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RESUMO

Anticorpos monoclonais sdo imunoglobulinas secretadas por uma célula hibrida,
chamada hibridoma, que é formada pela fusdo de um linfécito {produtor de
anticorpos) e uma célula de mieloma, o que faz do hibridoma uma célula
produtora de anticorpos virtualmente imortal. Os anticorpos monoclonais tém
sido utilizados nas areas analitica e terapéutica, o que implica na necessidade de
obtencao de anticorpos de alta pureza. Muitos estudos tém sido realizados
visando a purificagio de anticorpos monoclonais, e destacam-se as técnicas de
adsorciio seletiva, como as cromatografias de troca idnica, hidrofébicas e de
afinidade. Neste trabalho aplicou-se a cromatografia em membranas de alcool
polietileno-vinilico, derivatizadas com acido iminodiacético (IDA}, com ions
metalicos imobilizados na purificacio de anticorpos monoclonais IgG; a partir de
sobrenadante de cultura celular. Para determinar as melhores condigbes de
adsorcao e eluigao, foram testados os ions Cu?+, Ni?*, Zn?* e Co?*, na presenca de
diferentes sistemas tamponantes. A seletividade dos metais, em cada um dos
sistemas, foi determinada através de eletroforese SDS-PAGE e testes ELISA das
fracdes dos picos de proteina obtidos. A melhor condigido de purificacéo foi a
alimentacdo de sobrenadante de cultura celular previamente precipitado e
dialisado com solucéo de sulfato de aménio, em coluna contendo PEVA-IDA-Zn?-,
em presenca de tampao Tris-HCl 50 mM a pH 7,0 e eluicao por aumento de
concentracao de Tris. A partir das isotermas de adsorcfo, determinou-se a
capacidade maxima de adsorcao e a constante de dissociagio do complexo IDA-
Zn2+-1gG1 que de acordo com o ajuste dos parametros pelo modelo de Langmuir,
mostraram urma alta capacidade de adsorcio (63,4 mg/g de membrana seca) ¢
uma constante de dissociacéo (8,1x10% M) caracteristica de sistemas de média
afinidade. Foram também determinadas as curvas de ruptura para o processo
proposto, através de experimentos de filtracio a diferentes vazdes de alimentacgéo,
utilizando um moddulo contendo as fibras ocas com Zn?+* imobilizado, construido

em nosso laboratério.

Palavras chave: anticorpos monoclonais, 1gG:, IMAC, membranas de afinidade.



ABSTRACT

Monoclonal antibodies are immunoglobulins produced by a hybrid cell called
hybridoma. These cells result from the fusion of lymphocytes with malignant
myeloma cells. Hybridomas celis express both the lymphocyte’s property of
specific-antibody production and the immortal character of the myeloma cells.
Monocional antibedies have been used in analytical and therapeutical areas. This
application needs highly pure antibodies. Many techniques have been studied
focusing monoclonal antibodies purification. These techniques include ion
exchange, hydropheobic and affinity chromatography. In this study, we applied
polyethylenevinyl alcohol (PEVA) membranes in the purification of monoclonal
antibody from cell culture supernatant. These membranes were derivatized with
the quelant agent, iminodiacetic acid (IDA}. We evaluated the adsorption and
purification of monoclonal antibodies on the matrix with different immobilized
metal ios, Cu?+, Ni2*, Zn?* and Co?* and with different buffers. According to SDS-
PAGE electrophoresis and ELISA analysis, the higher selectivity was obtained in
the presence of 50 mM Tris-HClI buffer, pH 7,0 and with elution by increasing Tris
concentration, with immobilized Zn2*, wich provided the purification of 1gG with
traces of albumin. The adsorbent capacity and the dissociation constant of the
complex IDA-Zn**-IgG: were determinated from adsorption isotherms. According
to the Langmuir model, the results indicated that the matrix presents high
adsorption capacity (63,4 mg/g de dry membrane) and a dissociation constant
(8,1 x 108 M) characteristic for intermediate affinity systems. We also evaluated
the breaktrough curves for PEVA-IDA-Zn?* membrane chromatography for the

antibodies purification using different flow rates. These breaktrough curves are
important to scale up procedure.

Keywords: monoclonal antibodies, IgG:, IMAC, affinity membranes
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

1.1 ANTICORPOS MONOCLONAIS E SUA RELEVANCIA

Os anticorpos monocionais sfo imunoglobulinas, em sua maioria
imunoglobulinas G (IgG), que sdo secretados por células hibridas produtoras de
anticorpos. Estas células, chamadas de hibridomas, sdo o resultado da fuséo de
uma célula produtora de anticorpos (linfécito} com uma célula de mieloma. Para
se obter os anticorpos monoclonais, antigenos especificos (contra o qual se
pretende produzir o anticorpo) sdo injetados em camundongos e decorrido o
tempo necessario de imunizacdo, as células esplénicas do animal sjo isoladas e
fundidas com células tumorais de rato ou camundongo (mieloma). Esta operacéo
é necessaria porque a duracio de vida dos linfocitos que produzem os anticorpos
ndo & maior do gue uma semana em cultura. Com a fusdo sio formados os
hibridomas, que sdo células virfualmente imortais, produtoras do anticorpo
monoclonal desejado (KOHLER e MILSTEIN, 1975).

A tecnologia de hibridomas para producéo de anticorpos monoclonais foi
desenvolvida por KOHLER e MILSTEIN em 1975 e significou um saltc no
desenvolvimento das mais diversas areas das ciéncias biolégicas. Devido a suas
caracteristicas de monoespecificidade e homogeneidade, estes anticorpos sao
potencialmente importantes no desenvolvimento e aplicacbes terapéuticas e em
diagnoésticos e de fato tém se tornade uma importante ferramenta nos
laboratérios e clinicas como agentes terapéuticos, componentes de kits de
imunodiagndstico, carreadores de drogas terapéuticas, como ligantes em

cromatografias de afinidade e na pesquisa basica de varias areas {(GEUS e
HENDRIKSE, 1998).

Segundo GEUS e HENDRIKSEN (1998}, ja existern mais de 100.000

diferentes anticorpos monoclonais disponiveis. A maioria deles é produzida
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apenas em escala laboratorial, embora varios estudos estejam sendo feitos para a

producgac de anticorpos em larga escala.

Os anticorpos monoclonais podem ser produzidos in vivo, método no qual
os hibridomas sfo injetados na cavidade intraperitoneal de um animal
histocompativel, de modo que, para obter os anticorpos, os animais precisam ser
sacrificados. Podem também ser produzidos in vitro, onde os hibridomas s&o
cultivados em meios sintéticos ou acrescidos de soro fetal bovino, que fornecem
os nutrientes necessarios ao crescimento celular. A expansdo in vitro muitas
vezes nao € tdo produtiva quanto a expansio in vivo (produgdo de 4 a 10 mg/mlL
de fluido ascitico), mas € a melhor alternativa para producédo de anticorpos
monoclonais em grande escala. Os estudos de producido de anticorpos sao
voltados ao aumento da produtividade, com o advento de novos biorreatores, e
que permitam manter a cultura de forma continua (JACKSON et al., 1996; VOIGT
e ZINTL, 1999). A baixa concentracio de anticorpos obtida em muitos
biorreatores na producéo in vitro, em adicdo a complexidade do meio de onde o
anticorpo é recuperado, dificultam as etapas de purificacéo. Além disso, o alto
grau de pureza requerido, uma vez que a sua aplicacio se da na area terap€utica

e de diagnéstico, exige o uso de técnicas de alta seletividade.

Uma variedade de técnicas tem sido utilizada na purificacao de
anticorpos monoclonais, muitas delas aliando a precipitacio a cromatografia.
Apesar de muito utilizada, a cromatografia de troca idnica ndo apresenta alta
seletividade (LUTKEMEYER et al., 1993), sendo necessarias etapas adicionais na
purificacdo. Outros tipos de cromatografias de adsorcao seletiva, como a de
afinidade, foram desenvolvidas e também sdoc utilizadas na purificacdo de

anticorpos monoclonais.

As proteinas A e G, tém sido utilizadas como ligantes em cromatografias
de afinidade na purificacido de anticorpos monocionais, contudo, a contaminacao
do produto com tracos do ligante devido & hidrélise ou desprendimento destes em
presenca de IgG sob condicdes de pH extremos de eluicéo, representa um sério
problema quando as solugdes protéicas sao destinadas a aplicagdes terapéuticas.
Além disso, o alto custo dos ligantes e sua inativagdo com as condigdes de eluigao

e sanitizacdo da coluna, tornam este método impraticavel em larga escala.
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Comeo alternativa, outro meétodo utilizado na purificacdo de anticorpos
monoclonais € a cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados
(IMAC), que explora a interacfio entre os residuos de histidina acessiveis na

superficie da proteina e o ion metalico imobilizado (PORATH et al., 1975}.

HALE e BEIDLER, 1994, purificaram anticorpos monoclonais murinos do
isotipo 1gG: a partir do sobrenadante de cultura celular em géis contendo ions
Ni** imobilizados, obtendo um grau de pureza de aproximadamente 90%.
ALEANZI e colaboradores (1998) e TISHCHENKO e colaboradores (2002}, também
utilizaram IMAC para purificagido de anticorpos monoclonais a partir de fluido
ascitico pré-tratado, e obtiveram recuperacdes superiores a 70% com elevado
grau de pureza. Estes dados indicam que a cromatografia utilizando ions
metalicos imobilizados como ligantes € uma técnica promissora para a

purificacido de anticorpos monoclonais.

Contudo, a utilizagdo de géis tradicionais como suporte para estas
cromatografias torna inviavel a utilizacéo de altas vazoes, o que dificulta o seu
escalonamento. Com isso, torna-se necessario a utilizacio de matrizes com maior
capacidade hidrodinamica, como, por exemplo, as membranas, nas quais podem
ser imobilizados os ions metalicos. Estudos de adsorcao de IgG bovina e IgG
humana em membranas com Cu?* imobilizado, foram realizados por KUBOTA et
al. (1996) e HARI et al. {2000}, respectivamente, nos quais constataram que mais
de 85% do total de proteinas contidas nas solucgdes alimentadas, ficaram
adsorvidas nos ions metalicos imobilizados. Estudos de purificagéo de anticorpos
monoclonais utilizando cromatografia de afinidade em membranas de afinidade

com metais imobilizados ndo foram encontrados na literatura.

Estas informagOes nos motivaram a estudar o emprego da técnica de
cromatografia em membranas de afimdade utilizando metais imobilizados para a

purificacdo de anticorpos monoclonais a partir de sobrenadante de cultura
celular.



1.2 OBJETIVO

Com o intuito de contribuir para o desenvolvimento de processos de
purificacéic de anticorpos para fins terapéuticos e diagnésticos, visando uma
aplicacao em larga escala, este trabalho teve como objetivo investigar o potencial
de utilizacao da cromatografia em membranas de afinidade com ions metalicos
imobilizados para purificacio de anticorpos monoclonais anti-TNP do isotipo IgG:
a partir de sobrenadante de cultura celular. Estes anticorpos, que séo
representantes de uma das subclasses de IgG, foram desenvolvidos a partir da
reacdo imunolégica de camundongos, em resposta a4 exposicio ao composto
trinitrofenil (TNP), a fim de serem empregados como um dos componentes em um
kit de teste imunoensimatico do tipo ELISA.

Para atingir o objetivo proposto, este projeto de pesquisa constou de quatro

etapas consecutivas:

1) Ativacdo das membranas com epicloridrina, seguida da imobilizacao do
agente quelante e determinacio da densidade de ligantes em termos de metal
imobilizado;

2) Ensaios cromatograficos com anticorpos monoclonais a partir do
sobrenadante de cultura celular, em colunas cromatograficas contendo as
membranas de afinidade finamente cortadas, com o intuito de verificar o perfil de
eluicao da proteina em diversos sistemas tamponantes e determinar as melhores

condicdes de eluicdo, utilizando os ions metalicos Cu?+, Ni*, Zn?* e Co?+;

3) Determinacéo da isoterma de adsorgéo através de ensaios em tanques
agitados, utilizando membranas derivatizadas com IDA-Me?* e anticorpos
monoclonais pré-purificados em gel de proteina G, para determinacéo da constante
de dissociacao (Kp) do complexo IDA-Me?*-IgG; e da capacidade maxima de adsorcéao
{(gm) de IgG1 nas membranas;

4} Ensaios de filtragio, conduzidos em modo tangencial, utilizando um
modulo contendo as fibras ocas, em escala lsboratorial, a fim de determinar as

curvas de ruptura a diversas vazdes de alimentacido do sobrenadante de cultura
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celular e o ponto a partir do qual iniciou a saida de IgG: do médulo (ponto de
ruptura).
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CAPITULO 2

REVISAO DE LITERATURA

2.1 ANTICORPOS MONOCLONAIS

Os anticorpos, que representam cerca de 20% das proteinas plasmaticas,
sao imunoglobulinas (Ig) que reagem especificamente com o antigeno que
estimulou a sua producao. A IgG € o anticorpo predominante nas respostas
secundarias e constitui uma importante defesa contra bactérias e virus. Os
anticorpos sdo secretados por células imunitarias, chamadas linfocitos, e quando
surgem in vivo como resposta a um Tnico antigeno sdo heterogéneos, pois sao
formados por diversos clones diferentes de células, chamados anticorpos
policlonais. J& os provenientes de um 1unico clone de célula, sdo homogéneos,

chamados anticorpos monoclonais (AcM).

