol Co**/mL gel para IDA e 6,97 + 0,55
umol Co*/mL gel para CM-Asp.

Curvas de ruptura

As duplicatas das curvas de ruptura com soro diluido a 2,5, 5 e 10 vezes foram

realizados pelo aluno de iniciacao cientifica Igor Maciel de Oliveira e Silva.

Isotermas de adsorcao

Duplicatas dos experimentos para determinagédo de isotermas de adsorcao para
determinacao da capacidade maxima de adsorcao (Qm) e a constante de dissociagao (Kq)

do complexo CM-Asp-Co?*-IgG, para modelos de Langmuir e Langmuir-Freundlich.
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Figura A.10: Isoterma de adsorcdo de IgG humana em CM-Asp-Co?* com tampao
Tris-HCI, pH 7,0 utilizando o modelo de Langmuir.

Tabela A.6 - Parametros obtidos a partir do ajuste ndo-linear dos parametros do modelo
de Langmuir aos dados de adsorcéo de IgG em adsorvente CM-Asp-Co?*

Parametros Langmuir
Qm (mg/mL gel) 105,44 + 4,10
Kg (mol/L) (7,28 + 0,98) x 10
n -
r? 0,987

Chi? 15,18
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Figura A.11: Isoterma de adsor¢do de IgG humana em CM-Asp-Co?* com tampao
Tris-HCI, pH 7,0 utilizando o modelo de Langmuir-Freundlich.

Tabela A.7 - Parametros obtidos a partir do ajuste nao-linear dos parametros do modelo
de Langmuir-Freundlich aos dados de adsorcao de IgG em adsorvente CM-Asp-Co?*

Parametros Langmuir-Freundlich
Qm (mg/mL gel) 95,41 + 4,64
Kq (mol/L) (8,43 + 1,29) x 10
n 1,26 + 0,14
2 0,991

Chi® 11,74