As imunoglobulinas sdo formadas por duas cadeias polipeptidicas
pesadas e duas cadeias polipeptidicas leves, ligadas entre si por pontes
dissulfeto, como esta ilustrado na Figura 2.1. Os termos leve e pesada referem-se
ao tamanho molecular, ou seja, as cadeias leves tém massa molecular de 25 kDa,
enquanto as cadeias pesadas tém massa molecular de 50 a 70 kDa. Através da
clivagem enzimatica da molécula de IgG obtém-se dois fragmentos, denominados
Fc e Fab, sendo que a regido que as une (regido hinge} € flexivel e sujeita a acéo
de enzimas proteoliticas. O fragmento Fab (regifio amino terminal} contém os
sitios de ligagdo com o antigeno. O fragmento Fc (regido carboxila terminal) n&o
possui atividade de anticorpo, mas estd envolvido na transferéncia placentaria,

na fixacdo de complemento, na ligacdo a varias células e outras atividades
biologicas (JAWETS et al., 1998}

Os anticorpos monoclonais diferem dos policlonais por sua
monoespecificidade e homogeneidade. Estas caracteristicas os tormam uma
ferramenta muito efetiva no desenvolvimento e na aplicacado de terapias,

diagnosticos € em pesquisa basica. Sua importancia vem aumentando a medida
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que tém sido utilizados como carreadores de agentes terapéuticos (RITZ e
SCHLOSSMAN, 1982}, na reversido da rejeicao aguda de transplantes; como
sondas radioativas para delimitacéo de tumores, guando marcados com elemento
radiocativo {MORO e RODRIGUES, 2001), como componentes de kits para testes
imunodiagnosticos do tipe ELISA (“Enzyme Linked Immunosorbent Assay”}, onde
os anticorpos monoclonais podem ser conjugados e utilizados para a deteccio de
reacoes antigeno-anticorpo (JOHNSTON et al., 1996; KOBAYASHI et al., 1998;
LEO et al., 2000) e como ligantes em processos de separacéo por afinidade,
devido a sua alta especificidade, principalmente para purificagdo de outros
anticorpos utilizados nas areas terapéuticas (CATTY, 1989; LORENZEN, 1992).

Amino Terminal

Regi%o Hinge

coo”  coo”
Carborila Terminal
Figura 2.1: Representacioc esquermatica de uma molécula de IgG indicando a localizacéo

das regiGes constante [(c}] ou varidvel {v] nas cadeias leve e pesada (Adaptado de
www.ntrl.tamuk.edu/immunology, nov/2001}.

Segundo GEUS e HENDRIKSEN (1998}, ha mais de 100.000 diferentes
anticorpos monoclonais disponiveis. A maijoria é produzida em pequena escala,
mas grandes quantidades séo freqlientemente necessarias em kits diagnéstico e
reagentes, para procedimentos de diagnésticos de rotina, estudos de avaliacdo

clinica e uso em propositos profilaticos e terapéuticos.

Na produgéo de anticorpos monoclonais, os linfécitos do bage de um
camundongo imunizado sao isolados e fundidos com células tumorais de ratos

(mieloma). Esta fusado, que resulta em linfécito-mielomas ou “hibridomas”, &
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necessaria para conferir 4 nova célula caracteristicas de “imortalidade” e
capacidade de producio de anticorpos, herdadas de cada um dos parentais

(KOHLER e MILSTEIN, 1975). A Figura 2.2 apresenta um esquema da obtencéo
de anticorpos monoclonais.

artigenn
@ células de micloms

‘ Retirads o Bago
Iminizaqao ‘ %sutanma dos

\l/ intacitos

(1)

clore 1
(%}
ardicorpos monaclonais

Figura 2.2 ~ Obtengéo de anticorpos monoclonais: 1} imunizacéo do camundongo com o
antigeno; 2) retirada do bago e isolarmnento dos linfocitos produtores dos anticorpos; 3)
fusdo do linfécito com uma célula de mielona, para a formacio dos hibridomas gue
secretam os anticorpos monoclonais e 4) clonagem dos hibridomas produtores do
anticorpo monoclonal {Adaptado de MILSTEIN, 1980).

Os hibridomas podem ser expandidos in vivo, sendo injetados
diretamente na regido peritoneal de mamiferos histocompativeis, de modo que
para se obter os anticorpos torna-se necessario o abate do animal, para a retirada
do fluido ascitico, liquido peritoneal, que contém os anticorpos produzidos, ou in
vitro, onde as células sio cultivadas tradicionalmente em um meio de cultura
contendo soro fetal bovino ou em meios sintéticos livres de soro, mas que

fornecem todos os fatores de crescimento necessarios.

A expansao in vivo ndo € pratica para produgao em larga escala, além de
ser restringido ou proibido em alguns paises por causa do uso de animais para

producéo dos anticorpos. A expansado dos hibridomas in vitro € a mais
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recomendada para a producio em larga escala, podendo ser realizada na forma
de cultura estacionaria ou tanques agitados. Dependendo do sistema de cultura
utilizado pode-se obter concentragdes de anticorpos desde valores menores que

100 pg/mlL até maiores que 10 mg/mL (JACKSON et al., 1996; FALKENBERG,
1998; VOIGT e ZINTL, 1999).

Mais recentemente, microrganismos e plantas trangénicas tém sido
utilizadas como biorreatores na producdo de anticorpos monoclonais. Nesta
técnica, sequéncias de DNA, responsaveis pela produgdo de determinado
anticorpo ou fragmento de anticorpo, sdo adicionadas a um plasmideo que, por
sua vez, € inserido através de técnicas de engenharia genética, para as células
dos microrganismos que, desta forma, produzirio o anticorpo desejado, ou para
células de agrobactérias que posteriormente transferem o gene produtor do
anticorpo para as plantas produtoras (HIATT et al., 1989; STRACHAN et al.,
1998; SENA e GOLDMAN, 2001). Estes microrganismos ou plantas trangénicas
sdo facilmente cuitivados e representam uma alterpativa promissora para a

producao dos anticorpos monoclonais, principalmente em grande escala.

2.2 PURIFICACAO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS

Uma variedade de técnicas tem sido utilizada na purificacdo de
bioprodutos e a escolha correta do método depende da necessidade de pureza do
produto final. Compostos destinados a aplicacoes terapéuficas e diagnosticas,
requerem alto grau de pureza e necessitam de técnicas de purificacdo mmais
seletivas. Outro fator importante a ser levado em conta é o custo de cada
processo. Segundo LABROU e CLONIS (1994), o fator chave para o
desenvolvimento da biotecnologia sao os processos de recuperacao e purificaciao

que, freqientemente, chegam a né&o menos que 50% do custo total de producao.

No caso dos anticorpes monoclonais, cuja aplicago requer pureza
elevada, os processos de recuperacéo e purificacao sao fator fundamental na sua

utilizacao. Os anticorpos monoclonais sido necessariamente recuperados a partir
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de meios complexos (fluido ascitico ou sobrenadante de cultura celular),
constituidos de véarias proteinas e células. Assim, apos a remogdo das células
através de centrifugacio e filtragao, normalmente pode-se dividir o processo de
purificacdo em duas etapas: etapas preliminares ou de pré-purificacao e a etapa
de purificacao propriamente dita.

Na etapa de pré-purificacéo utilizam-se técnicas nao muito seletivas, visto
que esta etapa tem como objetivo eliminar particulas e sais ou concentrar a
solugao protéica. Precipitacao, ultrafiltracac e microfiltragao, tém sido utilizados
na etapa de pré-purificacdo de anticorpos monaclonais. Na etapa de purificagio,
tradicionalmente utilizam-se cromatografias de adsor¢io seletiva para remover as

impurezas existentes.

2.2.1 Pré-Purificacéo

A pré-purificacio de anticorpos monoclonais € uma etapa que visa
eliminar particulas e sais ou concentrar o material para as etapas de
cromatografia seletiva. Nesta etapa podem ser eliminados compostos lipidicos,

carboidratos, corantes, e algurnas proteinas, que possarn estar presentes na

solucgdo protéica.

Centrifugacao e microfiliracao podem ser utilizadas quando ¢ interesse
for eliminar particulados das solugbes protéicas, ou utiliza-se a ultrafiltracéo,
quando se pretende eliminar sais e outras pequenas moléculas de uma solugéo
com proteinas de alta rassa molecular. A ultrafiltracao é tammbém eficiente na

concentracao das proteinas.

Para o tratamento de grandes quantidades de solugio protéica ou ainda
quando se pretende concentra-la, normalmente utiliza-se a técnica de
precipitacdo, na qual os precipitados protéicos séo formados por agregados de
moléculas de proteinas, através da inducdo por ajuste de pH (precipitacdo
isoelétrica), de forca idnica (precipitagdo por inducdo salina} ou por adicao de

solventes orgénicos, polimeros ou metais, dentre outros meétodos.

Anticorpos monoclonais sdo normalmente precipitados pela adicao de
uma solucéo saturada de sulfato de amoénio ou entio por adigio direta do sal no
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sobrenadante de cultura celular ou no fluido ascitico centrifugados e filtrados.
EL-KAK e VIJAYALAKSHMI (1991) utilizaram precipitacido com sulfato de amonio
a 50% de saturagdo na pré-purificacio de anticorpos monoclonais 1gGa, obtidos a
partir de sobrenadante de cultura celular. Da mesma forma, para pré-purificar
anticorpos monoclonais do tipo IgGs a partir de fluido ascitico, ALEANZI et al.,
{1998}, utilizaram sulfato de amoénio a 33% de saturacdo. Em ambos os casos, o
objetivo era preparar o material para cromatografias seguintes, para que o
excesso de impurezas nao prejudicasse o processo, além da reducio do volume a

ser tratado nas cromatografias.

Os antficorpos monoclonais, uma vez pré-purificados, podem ser
submetidos as cromatografias de adsorcao seletiva como: cromatografia de troca
ibnica, de afinidade ou de pseudobioafinidade.

2.2.2 Purificacido através de técnicas de adsorcédo seletiva

As técnicas de adsorcao seletiva exploram caracteristicas de carga (troca-
ibniica), hidrofobicidade (interagio hidrofébica) ou de especificidade de interacéo
(bicafinidade e pseudobicafinidade) (ANSPACH et al., 1996). Nesta categoria, os
grupos ti6éis da cisteina sfo explorados na cromatografia covalente, as regides
hidrofobicas da proteina sfo exploradas na cromatografia de interagao
hidrofobica, os grupos carregados na cromatografia de troca iénica, os sitios de
ligacdo na cromatografia de bioafinidade e os grupos quelantes de metais, como
histidina, cisteina e triptofano, s&o explorados na cromatografia de afinidade por

ions metalicos, entre outros.

A cromatografia de troca de ibnica foi uma das primeiras técnicas a ser
utilizada na purificacdo anticorpos monoclonais, normalmente precedida de
precipitagio. No entanto muitas vezes esta técnica pode néo apresentar a
seletividade necessaria para produtos destinados a fins terapéuticos ou
diagnéstico, embora possa alcancgar altos indices de recuperacio. LUTKEMEYER
e colaboradores (1993), utilizaram membranas de troca idnica na purificagdo de
anticorpos monoclonais a partir de sobrenadante de cultura celular, obtendo 96%
de recuperagio, embora, de acordo com a eletroforese apresentada, nfo

conseguiram ecliminar tragos de albumina e transferina que foram eluidos
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juntamnente com a IgG. CLAUSEN e colaboradores (1999} desenvolveram um novo
suporte para cromatografias de troca idnica a partir de zircénia modificada e
conseguiram recuperar de 92 a 98% e purificar anticorpos monoclonais de
sobrenadante de cultura celular com pureza maior que 95% em um tinico passo

cromatografico.

Por serem compostos por inumeros aminoacidos, dentre os quais alguns
com caracteristicas hidrofobicas, os anticorpos monoclonais podem ser
purificados por cromatografias que utilizam este principio. MANZKE e
colaboradores (1997) utilizaram colunas contendo Phenil-Superose para separar
anticorpos monoclonais bi-especificos dos seus respectivos monoespecificos a
partir de sobrenadante de cultura celular. Anticorpos monoclonais bi-especificos
sio anticorpos monoclonais produzidos por hibridos-hibridomas e incorporam
dois diferentes paratopos, ou seja, sao especificos para dois tipos de antigeno. No
processo de purificacdo destes anticorpos, as maiores impurezas sio o0s
anticorpos monoclonais monoespecificos, que séo produzidos concomitantemente

pelos hibridomas, os quais devem ser eliminados na etapa de purificagéo.

A cromatografia em hidroxiapatita também pode ser utilizada na
purificagdo de imunogiobulinas (TARDITI et al., 1992; MULLICK e FLICKINGER,
1998). A hidroxiapatita possui dois sitios de adsorcao: o sitic C, carregado
positivamente com ions Ca?* e o sitio P, carregado negativamente com ions POs2-.
Assim, a proteina pode ser adsorvida na superficie da hidroxiapatita através da
interacéo entre seus grupos carboxil ou grupo fostato, com o sitic C do mineral

ou numa segunda opc¢ao, pode ser adsorvida no sitio P utilizando-se o grupo
amino da proteina.

A cromatografia de afinidade também & utilizada na purificagdo de
anticorpos monoclonais € se apresenta como um método altamente seletivo. A
purificacdo de anticorpos por cromatografias de afinidade segue basicamente
duas estratégias, a primeira explora a capacidade de reconhecimento e ligacéo
com antigenos, que sio caracteristicas relativas 4 regidao Fab do anticorpo, a
segunda explora as partes constantes e a regido Fc do anticorpo, que apresentam
capacidade de interacdo com varias proteinas, aminoacidos e outras moléculas

especificas, que sdo imobilizados na matriz cromatografica para a interacdo com a
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proteina (HUSE et al.,, 2002). A Figura 2.3 apresenta estes ligantes de afinidade
segundo classificacao feita por VIJAYALAKSHMI (1989}, em dois grupos: ligantes

Cromatografia de Afinidade
Ligantes Ligantes
bicespecificos pseudobioespecifico
[ I
Especificidade Especificidade Moléculas Moléculas
restrita arnpla biologicas nio-biologicas
I
1 i
Substratos, Lectinas - Corantes
Peptideos
enzimas fons
Antigenos, Cofatores e seus L metalicos
] Aminoacidos
anticorpos fragmentos Bracos
Ativadores, hidrofobicos
inibidores , Ligantes
tiofilicos
Receptores,
horménios

bioespecificos e ligantes pseudobioespecificos.

Figura 2.3: Esguema da classificacio dos ligantes utilizados em cromatografias de
afinidade {Adaptado de VIJAYALAKSHMI, 1989).

Os ligantes bioespecificos sio aqueles que interagem com a proteina
através dos seus sitios de ligacio, da mesma forma como ocorre na natureza,
como por exemplo: interacido antigeno-anticorpo, receptor-hormoénio, etc. Este
tipo de interagio € muito forte e especifica, o que garante alta seletividade e,

consequentemente, elevado grau de pureza.

Cromatografias de imunoafinidade, que utilizam antigenos ou anticorpos
imobilizados na matriz, sdo muito especificas e apresentam otimos valores de
recuperacao e purificacdo, mas a sua grande limitacdo € a necessidade de se

obter ligantes purificados em quantidades relativamente altas, para serem
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acoplados & matriz. Este tipo de cromatografia também necessita de condigées
drasticas de eluigcio, umna vez que as interagées entre a proteina e o ligante, séo
muito fortes, com constante de dissociacdo (Kg} entre 109 e 1025 M. Estas
condicoes de eluicBo, muitas vezes comprometem a atividade dos ligantes
imobilizados, diminuindo o tempo de vida 1til da coluna, também podendo afetar
a atividade dos anticorpos purificados.

Como alternativa & cromatografia de imunoafinidade, tem-se utilizado a
cromatografia de afinidade com proteinas A, G, ou L imobilizadas para a
purificacao de anticorpos de varias fontes (LEIBL et al., 1993; LUTKEMEYER et
al., 1999; FAHRNER e BLANK, 1999}). A proteina A tem sido utilizada como
ligante bioespecifico devido a sua alta afinidade e seletividade pela parte Fc das
imunoglobulinas, possibilitando uma purificagio com elevado grau de pureza.
Devido a sua alta especificidade, a proteina A tem sido utilizada na purificacio de
proteinas com fins terapéuticos e testes clinicos. FAHRNER et al. (1999) e
THOMMES et al. (1996) purificaram anticorpos monoclonais a partir de
sobrenadante de cultura celular, utilizando cromatografias de afinidade com
proteina A imobilizada em coluna de leito expandido, obtendo valores de
recuperacao superiores a 90 % e graus de pureza elevados, de acordo com as
eletroforeses SDS-PAGE apresentadas. Gel de Sepharose com proteina A
imobilizada também foi utilizada em um sistema de leito moével simulado (LMS)
para purificar anticorpos monoclonais a partir de cultura de hibridomas, com o
qual conseguiram-se elimimar mais de 99% das impurezas (GOTTSCHLICH e
KASCHER, 1997}. A proteina G também é utilizada como ligante por apresentar
afinidade por varias subclasses de IgG, ligando-se também & parte Fc da
imunoglobulina. AYBAY e IMIR (2000) utilizaram proteina G imobilizada para
purificar anticorpos monoclonais murinos do tipo IgG; a partir de sobrenadante
de cultura celular, uma vez que a Ig(G; murina se liga mais fortemente a proteina
G do que a proteina A, obtendo pureza maior que 95%. A proteina L tem
afinidade pelas cadeias leves do tipo kappa das imunoglobulinas e também tem
sido empregada como ligante na purificacao de IgG {(NILSON et al., 1993). Embora
seja muito utilizada, a cromatografia de afinidade com proteinas A, G ou L
imobilizadas apresenta problemas de perda da capacidade da coluna por

desprendimento do ligante apos ciclos repetidos de utilizacdo do processo
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cromatografico (BLANK et al, 2001). Este desprendimento da proteina
imobilizada leva a contaminacgio das proteinas purificadas e representa um
problema quando as imunoglobulinas tém aplicagdo terapéutica, pois estes
ligantes servem comao potenciais causadores de alergias. Outro problema inerente
& utilizagdo de proteinas como ligantes de afinidade € o alto custo de processo,
devido a alta pureza requerida dos ligantes e a perda da capacidade das matrizes

ocasionadas pela desnaturacéo e desprendimento das proteinas.

Para contornar estes problemas relativos a utilizacido dos ligantes
bicespecificos, outras alternativas tém sido utilizadas. Ligantes que nao possuem
interacao biolégica, porém sejam capazes de se ligar por meio de interagdes do
tipo hidrofobicas, eletrostaticas ou de ligacbes de coordenacio as proteinas, séo
utilizados em cromatografias de pseudobioafinidade, sendo chamados de ligantes
pseudobicespecificos. Estes ligantes sfo compostos de origem bioldgica ou ndo e
interagem com a proteina através de uma afinidade estrutural, sendo capazes de
adsorvé-la na matriz cromatografica. Estas interagdes s&o mais fracas do que as
ocorridas nas cromatografias de afinidade (Kq de 10-3 a 106 M], porém se bem
escolhidos, os ligantes de pseudobioafinidade podem proporcionar uma
seletividade tao alta quante aquela obtida com os bioespecificos.

A cromatografia tiofilica, introduzida por PORATH e colaboradores em
1985, é uma técnica similar & cromatografia hidrofobica, que utiliza ligantes que
contém o grupo —SH imobilizados em suportes ativados com divinilsulfona ou
epicloridrina. A afinidade entre os ligantes tiofilios e imunoglobulinas é baseada
na interacdo entre regides tiofilicas das proteinas com o grupo sulfona ou tioéter
dos adsorventes, sendo que o anticorpo é adsorvido e dessorvido sob condicbes de
alta e baixa concentracido de sal, respectivamente. O mecanismo de interacao
proposto por HUTCHENS et al. (1988) sugere que a adsorgao das proteinas na
matriz tiofilica ocorra por uma acio combinada de doacao e recepgac de elétrons
do ligante. Esta interacao € promovida pela presenca da alta concentracao de sal
no ambiente cromatografico. A adsorcdo de anticorpos monoclonais em matrizes
tiofilicas foi estudada por SERRES et al. (1995) ¢ FINGER et al. (1996) que
concluiram que anticorpos monoclonais das subclasses IgG;, IgGa e IgGs séo
preferencialmente adsorvidos quando comparados com o anticorpo monoclonat

da subclasse IgGs, a partir de fluido ascitico e sobrenadante de cultura celular,
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respetivamente. KREUTZ e colaboradores (1998} utilizaram esta técnica,
precedida de precipitagdo com sulfato de aménio, na separagio de anticorpos
monoclonais bi-especificos(IgGi-IgGa.). Utilizando a cromatografia tiofilica os
autores conseguiram separar os dois tipos de anticorpos, eluindo primeiramente

os anticorpos monoespecificos e depois os bi-especificos.

A cromatografia de pseudobiocafinidade com peptideos e aminoacidos
imobilizados também € uma alternativa utilizada na purificagdo de anticorpos
monoclonais. Histidina e histamina foram utilizadas como ligantes por EL-KAK e
VIJAYALAKSHMI {1991), que obtiveram recuperacéo na ordem de 90% e fator de
purificacéo igual a 56, do total de anticorpos injetados na coluna.

Ions metalicos também sao utilizados como ligantes na cromatografia de
afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC - “Immobilized Metal lon Affinity
Chromatography”} que é baseada na interac@o entre proteinas e ions metalicos,
os gquais tém a capacidade de ligar-se a elas através de ligacdes de coordenacio,
em uma interagao reversivel. Esta caracteristica levou a utilizacio de IMAC na
purificacido de varias proteinas, inclusive anticorpos de diversas fontes (PORATH
e OLIN, 1983; BODEN et al.,, 1995; HARI et al., 2000; VANCAN et al., 2002).

HALE e BEIDLER (1994} purificaramn anticorpos monoclonais murinos
1gG1, a partir de sobrenadante de cultura celular e fluido ascitico, injetando-os
sem pré-tratamento em uma coluna contendo gel com o ion Ni2* imobilizado,
conseguindo uma recuperacédo de 92%. Neste mesmo trabatho, um estudo com as
fracoes Fc e Fab da IgG determinou que a regido C-terminal é a responsavel pela

interacao da IgG com o metal imobilizado.

Niquel e zinco imobilizados em gel de Sepharose foram utilizados por
ALEANZ! e colaboradores (1998) na purificagdo de anticorpos monoclonais
murinos do isotipo IgGs: obtidos a partir de fluido ascitico. Os resultados obtidos
foram de 70 e 90% de recuperacio e 90 e 80% de pureza quando utilizaram Zn2*
e Ni2* imobilizados, respectivamente.

TISHCHENKO e colaboradores (2002) estudaram a purificagio de
anticorpos monoclonais da subclasse IgG, a partir de fluido ascitico de
camundongo, através de cromatografia de afinidade por ions Ni?* imobilizados em

matriz poresa € nao porosa e concluiram que a porosa fol mais eficiente na
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purificacdo obtendo recuperagéo de 92% dos anticorpos alimentados com 73% de
pureza.

Os resultados obtidos nos experimentos de purificacdo de anticorpos
monoclonais utilizando IMAC revelam um grande potencial de utilizacao desta
técnica, o que leva a crer que estudos devem ser realizados a fim de explorar

outros tipos de matrizes, metais e sistemas tamponantes, que também possam

ser empregados para outros tipos de anticorpos.

2.3 CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE POR IONS METALICOS
IMOBILIZADOS (IMAC)

A técnica de cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados,
introduzida por PORATH em 1975, € baseada na capacidade que as proteinas tém
de serem reversivelmente ligadas & ijons metalicos, através de ligacbes de
coordenacio, onde a proteina atua como uma base de Lewis, doando elétrons
para o ion metalico (WONG et al.,, 1991). O metal que interage com a proteina
encontra-se imobilizado por meio de um agente quelante, que por sua vez esta
ligado, via um espacador (epicloridrina ou bisoxXirano, por exemplo),
covalentemente a matriz. As interagbes entre o ion metalico imobilizado e a
proteina sdo extremamente complexas e combinam efeitos eletrostaticos,
hidrofébicos e de coordenaco. Geralmente todos os trés tipos de interacao devem
ser considerados, no entanto, nem sempre é possivel determinar suas relativas
contribuicdes (SHARMA e AGARWAL, 2001). Estudos realizados com proteinas
modelo (SULKOWSKI, 1985; BELEW et al.,, 1987) e aminoacidos (HEMDAN e
PORATH, 1985}, comprovaram a importancia dos residuos de histidina, cisteina e
triptofano entre os aminoacidos presentes nas proteinas para ligacbes de

coordenacio com os ions metalicos imobilizados.

A cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados demonstrou
ser eficiente na purificacdo de varias proteinas (WONG et al., 1991} e mais

recentemente, com o advento da engenharia genética, proteinas que na sua forma
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original ndo possuiam histidinas disponiveis para ligacfdo, recebem através de
técnicas de recombinacio genética, uma cauda de histidina que possibilita sua
purificacao por IMAC.

Ha muitas vantagens na utilizacio de IMAC como técnica de purificacéo,
gracas a sua versatilidade em relacdo aos adsorventes de afinidade. Diferentes
metais podem ser imobilizados na mesma matriz € podem ser faciimente
removidos através da adicao de fortes agentes competidores (ex: EDTA) sem que
haja perda da capacidade da matriz. Métodos de separacao especificos podem ser
empregados para cada tipo de proteina, apenas com a escolha adequada do metal

e das condicbes de eluicdo (WONG et al., 1991].

Além do seu uso em purificacdo, IMAC também pode ser utilizado no
estudo da estrutura das proteinas. O conhecimento das interagbes metal-proteina
pode ser uma boa ferramenta no estudo da interacio entre a proteina e outras

moléculas, come por exemplo, a relacdo entre enzima-inibidor (WONG et al.,
1991}.

Em IMAC, o processo de purificagdo depende de varios fatores, como a
escolha da matriz, do agente quelante, do ion metalico e das condigdes de
adsorcédo e dessorcéo para que a interacio entre a proteina e o metal seja

favorecida e resulte em alta recuperacéo e seletividade.

2.3.1 Matriz cromatografica

As matrizes utilizadas em IMAC devem possuir basicamente as mesmas
caracteristicas requeridas aos outros suportes utilizados em cromatografias de
afinidade, ou seja, serem facilmente derivatizadas; apresentarem caracteristicas
hidrofilicas para diminuir as interagbes nao especificas, possuir boa estabilidade
fisica, mecanica e quimica, possuir grande area superficial com alta porosidade,
para permitir o facil acesso e alta densidade de ligantes e permitir taxas de vazao

adequadas.

Diferentes materiais sao utilizados como suporte em IMAC, tais como:
materiais inorgamicos (ex: silica, vidro poroso e ceramica) e polimeros organicos

naturais (ex: agarose, dextrana e celulose) ou sintéticos (ex: poliacrilamida,
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derivados de acido acrilico e metacrilico). Os polimeros orgénicos s&0 amplamente
utilizados, destacando-se a agarose, que € hidrofilica, fisica e quimicamente
estavel e relativamente inerte, porém nio possui alta resisténcia mecanica. Os
suportes a base de polimeros sintéticos e silicas apresentam vantagens sobre as
matrizes de agarose devido a sua maijor estabilidade mecénica, maior rigidez e
menores variagdes de volume durante o processo. Nas matrizes a base de silica
no entanto, pode haver a formacfo de silanéis tanto em altos quanto em baixos
valores de pH (WONG et al, 1991).

Na cromatografia de afinidade estes suportes apresentam-se na forma de
géis ou particulas, com o0s quais sio preenchidas as colunas, ou na forma de
membranas porosas, sendo gue, neste dltimo caso, a cromatografia adquire
caracteristicas de filtracdo. Os géis convencionais, embora sejam amplamente
utilizados, podem apresentar problemas de compressao, quando submetidos a
altas vazoes levando a formacao de caminhos preferenciais. Estes problemas de
compressibilidade podem ser eliminados utilizando-se suportes na forma de
membranas porosas, que permitem um aumento da vazao do processo, sem

comprometer a conformacdo espacial da matriz e sua capacidade de adsor¢éo

seletiva,

2.3.2 Ativacdo da matriz e imobilizacio do agente guelante

Os ions metalicos sdo imobilizados através de um agente quelante
covalentemente ligado a matriz. A imobilizacdo é normalmente dividida em duas
fases: ativacdo do suporte e imobilizacdo do agente quelante. A ativagio da matriz
é feita pela acdo de reagentes em soluc@io aquosa ou organica que interagem com
grupos da matriz (normaimente hidroxila} tornando-a ativa para uma reagio com
o agente quelante, passo seguinte da preparagido do adsorvente. Epicloridrina e
bisoxirano, tém sido muito utilizados na ativagio de membranas com grupos OH-
disponiveis. A Figura 2.4 mostra um esquema da ativacGo da matriz e
imobilizacio do metal, através do agente quelante.
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Figura 2.4: Esquema de ativacao da ativacio da maitriz e imobilizacio do agente quelante:
(%) ativador; (~) agente quelante; (s) ion metalico (Adaptado de SCOPES, 1994).

Muitos compostos sdo empregados como agentes quelantes em IMAC,
mas os mais utiizados sio o acido iminodiacético (IDA) que é tridentado, isto é,
forma complexo com ¢ metal ocupando trés sitios de coordenacdo, como
esquematizado na Figura 2.5 e tris-carboximetil-etilenodiamina (TED), que €

pentadentado, ocupando cinco sitios de coordenacéo do ion metalico.

Figura 2.5: Representacio esquematica da interagdo proteina-IDA-Cu2t em IMAC, através
de coordenacdo do anel imidazol do grupo histidina com ¢ ion metalico. X: sitio de

coordenacio do metal, susceptivel de ligacio com a proteina. {[Adaptado de
VIJAYALAKSHMI, 1989}

Por conta de sua estrutura, o IDA permite uma maior interacdo do metal
com a proteina (trés sitios disponiveis) enquanto o TED quelata fortemente o
metal, mas deixa livre apenas um sitio de interacio. A escolha do melhor agente

quelante depende das caracteristicas impostas pela proteina a ser purificada e

pelo metal a ser utilizado.



22

2.3.3 ion metilico

Um fator fundamental na técnica de IMAC € a escolha do ion metalico a
ser imobilizado. De um modo geral, qualquer metal capaz de interagir com as
proteinas pode ser utilizado em IMAC, porém, Fe¥, Co?*, Ni%*, Cu?, Zn2+, Al e
Ca?+, sao os ions metalicos mais comumente empregados. Os ions metalicos Cu?-,
Ni2+, Co2* e Zn?* sao utilizados na purificagio de proteinas que possuam residuos
de histidina, triptofano e cisteina, onde os metais interagem com os grupamentos
imidazol, indol e tol, respectivamente, de cada aminoacido. Fe?r ¢ Al¥* sao
normaimente utilizados para separar fosfoproteinas e o ion Ca?*, para proteinas

ricas em grupamentos carboxilicos.

Em 1989, SULKOWSKI, utilizando tampéao fosfato 20 mM a pH 7,0 ¢ 1,0M
NaCl, mencionou a importancia dos residuos de histidina acessiveis presentes em
proteinas e peptideos na separacio por IMAC e determinou regras de interacéo
entre estes residuos com adsorventes contendo IDA-Cu?+, IDA-NiZ+, IDA-Co?-,

IDA-Zn?", que sao as seguintes:

1. a presenca de pelo menos um residuo histidina disponivel para a

coordenacéio € suficiente para a retengdo da mesma em um gel de IDA-Cu2+;

II. a presenca de dois residuos histidina disponiveis para a coordenagio

resulta em urna mais forte retencéo da proteina em um gel de IDA-Cu?+;

III. a presenca de dois residuos histidina disponiveis para a coordenacdo é

requerida para a retencao em um gel de IDA-Ni2+;

IV. a presenca de dois residuos histidina espacialmente localizadas em uma a-
hélice e separadas por dois ou trés aminoacidos é requerida para a retencéao
em geéis de IDA-Zn?* e de IDA-Co?-.

V. a retencdo de uma proteina que possui dois residuos histidina vicinais
{efeito quelato} sera mais forte, em todos os géis IDA-Me?*, que a retencéo
de uma proteina que possui dois residuos histidina bem espacados na
estrutura tridimensional.

Com o resultado da regra, pode-se determinar uma ordem crescente de forca

de retencao de proteinas contendo histidinas acessiveis, em géis IDA-Me?*, da

seguinte forma: Cu?+ > Ni2* > Zn?2+ > Co?*
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2.3.4 Mecanismos de adsorciao e dessorcgio

Em IMAC a adsorcao de proteinas ocorre através de uma ligacdo de
coordenacéo, onde a proteina doa pares de elétrons aoc metal que estd
imobilizado. Sendo assim, esta adsorcéo é favorecida quando os grupos doadores
de elétrons da proteina de interesse, que sejam ionizaveis, estejam parcialmente
desprotonados, ou seja, valores de pH acima do pK. dos grupamentos imidazol,
da histidina e tiol, da cisteina. O grupamento indol do triptofano nao é ionizavel
e parece nao se envolver diretamente com o metal imobilizado, provavelmente
resultando em uma ligacio fraca (VIJAYALAKSHMI, 1989). Além dos residuos de
aminoacidos, as extremidades N-terminal das proteinas também participam
diretamente na interagdo com o metal imobilizado. De um modo geral, a adsorgéo
das proteinas € favorecida em pH alcalino, porém para proteinas possuidoras de

histidinas ¢ cisteinas, por exemplo, a seletividade para adsorcio é favorecida a

uma faixa de pH de 6,0 a 8,0.

Além de pH, a forga idnica também € uma variavel que pode influenciar
na adsorcao. O quelato metalico imobilizado se encontra altamente solvatado por
moléculas de agua, possuindo assim elevado ntmero de grupos hidroxila na
vizinhanca formando uma rede de cargas negativas. Estas cargas sugerem a
participacdo de mteracbes eletrostaticas ou inducéo de cargas envolvendo
residuos de aminoacidos positivamente carregados, na associagio da proteina
com o quelato. Para diminuir as interagdes ndo especificas do tipo eletrostaticas
utiliza-se sal, adicionado aos tampdes, em concentracdes que podem variar de 0,1
a 1,0 M (VIJAYALAKSHMI, 1989).

A dessorcac das proteinas que ficaram adsorvidas na matriz
cromatografica pode ser conduzida utilizando-se quatro métodos: 1) protonacgéio
das proteinas, por abaixamento de pH; 2) adicdo de agente competidor, que
também possua capacidade de interagir com o metal; 3) deslocamento do
complexo metal-proteina utilizando outro agente quelante mais forte (EDTA) € 4)

eluicao isocratica, que consiste na eluiczo das proteinas a condigbes constantes.

(Os métodos mais comumente empregados sao a protonacao das proteinas
por abaixamento de pH e a adicdo de um agente competidor na fase movel da

cromatografia. No primeiro caso, alguns cuidados devem ser tomados durante a
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eluicao: 1) controle das condicbes acidas de eluicdo, a fim de evitar a
desestabilidade da biomolécula, acarretando perda irreversivel da atividade; 2)
cuidados com a possivel precipitacéo isoelétrica das proteinas dentro da coluna,
também ocasionada pelas condicées de baixo pH e; 3) controle do
desprendimento do metal da coluna, causado pelo enfraquecimento da interagéo
entre o gente quelante e o metal imobilizado, que pode ser afetado pelo
abaixamento do pH do meio. No segundo método, a eluicio das proteinas € feita a
pH neutro, através de agentes competidores, tais comeo, histidina e imidazol, que
competem com a proteina pela ligacdo com o metal. Este método de eluicdo €
conveniente, pois evita a utilizacdo de condicoes de baixo pH na recuperacao das
proteinas adsorvidas na matriz, porém torna-se necessaria a introduco de mais
uma etapa de processo a fim de eliminar o imidazol do meio contendo a proteina
purificada.

O deslocamento do complexo metal-proteina utilizando um agente
quelante mais forte, como por exemplo o EDTA, é normalmente utilizado para a
regeneracéo da coluna apods o término da etapa de eluicdo feita através de outro
método. Porém, as vezes, a interacio entre o metal e a proteina de interesse € téo

forte, que o unico meio de retira-la da coluna & proporcionar o deslocamento do
metal.

A eluicéo isocratica € mais utilizada quando a interacéo metal proteina é
fraca e para pequenas proteinas e peptideos. Neste método a elui¢ao é realizada

em condigdes constantes, como na etapa de lavagem.

Nas cromatografias de afinidade independentemente do ligante utilizado,
o fator decisive para que ocorra a adsorgéo das biomoléculas, é que elas tenham
acesso aos sitios de interacdo com a matriz, que se encontram no interior dos
seus poros. Este acesso pode ser facilitade ou dificultade de a acordo com o tipo
de matriz utilizada. Dentre as matrizes disponiveis comercialmente, as
membranas s&o as que mais favorecem o transporte de massa até o interior dos

poros, portanto, favorecem o processo de adsorgio das proteinas nos ligantes
imobilizados.
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2.4 CROMATOGRAFIA EM MEMERANAS DE AFINIDADE

A cromatografia de adsor¢do em membranas adsortivas foi introduzida
como um método de purificagdo de bioprodutos em meados dos anos 80 e desde
entido as membranas vém sendo derivatizadas com ligantes biologicos e néo
biclogicos, incrementando-se assim, a utilizacdo destes suportes como matrizes
em cromatografias de afinidade.

Segundo THOMMES e KULA (1995) a cromatografia em membranas de
afinidade pode ser diferenciada da cromatografia em gel convencional, pois
quando o fluido passa através dos poros da membrana, o transporte das
moléculas da solucéo até o interior dos poros é regido pela conveccéo e nio pela
difusdo, ao contrario do que ocorre nos géis. Este transporte convectivo facilita o
acesso da biomolécula ao sitio de fixacdo do ligante, conforme esta ilustrado na

Figura 2.6.

<
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-) Convecgio na fase mével
= Difusdo no filme superfial da particula
—»  Difusdo no interior dos poros

Figura 2.6: Representacio esquemdtica do transporte de moléculas através dos poros de
géis e membranas de afinidade. (a} Transferéncia de massa até o interior dos poros do gel
regido principalmente pela difusdo; (b) Transferéncia de massa, dentro dos poros da
membrana, regida pela convecgiio, sendo que a difusio ne filme superficial da particula é
despreivel (Adaptada de GHOSH, 2002).

O principic da separacio consiste na adsorcido da biomolécula de

interesse no ligante, sendo que este Gltimo é imobilizado no interior dos poros da
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membrana. Assim, a solucio contendo a biomolécula a separar é forcada a
passar através da membrana. As moléculas grandes e particulas, que nao
atravessam o0s poros, s&o eliminadas na linha do retido, enquanto que as
moléculas pequenas, inclusive a de interesse, atravessam os poros onde o ligante
esta imobilizado. A adsorcdo da biomolécula representa a primeira etapa da
separacéo, na qual todas as moléculas ndo adsorvidas sao eliminadas nas linhas
do filtrado e do retido. A eluicio representa a segunda etapa, onde a biomolécula
é dessorvida do suporte solido, podendo ser recuperada, se ela for o produto de

interesse, ou descartada, se ela for uma impureza.

A cromatografia em membranas de afinidade tem sido vista como uma
técnica com grande potencial de utilizacdo nos processos de purificacdo de
bioprodutos, pois em uma Unica etapa, pode-se eliminar impurezas particuladas,
através da filtracéio e recuperar as proteinas de interesse que ficam adsorvidas
nos ligantes de afinidade, podendo-se ainda, utilizar grandes volumes de
alimentacao, trabalhando-se a baixas pressoes e sem a possibilidade de formacéo
de carninhos preferenciais (LABROU e CLONIS, 1994; HAUPT e BUENO, 2000;
ZOU et al., 2001; GHOSH, 2002).

As membranas disponiveis comercialmente, utilizaveis em sistemas de
afinidade, séo produzidas a partir de polimeros de hidrocarbonetos {polietileno e
polipropileno), copolimeros aromaticos {policarbonatos, polisulfonas e
poliétersulfona), poliamidas alifaticas (nylon) e polimeros como alcool poli vinilico
e éster de celulose. Cada uma destas matérias primas necessita de uma
preparacao diferente para a imobilizacdo do ligante. De um modo geral a
preparacao das membranas envolve quatro etapas (1) fabricacdo da membrana,
(2) recobrimento da membrana com material hidrofilico, no caso de membranas
hidrofobicas; (3) ativagio da membrana, através dos grupos reativos disponiveis e
(4) acoplamento do ligante de afinidade na membrana ativada (KLEIN, 2000).

Uma das maiores dificuldades quanto a escolha de uma membrana para
ser utilizada em cromatografias de afinidade € encontrar um material que sozinho
apresente caracteristicas de resisténcia quimica e fisica ¢ ao mesmo tempo de
compatibilidade e hidrofilicidade, requeridas para o processo. Assim, algumas

vezes recorre-se ao uso de membranas compostas de dois ou mais materiais.
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Neste caso, recobre-se uma membrana mecanica e quimnicamente estavel, porém
com caracteristicas hidrofobicas, com um material hidrofilico, obtendo-se assim,
a membrana final desejada, contendo a resisténcia e a compatibilidade

necessarias ao processo (CHARCOSSET, 1998; HAUPT ¢ BUENO, 2000; ZOU et
al., 2001).

A ativacdo das membranas e a imobilizacéo dos ligantes de afinidade sao
realizadas utilizando-se métodos similares aqueles empregados para os géis. O
procedimento quimico adequado para a ativagéo varia de acordo com o material
com o qual a membrana foi fabricada, levando-se em consideracio sua natureza e
estabilidade. A imobiliza¢do do ligante pode ser realizada diretamente na
membrana ou através de bracos espacadores, para permitir menor interferéncia

da matriz no momento da adsorcido da biomolécula.

As membranas de afinidade podem ser fabricadas em duas formas
geométricas diferentes: formas plana ou cilindrica, sendo que, cada uma destas
formas pode ser utilizada individualmente ou em moddulos de diferentes
configuractes disponiveis comercialmente ou produzidos em laboratorio (ROPER
e LIGHTFOOT, 1995; HAUPT e BUENQ, 2000; GHOSH, 2002). As membranas
planas podem ser utilizadas individualmente, na forma de discos ou placas ou
entfo, agrupadas em pilhas horizontais ou na forma de espirais, sendo instaladas
em unidades de ultrafiltragio convencionais, ou em cartuchos especialmente
preparados. As cilindricas podem ser utilizadas individualmente ou agrupadas
em moédulos de filtracéo e conforme seu diametro interno, podem ser chamadas
de membranas tubulares, capilares ou fibras ocas. Dentre as membranas
cilindricas, as mais citadas na literatura sdo as membranas de fibras ocas, com
didmetro interno que varia de 0,25 a 2,5 mm (GHOSH, 2002}, que séo utilizadas
agrupadas em moédulos de filtracdo comercialmente disponiveis ou fabricados em
laboratério. A sua forma tubular de diametro bastante reduzido, disponibiliza
uma grande area superficial por volume, que possibilita um maior acoplamento
de ligantes por volume de membrana (ROPER e LIGHTFOOT, 1995; THOMMES e
KULA, 1995; KLEIN et al., 1997).

A utilizacdo de membranas em cromatografias de afinidade deriva da
tecnologia de filtracdo e ultrafiltracdo utilizando membranas microporosas,
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assim, tpnuitos dos moédulos em diversas configuracoes disponiveis
comercialmente e utilizadas hoje sdo derivados dos modulos empregados também

nas técnicas de filtracao (ROPER e LIGHTFOOT, 1995).

2.4.1 Utilizacao das memhbranas em cromatografia de afinidade

Na ultima década os estudos de purificagdo de biomoléculas através de
cromatografia em membranas de afinidade se intensificaram e alguns ligantes de
afinidade, antes utilizados apenas nos géis, foram sendo incorporados nesta
tecnologia. Visando diversos fins, muitos estudos tém sido realizados referente a

utilizacdo das membranas de afinidade na recuperacao e purificagéo de IgG de
diversas fontes (Tabela 2.1).

Tabela 2.1: Exemplos de membranas de afinidade utilizadas na purificacdo e
recuperacio de imunoglobulinas de diversas fontes.

: : Imunoglobulina s
Tipo de Membrana Ligante Purificada. Referéncia

Membranas de fibra oca de . gsa BUENO et al. (19953,
alcool polivinilico (PEVA) ~ Distidina  IgGhumana ) mipNG of of (1996)

Membranas de fibra oca de
poliétersulfona e 6xido de

CHARCOSSET et al.

polietileno, recobertas com proteina A IgG humana (1995)
hidroxietilcelulose
Membranas planas p- 1gGaa € 1gGh
(Sartobind, Sartorius)  ToePi monoclonal FINGER et al. {1995
Membranas planas de IDA-Cuz* .
acetato de celulose A- 1gG bovina KUBOTA et al (1996)
Membf;ﬁorﬁms d®  pA-Cu*  IgG humana HARI et al. (2000)

Membranas planas
compostas de quitosana e proteina A IgG humana YANG e CHEN (2002)

cehilose
Membranas de fibra oca de p- COFFINIER et al.
alcool polivinilico (PEVA) ~ Tercapto-  IgG humana (2002)

etanol

A purificagcdo de anticorpos monoclonais utilizando cromatografias em
membranas de afinidade tém obtido bons resultados de purificagdo, sendo
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possivel recuperar e purificar os anticorpos que se encontram em concentragoes
muito baixas (0,20 pg a 0,2 mg por mililitro), a partir de meios muito complexos,

como os sobrenadantes de cultura celular e fluidos asciticos. (FINGER et al,
1995; GHOSH, 2001a, b).

Porém, de todas as contribuicdes que a cromatografia em membranas de
afinidade tem proporcionado aos processos de recuperacio e purificacgo de
proteinas, provavelmente, a de maior importéncia seja a possibilidade de

utilizacéo de altas vazdes, sem a dimninuicdo da capacidade de purificacao.

2.5 ISOTERMAS DE ADSORCAO

A cromatografia de afinidade apresenta caracteristicas especificas no seu
mecanismo de adsorcao, porém, embora este mecanismo envolva interacbes de
alta complexidade, a relacéo de equilibrio entre o soluto livre em solucdo e aquele
adsorvido na matriz pode ser freqlientemente descrita pelo modelo de Langmuir

(BUENO et al, 1995; CHARCOSSET et al, 1995; GHOSH, 2001a, b; 2002;
SHARMA e AGARWAL, 2001}

A transferéncia de massa do soluto em solucdo até o ligante imobilizado,
pode ser descrita pela equacio 2.1 (CHASE, 1984):

aq _ -
dt—le(qm q)—k,q (2.1)

onde C é a concentracio de soluto na solugic, g € a concentracdo de soluto
adsorvide a matriz, g, é a capacidade maxima de soluto adsorvido & matrize té o
tempo. As constantes k; e k representam as taxas de adsorcéo e dessorcio do
soluto na matriz contendo o ligante imobilizado. A partir da equagio 2.1,
admitindo-se que a adsorcao € reversivel e limitada a uma camada, que a
superficie interna do sélido € homogénea e apresenta um numero finito de sitios
ativos, € que as moléculas adsorvidas nao interagem entre si e ndo ha adsorgéo

competitiva, pode-se reduzi-la a isoterma de adsorc¢éo de Langmuir (eq. 2.2).
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* g,C*

Tk, 1Y

(2.2)

onde Ku é a constante de dissociag@o no estado de equilibrio (*).

A equacao 2.2 pode ser linearizada de diversas maneiras, conforme as
equactes 2.3, 2.4 e 2.5 apresentadas, sendo que a curva do gréafico de Scatchard
(g*/c* versus g% tem uma significativa importancia, uma vez que sua forma é

sensivel ‘a existéncia de desvios do modelo de Langmuir.

Duplos reciprocos: = —— = — 4% (2.3)

* *
Semi-reciproco: UK + & (2.4)
7* 4, 94n
® *
Scatchard: 94 -4 9 (2.5}
c* K, K,

Em alguns sistemas de adsorgdo de proteinas, nem todas as
consideracoes do modelo de Langmuir sio satisfeitas, devido a complexidade dos
mecanismos de adsorcdo das macromoléculas, sendo que, quando tracado o
grafico de Scatchard, observa-se que a forma de sua curva difere de uma reta.
Isso ocorre devido aos desvios de idealidade do modelo de Langmuir, que podem
ser causadas devido a: {a) adsorgdo irreversivel, provocada pela adsorcéo da
proteina em multiplos sitios de ligagéo, levando a uma forte interagdo com a
matriz, (b} heterogeneidade da superficie da matriz, e (¢} cooperatividade entre as
proteinas (HUTCHENS et al., 1988).

O perfil da cawrva q*/C* em funcio de g* pode indicar se ha
cooperatividade positiva, onde cada molécula adsorvida aumenta a probabilidade
de uma cutra molécula ser adsorvida no sitio vizinho (curva assintética ou curva
concava), ou cooperatividade negativa, onde cada molécula adsorvida diminui a
probabilidade de adsorgdo de uma outra (curva convexa), no processo de
adsorcéo da proteina ao ligante imobilizado. Quando a curva apresenta a forma

linear indica que as proteinas nac interagem entre si (SHARMA ¢ AGARWAL,
2001).
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Para os dados que nfo se ajustam ao modelo de Langmuir, pode-se
aplicar, entre outros modelos, o de Langmuir-Freundlich {(eq. 2.6}, para

representar os dados experimentais, que leva em conta a heterogeneidade das

interacdes entre a proteina e o adsorvente.

q,-(C*)’

g = —
K d{LF) + (C*)n

(2.6)
onde Kawr) € a constante de dissociagio aparente que inclui as contribuigbes de
cooperatividade, g= € a capacidade maxima de adsor¢cio e n € o coeficiente de
Langmuir-Freundlich. A inclus&c do terceiro parametro "n", a ser ajustado,
permite que esta equagao possa representar melhor a natureza heterogénea da
adsorgao e as interagbes cooperativas (YANG e CHEN, 2002), uma vez que o
coeficiente “n” é classicamente um indicativo do tipo de cooperatividade presente
no mecanismo de adsorcéo. No caso de n=1, ndo ha cooperatividade entre as
proteinas, ou os sitios sdo independentes. Para n>1, uma cooperatividade positiva
¢ sugerida € quando O<n<l, uma cooperatividade negativa & aftribuida ao
processo (SHARMA e AGARWAL, 2001).

2.6 CURVAS DE RUPTURA

Durante a operacac de colunas cromatograficas em modo frontal, a
amostra € alimentada continuamente e por um curte espaco de tempo néo ha
saida de proteinas da coluna. Isso ocorre até que a amostra percorra todo o seu
espaco interno. A partir deste ponto, as proteinas que naoc ficaram adsorvidas na
matriz, comecam a sair da coluna e a curva de concentragio de proteinas versus
tempo tende a subir rapidamente, até que a concentracio de saida da coluna C,
se aproxime do valor da concentragio da amostra injetada Co (C/Co igual a 1,0).
A curva torna-se assintética, o que indica que se estabeleceu o estado
estacionério dentro da coluna, e nao ha mais adsor¢éo das proteinas na matriz. A
Figura 2.7, mostra um desenho esquemdatico, caracteristico deste

comportamento, para alimentagdes em modo frontal nos procedimentos
cromatograficos.
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Em processos de purificacdo industrial de proteinas de alto custo é
importante minimizar a perda de produtos na linha de saida, durante a etapa de
alimentacao, porém € desejavel utilizar toda a capacidade de retencio da matriz
cromatografica. Assim, a alimentacao segue até que inicie a saida da molécula de
interesse da coluna. Segundo CHARCOSSET e colaboradores {1995), pode-se
considerar o valor de C/C, igual a 0,10 como um valor representativo no qual
interrompe-se a alimentacdo em aplicagbes industriais. O valor da massa de
proteina injetada até o ponto onde C/C, igual a 0,10 é€ chamada de capacidade
dinamica da matriz sob as condicoes de adsorcio estudadas.

Concentragéo de a

alimentagho [Co) ﬁ 5 g !

Concentracdo do

efluente {C]
Ea] lhi [‘:I (d)
10— e e
C/Co Capacidade de Qperagéo
da Coluna
€ Ponte de Ruptura
tempo de processamento —2 tempo

Figura 2.7: Esquema representativo de uma Curva de Ruptura em sistemas
cromatograficos. (a-d} fases da alimentacdo da coluna (Adaptada de MANSIR et al.,, 2001).

A fim de otimizar o processo de separacdo, e evitar perda de soluto no
efluente, é necessario estudar a dinamica da coluna, que é o resultado de uma
complexa mistura de equilibrios, fluxos nao ideais, dispersdo axial, volumes
mortos, transferéncia de massa € taxas de adsorcdc. Muitas das informacgoOes
necessarias para avaliar a performance da coluna estido contidas nas Curvas de
Ruptura, que podem ser utilizadas para determinar (1) quanto da capacidade da
coluna esta sendo utilizada, {2) quanto soluto € perdido no efluente e, (3) o tempo
de processo (MANSIR et al., 2001).
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Estas informacoes obtidas através das Curvas de Ruptura, séo
fundamentais para a transicdo dos processos de uma escala laboratorial para

meédia e grande escala, visando a sua aplicacdo industrial.



35
CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS
3.1.1 Reagentes

Albumina de soro bovino (BSA)}, acido morfolinoetanossulfonico (Mes),
acido morfolinopropanossulfonico (Mops), Coomassie brilliant blue G-250,
Coomassie brilliant blue R-250, acrilamida, imidazol e boroidreto de sédio foram
obtidos da Sigma, EUA. Acido etileno-dinitrilo-tetraacético sal dissédico (EDTA),
epicloridrina e sulfato de niquel foram obtidos da Merck, Alemanha. Azul de
bromofenol, TEMED (N, N, N’°, N’- tetra-metilenodiamina), persuifate de aménia,
bisacrilamida, SDS (dodecil sulfato de sddio), glicerol, B-mercaptoetanol,
dithiotrietol ¢ marcadores de alta e baixa massa molecular para eletroforese
foram adquiridos da Pharmacia, Suécia. Os demais reagentes utilizados foram
todos de grau analitico. Utilizou-se agua ultra pura Milli-Q {Millipore EUA) para a

preparacao de todas as solugoes.

3.1.2 Anticorpos Monoclonais

O sobrenadante de cultura celular contendo anticorpos monoclonais anti-
TNP, isotipo IgG1, produzidos in vitro empregando o hibridoma 1B2.1B6 (LEO et
al., 2000) e utilizando o meio de cultivo da Sigma (EUA) com formulagiao D7777
acrescido de 10% de soro fetal bovino, foi gentilmente fornecido pela Dra.
Elisabeth de Fatima Pires Augusto, do Laboratorio de Fermentacao Industrial do
Agrupamento de Biotecnologia do Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas de Sao
Paulo (IPT-SP). O sobrenadante de cultura celular foi cedido ja livre de células,
tendo sido centrifugado, filtrado em membranas de celulose de 0,22um de poro
{(Millipore, EUA), ahquotado em recipiente estéril e congelado. O material foi

estocado a-20°C.
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3.1.3 Membranas de dlcool polietilenovinilico (PEVA)

Nos experimentos cromatograficos foram utilizadas como suporte,
membranas microporosas comerciais na configuracio de fibras ocas de PEVA da
marca Kuraray Co (Japao), devido a possibilidade de ativacao destas membranas
através dos seus grupamentos hidroxila, conforme estrutura apresentada na

Figura 3.1, para a imobilizagio do agente gquelante. As suas caracteristicas sao
apresentadas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Caracteristicas da membrana de fibra oca de PEVA

Caracteristicas Fibras ocas de PEVA
diametro de poro 0,05 pum @
diametro interno 200 pm (1
didmetro externo 240 um (@
tamanho nominal de corte 600 kDa
area superficial 49,5 m?/g membrana seca @
razio massa Qmida / massa seca 3.4@

Fonte: (1) Kuraray Co (Japdo); (2) PETSCH (1998); (3) AQUINO (2000)

OH OH

n

Figura 3.1: Esquema da estrutura quimica da membrana de PEVA
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3.2 METODOS

3.2.1 Preparacgio do sobrenadante de cultura celular contendo anticorpos

monoclonais anti-TNP

O sobrenadante de cultura celular foi preparado de diferentes maneiras,

dependendo do experimento. Foram testados trés procedimentos de preparagio.

a} Sobrenadante de cultura celular nao precipitado sem pré-tratamento

Neste caso o sobrenadante de cultura celular apos centrifugado e filtrado,

conforme item 3.1.2, para remoc¢io das células, nio recebeu nenhum outro tipo
de pré-tratamento.

b) Sobrenadante de cultura celular niao precipitado tratado

O sobrenadante apds centrifugado e filtrado, conforme item 3.1.2, para
remocgio das celulas, teve o tampéo trocado para Tris-HC1 25 mM a pH 7,0.

¢} Sobrenadante de cultura celular precipitado e dialisado

Seguindo o procedimento utilizado por EL-KAK e VIJAYALAKSHMI (1991},
aliquotas de 100 a 200 ml de sobrenadante de cultura celular foram
descongeladas e precipitadas com solugdo de sulfato de aménio a 50% de
saturacao, tudo mantido a 4° C. A solugado saturada de sulfato de aménio foi
gotejada sobre o sobrepadante na proporcido de 1/1 entre as solucbes. Em
seguida, a solucdo permaneceu sob agitagdo branda por 1h a 4° C. O material foi
centrifugado a 10.000 g por 15 minutos ou 3.000 g por 30 minutos. O precipitado
foi dissolvido emn aproximadamente 10 mL de tampao Tris-HCl 25mM a pH 7,0 e
dialisado, em sacos de didlise com tamanho nominal de corte de 12-16 kDa de
celulose regenerada (Interlab, Brasil), por 30 horas, sob agitacao, contra 2 litros

do mesmo tampao, trocados 3 vezes. A solucio resultante foi entdo aliguotada,
congelada e estocada a ~20°C.
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3.2.2 Troca de Tampdio

Em alguns experimentos foi necessaria a troca de tampéo das solucgdes a
serem utilizadas, esta troca foi realizada através de filtracdo em colunas PD-10
Sephadex G 25 M (Amersham Biosciences, Suécia), conforme metodologia

sugerida pelo fabricante.

3.2.3 Ultrafiltracéo

Foram utilizados dois tipos de sistema de ultrafiltracdo. Para pequenas
quantidades de solugao utilizou-se ultrafiltracdo em centrifuga com Centricon 10
(Millipore, EUA) a uma rotaciic méaxima de 5500 rpm. Para grandes quantidades
de solucdo, utilizou-se uma célula de ultrafltracio Amicon Modelo 8050
(Millipore, EUA), com membranas de ultrafiltracdo YM 10 (Millipore, EUA},
conectada a um cilindro de nitrogénio, sendo a méxima pressao de operacio

recomendada de 70 psi.

3.2.4 Ativacio das fibras ocas de PEVA

As membranas de PEVA foram removidas do cartucho comercial e
finamente cortadas em tamanhos de aproximadamente 2 a 3 mm. Em seguida, as
membranas foram colocadas em um erlenmeyer, lavadas com agua ultra pura e
desgaseificadas para remover o ar dos poros. A ativagio foi realizada, a
temperatura ambiente, sob agitacéio moderada em capela, onde 50 mi de NaOH
2,0 M contendo 0,266 g de boroidreto de sodio (NaBHs) foram adicionados,
seguidos de 5 ml de epicloridrina. Em seguida, foi adicionada vagarosamente,
uma solugio de 50 mlL de NaOH 2,0 M e 23,3 mL de epicloridrina, durante 2
horas. Apds as duas horas, a solucio ficou sob agitagiao por mais 16 horas &
temperatura ambiente. Terminado o periodo de ativagio, as membranas foram
lavadas com agua ultra pura para remover a epicloridrina em excesso, até que o

pH da solugio estivesse igual ao da agua.
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3.2.5 Imobilizacédc do agente quelante IDA

A imobilizacdo do acido iminodiacético (IDA) foi realizada como descrito
em PORATH e OLIN (1983). Foi preparada uma solucdo de 26 g de IDA
adicionados a 65 mL de NaOH 2,0 M, tendo o pH ajustado para 10, com pastilhas
de NaOH. Simultaneamente preparou-se outra solucdo, contendo 27,56 g de
carbonato de soédio em 65 ml. de agua ultra pura. As duas solugoes foram
misturadas e adicionadas as fibras ocas ja lavadas; a suspensio permaneceu em
um agitador orbital a 65°C sob agitacdo por 24 horas. Apés a imobilizacao, as
membranas foram lavadas com Agua ultra pura, até que o pH da solugao fosse

igual ac pH da agua. As membranas assim obtidas foram denominadas PEVA-
TDA.

3.2.6 Determinacgio da quantidade de metal imobilizado

A determinacio da quantidade de metal quelatado na matriz PEVA-IDA
foi determinada, alimentando-se a coluna cromatografica contendo as
membranas, com solucdo de sulfato de metal {Cu2* ou Niz*) 50 mM até a
saturacio e lavando-a sequencialmente com agua ultra pura e tampao acetato
100 mM a pH 4,0, com o objetive de refirar o metal fracamente quelatado. A
eluicio do metal foi feita com solucdo EDTA 50 mM a pH 6,5. As fragbes de
eluicdo foram recolhidas em volumes de 3 ml e analisada por medida de
absorbancia a 730 e 384 nm, respectivamente, para Cu?* e Ni** (comprimentos de
onda determinados por varredura de espectro). A concentracio de metal foi
determinada utilizando-se um coeficiente de extingio obtido a partir de curva de
calibracao do metal em solucido de EDTA 50 mM pH 6,5, nos respectivos

comprimentos de onda.

3.2.7 Quantificacio de proteina total

As concentracbes de proteina total nas amostras foram determinadas
usando o método de Bradford, conforme o procedimento descrito por BRADFORD

(1976}, com albumina do soro bovino (BSA} como proteina de referéncia.
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3.2.8 Quantificacio da IgG,

Para a quantificacdo de 1gG; foram utilizados testes ELISA, realizados
pelo Laboratorio de Fermentacdo Industrial do Agrupamento de Biotecnologia do
IPT/SP, segundo protocolo de LEO et al. (2000) modificado. Os ensaios foram
conduzidos em placas para microtitulagcdo de poliestireno com 96 pogos,
previamente sensibilizadas com Ig de coelho anti-IgG de camundongo (Sigma M-
7023) na concentragio de 2 ug/ml em tampdo carbonato-bicarbonato de sédio
0,05 M a pH 9,2 {(50uL/poco). Apds incubacdo por 1 h a 37°C seguida de mais 18
horas a 4°C, a placa foi lavada com solucgéo salina de fosfato de sodio (PBS) 0,02
M a pH 7,2 contendo 0,05% de Tween 20. Para o bloqueio dos possiveis sitios de
interacio ainda disponiveis na placa, a mesma foi incubada por 1 h a 37°C com
tampéo PBS 0,02 M contendo 2% de caseina (Calbiochem 218682) e 2% soro
bovino a pH 7,2 (200 pL/poc¢o). A placa foi lavada novamente e incubada por lh a
37°C, com 50 plL/pogo da amostra da IgG; (purificada ou néo) diluida
seriadamente em tampéao PBS 0,02 M contendo 1% caseina e 2% soro bovino a
pH 7,2. Apés uma nova lavagem a placa foi incubada (50 uL/pogo) com Ig de
carneiro anti-IgG de camundongo conjugado & peroxidase (HRPO) (Sigma, A-
5906), diluida em tampéao PBS 0,02 M contendo 0,05% de Tween 20 a pH 7,2, por
1 h a 37°C. Em seguida a placa fol lavada e a revelacdo da reacao foi possibilitada
pela adi¢do de 50 ul de substrato cromogénico {0,03 % H20: (Sigma H1009) e 0,4
mg/ml de ortofenilenodiamina — OPD (Sigma P-6787) em tampéo citrato/fosfato
0,05 M a pH 5,0). Ao final da incubacdo por 30 minutos a temperatura ambiente
em camara escura, a catilise do substrato foi interrompida pela adicdo de 25
pL/poco de uma solugdo de acido sulfturico 4,0 N. A medida colorimétrica foi
realizada a 492 nm, em leitor ELISA, usando como branco os pocos contendo
substrato cromogénico nos quais foi adicionado meio de cultura sem anticorpos.

Para a confeccdo da curva de calibragdo foi utilizada IgG de camundongo
adquirida comercialmente,

3.2.9 Titulacdo da IgG:

A atividade do anticorpo monoclonal purificado nos experimentos

cromatograficos realizados foi determinada pelo Laboratério de Imunologia
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Celular e Inflamacao, do Instituto de Biologia da Unicamp, através de titulacéo
por ELISA, segundo protocolo de LEO et al. (2000). Nesta técnica a placa de
microtilulacido € sensibilizada com o antigeno contra o qual foi desenvolvido o
anticorpo. Apos a sensibilizacio e lavagens, a placa contendo o antigeno €
incubada com o anticorpo de interesse e a existéncia da interacio antigeno-
anticorpo, € "revelada” com a utilizacdo de um segundo anticorpo especifico
contra o anticorpo de interesse, ligado a uma enzima que desencadeia uma

reacdo colorida quando na presenca do substrato.

Foi utilizada uma placa de 96 pocgos, previamente sensibilizada com
solucao de ovalbumina conjugada com TNP (OVA-TNP) na concentracdo de 10
ug/ml, em tampao carbonato de sodio 0,05 M a pH 9,2 (50uL/poco). Apds
incubacao por 1 h a 37°C seguida de mais 18 horas a 4°C, a placa foi lavada com
tampao PBS 0,02 M a pH 7,2, contendo 0,1% de Tween 20. Para o blogueio dos
possiveis sitios de interagfo ainda disponiveis na placa, a mesma foi incubada
por 1 h a 37°C com tampéao PBS 0,02 M contendo 5 % de leite desnatado (Molico-
Nestlé, Brasil) a pH 7,2 (200 pL/pogo). A placa foi lavada novamente e incubada
por 1 h a 37°C, com 50 uL/poco da amostra da IgG; {purificada ou naoj diluida
seriadamente em tampéo PBS 0,02 M contendo 2 % de leite desnatado a pH 7,2.
Ap6s uma nova lavagem, a placa foi incubada com Ig de coelho anti-IgG de
camundongo conjugado a peroxidase (HRPO), diluida em tampao PBS 0,02 M
contendo 2 % de leite desnatado a pH 7,2 (50 ulL/poco}, por 1 h a 37C. Em
seguida a placa foi lavada e a revelagdo da reacao foi realizada pela adicdo de 50
ul. de substrato cromogénico (0,03% H20: e 0,4 mg/ml. de ortofenilenodiamina —
OPD em tampao citrato/fosfato 0,05 M a pH 5,0). Ao final da incubacéo por 30
minutos a temperatura ambiente em camara escura, a catalise do substrato foi
interrompida pela adicdo de 25 pl/poco de uma solucéo de acido sulfirico 4,0 N.
A leitura colorimétrica foi realizada a 492 nm, em leitor ELISA, usando como
branco os pocos nos quais a IgG: fol substituida por soro de animais nao
imunizados e contendo os demais reagentes. Foi considerado como o final da
titulacdo quando as densidades opticas (D. O.) das amostras foram iguais a 5

vezes a média das densidades épticas do controle negativo (branco).



42

3.2.10 Eletroforese SDS-PAGE (Sodium DodecylSulfate
Poly{Acrylamide) Gel Electrophoresis}

As fracdes obtidas nas etapas de lavagem e eluicao das cromatografias
foram analisadas por eletroforese SDS-PAGE realizada no equipamento Mini
Protein II (BioRad, EUA) utilizando gel de poliacrilamida 10%, sendo as amostras
tratadas com tampdes contendo SDS (dodecil sulfato de sédio). A desnaturacio
das proteinas das amostras foi realizada por aquecimento a 100°C por 5-7
minutos. Aliquotas de 7 a 12 pL. de cada amostra foram aplicadas nos géis € estes
submetidos a uma voltagem de 180 V, em cuba vertical. A coloragcdo dos geis foi

feita com nitrato de prata, conforme MORRISSEY (1981}.

3.2.11 Focalizacdao Isoelétrica (IEF)

A IEF ('Isoeletric Focusing”) é uma técnica eletroforética na qual as
moléculas sdo separadas segundo o seu ponto isoelétrico (pl), ao longo de um
gradiente continuo de pH. A focalizacdo isoelétrica consiste em depositar as
proteinas sobre um gel de acrilamida que apresenta um gradiente continuo de pH
e submeter todo este conjunto a um campo elétrico, de modo a promover a
migracao da proteina através do gel até a regifo de pH correspondente ao seu pl,

onde a proteina nio mais migrara.

Uma amostra contendo IgG,, purificada com gel de proteina G, a partir do
sobrenadante de cultura celular, foi analisada por IEF em equipamento LKB-
Phast System, utilizando gel de poliacrilamida Phast gel IEF 3-10, e marcadores
de ponto isoelétrico 3 a 10, adquiridos da Amersham Biosciences (Suécia).
Aliquotas de 4 pl de amostra foram aplicados no gel e este submetido as
condicoes de operacao pré-definidas pelo equipamento. A coloracio do gel foi feita

com nitrato de prata, conforme sugestao do fabricante do equipamento.

3.2.12 Experimentos cromatogrificos com membranas PEVA-IDA-Me2*
finamente cortadas

Cromatografias foram realizadas para determinar o perfil de eluigio da

proteina nos diferentes sistemas tamponantes. Uma coluna cromatografica da
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Biosepra (EUA) (130 x 12,4 mm) foi preenchida com 5 ml {aprox.1,6 g de massa
seca) de membranas finamente cortadas (2-3 mm) derivatizadas com IDA e
conectada a um sistema de cromatografia de baixa pressdo (Gilson, EUA}. A
corrente de saida foi conectada a um monitor de medida de absorbancia a 280
nm e este ligado ao coletor de fracdes (Figura 3.2). A coluna contendo o
adsorvente foi alimentada, até a saturaco, com uma solucio a 50 mM de sulfato
de Cu?+, Ni?*, Zn?* ou Co?* e em seguida, lavada, seqlencialmente, com agua e
com tampéao {de mais baixo pH ou maior concentracio de Tris ou imidazol) que foi

utilizado na etapa de eluicdo, com o intuito de remover o metal fracamente

s .
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Figura 3.2: Esquema do sistema cromatografico de baixa pressdo, utilizado nos
experimentos. 1} reservatérios de solucéo; 2)bombas peristalticas; 3) computador; 4)
coluna cromatografica; 5) leitor a 280 nm; 6) registrador e; 7} coletor de fracoes.

A coluna, contendo as membranas quelatadas com o metal, foi
equilibrada a temperatura ambiente a uma vazio de 0,5 mlL/min com ¢ tampéao
de adsorcédo (tampéo de equilibrio). Foram utilizados na etapa de adsorciao os
tampoes: fosfato de sédio 100 mM com 0,1 M de NaCl a pH 7,5; Mops 25 mM com
1,0 M de NaCl € 2 mM de imidazol a pH 7,0 e Tris-HCI 25 mM a pH 7,0.

Foram testadas trés formas diferentes de alimentacao, conforme descritas

no item 3.2.1: 1) Sobrenadante de cultura celular nao tratado; 2) sobrenadante
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de cultura celular tratado e 3) sobrenadante de cultura celular precipitado e
dialisado. Apos © término da alimentaco, a coluna foi lavada com o mesmo

tampao de adsorcao, até que todas as proteinas nao adsorvidas fossem retiradas

da coluna.

A eluicdo foi realizada por decréscimo de pH ou adicdo de agente
competidor (Tris ou imidazol} no tampéao de adsorcao. Nesta etapa foram testados
os tampdes fosfato 100 mM com 0,1 M de NaCl a pH 6,0; 5,0; 4,25 ¢ 4,0 e
gradiente linear de pH 7,5 até 4,0; Mops 25 mM com 1,0 M de NaCl e 5, 10, 20,
30, 50, 100 mM de imidazol a pH 7,0 e Tris-HCl 50, 100, 150 ¢ 200 mM a pH
7,0.

A coluna foi regenerada com solugdo de EDTA 50 mM a pH 6,5. A
corrente de saida foi coletada durante todo o experimento em fractes de volume
de 3 a 5 mL. As fracbes obtidas foram monitoradas a 280 nm, quantificadas pelo
método de Bradford e aquelas situadas nos picos de proteina foram agrupadas e
analisadas por eletroforese SDS-PAGE. Algumas fracbes precisaram ter
eliminados o EDTA e os ions metalicos através de permeacéo em gel, em colunas

PD-10 (Pharmacia, Suécia}, antes das eletroforeses.

3.2.13 Verificacido do desprendimento do metal da coluna

Nos experimentos envolvendo metais imobilizados, pode haver
desprendimento de metais da coluna durante as cromatografias. Estes metais ao
se desprenderem, contaminam as fragdes contendo as proteinas de interesse.
Sendo assim, & importante o monitoramento das fracdes com o objetivo de
detecta-los. O desprendimento do Cu?+, Ni>* e Co2?* foram determinados por
anilises espectofotométricas a 809, 394 e 511 nm (comprimentos de onda
determinados por varredura de espectro) respectivamente, das fra¢des recolhidas
nas cromatografias. O desprendimento de Zn?" ndo foi monitorado, pois a técnica

empregada ndo € adequada para a detecgio deste metal.
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3.2.14 Purificacio de IgG; em duas etapas cromatograficas

Foram realizados ensaios de purificacio de IgG, utilizando-se duas etapas
cromatograficas sequenciais. Na primeira, uma coluna contendo PEVA-IDA com o
metal Ni2- imobilizado e equilibrada com tampao Tris-HCl 25 mM a pH 7,0, foi
alimentada com 50 mlL de sobrenadante de cultura celular nao tratado. Apés a
alimenta¢io, a coluna foi lavada com tampédo de adsorcio para eliminacio das
proteinas nao adsorvidas. A eluicao foi realizada com tampéao Tris-HCl 700 mM a
pH 7,0 ¢ a coluna foi regenerada com solugdo de EDTA 50 mM a pH 6,5. As
fracoes correspondentes a eluicdo com 700 mM de Tris foram agrupadas, tiveram

seu tampao trocado para ¢ tampao Tris-HCI 50 mM a pH 7,0.

Na segunda cromatografia, a coluna contendo as membranas de PEVA-
IDA com o ion Zn?* foi equilibrada com o tampao Tris-HCl 50 mM pH 7.0 e
alimentada com a solucao resultante da primeira cromatografia {eluicdo com 700
mMj} seguida de troca de tampéo. Apds a alimentagéo, a coluna foi lavada com o
tampéao de adsorgaoc e a eluicéo foi feita por aumento da concentragéo de Tris em
degraus de 100, 200, 300, 500 e 700 mM de Tris. Em seguida, a coluna foi
regenerada com solugio de EDTA 50 mM a pH 6,5. A corrente de saida foi
coletada durante todo o experimento em fragbes de volume de 3 a 5 mL. As
fracoes obtidas foram quantificadas pelo método de Bradford e aquelas situadas
nos picos de proteina foram agrupadas e analisadas por eletroforese SDS-PAGE e
por ELISA, para a quantificacao de IgG:. Algumas fracdes precisaram ter
eliminados o EDTA e os ions metalicos através de permeacéo em gel, em colunas

PD-10 {Pharmacia, Suécia}, antes das eletroforeses.

3.2.15 Purificacdo de IgG,; em gel de Sepharose - Proteina G

Uma coluna cromatografica preenchida com 5 mlL de gel Protein G
Sepharose 4 Fast Flow (Amersham Biosciences, Suéciaj, previamente equilibrada
com tampao fosfato de sodio 20 mM a pH 7.4, foi alimentada com 50 mlL de
sobrenadante de cultura celular precipitado e dialisado e, em seguida, lavada
com o mesmo tampao de adsorcio. A eluigdo foi realizada com tampéo acido
citrico 100 mM a pH 2.,6. As fracoes foram coletadas em tubos de ensaio contendo
solucao de Tris-HC1 1,0 M a pH 8,0, em quantidade suficiente para neutralizar o
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pH, evitando a desnaturacdo da IgG; purificada. As fracoes de eluicdo obtidas
ap6s varias cromatografias foram agrupadas, tiveram seu tamp#o trocado para
Tris HC1 50 mM a pH 7,0 e foram concentradas por ultrafiitracio até a obtengéo
de uma solucao de IgG; purificada de concentracaoe de 5 mg/mlL.

3.2.16 Isotermas de Adsorgao

Para a determinacdo da isoterma de adsorczo foram utilizadas solugées
de IgG; de alta pureza, obtidas a partir da purificagio do sobrenadante de cultura
celular por cromatografia de afinidade em proteina G. Os experimentos para a
obtencdo da isoterma de adsorgéo foram realizados em frascos agitados, "a
temperatura ambiente (24°C), utilizando-se 50 mg (0,017 cm?3} de membranas
tumidas de PEVA, com metal Zn?* imobilizado, em tubos Eppendorf de capacidade
de 500 pL. Em cada tubo, contendo as membranas previamente equilibradas com
o tampao de adsorgéo, Tris-HCl 50 mM a pH 7,0, foram adicionadas solucdes de
IgG, purificada em concentragoes de 0,5 a 5,0 mg/mL. Os frascos foram agitados
durante 3 horas, tempo suficiente para que o equilibrio fosse atingido,
determinado previamente. Depois deste tempo, o sobrenadante foi recuperado e a
quantificacdo de IgG: foi realizada pelo método de Bradford, utilizando-se IgG

humana comercial como referéncia.

3.2.17 Determinacéo das Curvas de Ruptura

Para a determinagio das curvas de ruptura foram realizados
experimentos de filtracdo, em modulos contendo as membranas de fibra oca
PEVA-IDA-Zn?* construidos em nosso laboratério. O fluido utilizado foi o
sobrenadante de cultura celular precipitado e dialisado.

Construcéo do moédulo de filtracdo
Foram retiradas duzentas fibras ocas de PEVA do cartucho comercial

(EVAL 4A, Kuraray} e introduzidas em um tubo de vidro previamente construido

contendo duas saidas laterais. As extremidades das fibras foram fixadas ao tubo



47

utilizando-se uma resina epdéxi. A Figura 3.3 apresenta o esquema do médulo
construido.

Para a determinacéo da area superficial (A} das membranas contidas no

méodulo foi utilizada a seguinte equacido:
A =2mIN Equacao 3.1
onde:

ri= raio interno das membranas (100 um);
L: comprimento das membranas (5,7 cm);

N: niamero de fibras (200);

AN

Membranas de < saidas laterais

fibra oca

Figura 3.3: Esquema do médulo de fibras ocas de PEVA.
O volume das membranas (V) foi calculado segundo a equacéo 3.2:

V=n(r]—r’)LN Equacao 3.2
onde:

ro = raio externo das membranas (120 umy};
;= raio interno das membranas (100 pum);
L: comprimento das membranas (5,7 cm});

N: nizmero de fibras (200);
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Ativacdo das membranas de PEVA contidas no modulo

As membranas contidas no moédule foram primeiramente lavadas com
agua ultrapura em quatro sentidos: frontal, lavagem interna, espago concha e

“backflushing” (fluxo reverso do permeado}, conforme a Figura 3.4.

Em seguida, iniciou-se a ativagéo em capela, com a solucaéo descrita no
item 3.2.4, que permaneceu sob agitacao branda e foi bombeada através das

membranas, conforme esquema ilustrado na Figura 3.5, durante 8 horas.

DLl

Lavagem Espaco

Frontal interna Concha

“backflushing”

Figura 3.4: Esquemna dos modos de lavagem das fibras ocas de PEVA contidas no médulo
de filtracdo.

Ao final da reacdo, as membranas foram lavadas com agua ultra pura,
seguindo-se o procedimento de lavagem da Figura 3.4, até que o pH da solucgédo
de lavagem fosse igual ao pH da agua ultra pura.

Imobilizacao do agente quelante IDA

A imobilizagéo do acido iminodiacético (IDA) foi realizada como descrito
por PORATH e OLIN (1983), com a solucio preparada segundo procedimento
descrito no item 3.2.5, que permaneceu sob agitacio branda, mantida a 65° C, e
foi circulada pelo médulo de filtracéo conforme esquema da Figura 3.5, por 24
horas. Apos a imobilizacao, o médulo foi lavado conforme a Figura 3.4, com agua
ultrapura, até que o pH da solugio de lavagem fosse igual ao pH da agua.
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Médulo '
contendo
membranas de
AS———
fibras ocas i
Y ]

Bomba J' Reservatério
peristaltica de solucdo

Figura 3.5: Esquema da montagem utilizada na ativagdo das membranas de PEVA
contidas no médulo de filtracdo.

Avaliacéo da eficiéncia de imobilizagéo do agente quelante

A eficiéncia da imobilizacao do agente quelante foi avaliada através da
determinacdo da quantidade de Cu?* quelatado nas membranas contidas no
médulo de filtragdo. Este valor foi determinado experimentalmente, conforme
procedimento descrito no item 3.2.6.

Experimentos de filtracGo do sobrenadante de cultura celular precipitado
e diatisado

Estes experimentos tiveram por objetivo determinar a capacidade

dinamica, de adsorcao da IgG: das membranas contidas no moédule de filtracéo.

O modulo contendo as fibras ocas foi alimentado, até a saturacao, com
uma solucdo a 50 mM de ZnS04 e em seguida, lavado sequencialmente, com
agua ultra pura nos modos: frontal, lavagem intema, espago concha e
“backflushing”, e com tampdo de maijor concentracao de Tris-HCI que foi utilizado
na etapa de eluicdo, no modo “backflushing”, com o intuito de remover o metal
fracamente adsorvido na matriz. As fibras do médulo foram, entio, equilibradas,
a temperatura ambiente, a uma vazio de 1,0 mL/min com o tampao Tris-HCl 50
mM a pH 7,0, em modo frontal. O sobrenadante de cultura celular precipitado e
dialisado foi alimentado na coluna a vazdes Q; de 0,6, 1,4 ou 2,4 mL/min, de
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acordo com cada experimento, em modo tangencial, conforme apresentado na
Figura 3.6.a, até que fosse atingida a saturagcdo da coluna. As vazbes de
alimentacao Q; e filtrado Qr foram mantidas constantes usando-se duas bombas
peristalticas para fixar a razéo Qr/Qi em 0,5.

Fixando-se a vazéo de filtrado, pode-se calcular o tempo de residéncia (tg)

pela seguinte expressao:
t, = — Equacéo 3.3

onde:

V = volume ocupado pelas membranas (0,157 cm?);
Qr = vazao do filtrado.

A corrente de filtrado foi monitorada a 280 nm durante todo a
alimentacdo e as correntes de saida do filtrado e do retentado foram coletadas
separadamente em fragbées de 2 mL cada. Apés o término da alimentacao, o

modulo de fibras ocas foi lavado com o mesmo tampao de equilibrio, conforme a

Figura 3.4.
>
5
[ o]
s 5
3 4
_s 8
X
: 3
1
(8

Figura 3.6: Esquema da montagem do experimento de filtracio: {a) etapa de alimentacéo;
(b) etapa de eluicdo e regeneracdo.(1) reservatério de solucéo; (2) bomba peristéaltica; (3)
méodulo de filtragdo; (4} medidor de absorbancia 280 nm; (5) coletor de fragtes e {6)
registrador.
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A eluicdo das proteinas adsorvidas nas membranas foi realizada, por
aumento da concentragao de Tris no tampéo de equilibrio, em degraus de 100,
200, 500 e 700 mM de Tris-HCl. Em seguida ¢ médulo foi regenerado com
solucao de EDTA 50 mM a pH 6,5 e, em seguida, lavado seqliencialmente com
solugao de NaOH 50 mM e agua ultra pura. As etapas de eluicio e regeneracao
foram realizadas em modo “backflushing” {conforme Figura 3.6.b) e a corrente de
saida foi monitorada a 280 nm e coletada em fragbes de 3 a 5 mL. As fracoes
foram quantificadas pelo método de Bradford e aquelas correspondentes a etapa
de alimentacio e aos picos obtidos durante a etapa de elui¢io foram analisadas
por eletroforese SDS-PAGE.
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PREPARACAO DO SOBRENADANTE DE CULTURA CELULAR
ATRAVES DE PRECIPITACAO

Em processos de recuperacao e purificagdo de bioprodutes, a precipitacéo
é utilizada para a purificacdo ou apenas para concentracio do material de
interesse. Neste trabalho a precipitacao foi utilizada para a eliminacéo de um
corante indesejado, “Phenol Red”, que € um dos componentes do meio utilizado

no cultivo dos hibridomas que produzem os anticorpos monoclonais anti-TNP.

Corantes de uso comum na industria téxtil tém sido amplamente
empregados como ligantes ou agentes quelantes de metais em cromatografia para
a purificacéao de proteinas, por apresentarem, na sua estrutura, grupamentos
que podem interagir com proteinas e atomos que podem doar életrons a metais
(SENEL, 2001). Deste modo, a presenca do corante na fase mével da
cromatografia poderia interferir nas interagées entre o metal e a proteina, caso ele
se ligasse ao metal e interagisse com a proteina ou caso o corante se ligasse a
proteina, mascarando o sitio de adsor¢éo. Desta forma, néo seria possivel saber
se a proteina esta sendo adsorvida devido & sua interacao com o metal, ou devido

4 sua interacao com ¢ corante,

A precipitagdo com sulfato de aménio seguida de dialise, foi eficiente na
eliminacéo do corante e também possibilitou um aumento da concentracéo de
proteinas na solucao {de 46 ug/mkL de IgG; antes da precipitacdo para 81 ug/mlL
de IgG: apos precipitacdo, determinado em uma das precipitagdes realizadas). A
maioria das proteinas existentes no sobrenadante antes da precipitacio foi
precipitada e constituiu a solucio protéica obtida apods a dialise, o que pode ser
observado na Figura 4.1, que ilustra uma eletroforese tipica de todas as
precipitacdes realizadas. Os balancos de massa de cada precipitacdo estio

apresentados no Anexo A.
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Figura 4.1: Eletroforese SDS-PAGE caracteristica das precipitactes de sobrenadante de
cultura celular com sulfato de amdnio a 50% de saturagdo, seguida de dialise. Faixas: {1)
meic de cultura; {2} sobrenadante de cultura celular antes da precipitacfo; (3) material
nao precipitado; (4} sobrenadante de cultura celular precipitado e dialisado; (5} IgG
humana comercial de alta pureza [Aventis Behring, Brasii)

A utilizagdo da precipitacio, com o objetivo de eliminar o corante,
mostrou-se eficiente, pois apds a didlise foi possivel notar a perda da coloracéo,
que inicialmente apresentava-se vermelha, embora néo tenha sido feita nenhuma
analise para deteccdo de tragos de corante na solucéo. Segundo a eletroforese
SDS-PAGE, nota-se também que o procedimento utilizade foi eficiente na

precipitacao das proteinas de alta massa molecular, incluindo a IgG.

A fim de caracterizar o anticorpo monoclonal utilizado nos experimentos
realizados durante este trabalho, determinou-se o ponto isoelétrico da proteina
1B2.1B6, através de uma eletroforese IEF de uma amostra da IgG; altamente
purificada por cromatografia de afinidade em gel de proteina G Sepharose 4 FF,
apresentada no Anexo B. A proteina 1B2.1B6 apresentou uma faixa estreita de

pl, caracteristica de anticorpos monoclonais, entre 7,35 e 8,15.

4.2 AVALIACAO DA EFICIENCIA DE IMOBILIZACAO DE AGENTE
QUELANTE NAS MEMBRANAS

O agente quelante {IDA) foi imobilizado na membrana de PEVA através de
ligacdo eter, apds a ativacac com epicloridrina. A estrutura final proposta do

adsorvente estd apresentada na Figura 4.2.
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A eficiéncia da imobilizagdo do agente quelante IDA na membrana de

PEVA, foi medida através da determinacao da densidade de metal quelatado.

+ CH, COO
P
—-CHQ—-—CHOH——CH?——N,\
CH, COO"

[d Fd &

FEVA epicloridrina iDa

Figura 4.2: Estrutura proposta da matriz cromatografica apés ativagdo e imobilizacéo do
acido iminodiacético.

Utilizande o procedimento descrito no item 3.2.6, foi determinada a
quantidade de metal quelatada & matriz PEVA-IDA, em fungio da massa seca de
membranas. Os valores obtidos para cada metal, bem como alguns valores de
densidades de ligantes obtidos na literatura, utilizando géis de agarose, estao
dispostos na Tabela 4.1.

Tabela 4.1: Valores de densidade de ligantes utilizando membranas de PEVA e
géis de agarose com IDA imobilizado.

Densidade de ligantes Método de
Tipo de Matriz  {umol/g suporte seco)l!) guantificacéo do Referéncia
Cu2+ Niz+ metal
Membranas PEVA 38 35 espectrofotometria Este trabalho
Chelating Superose 45 - espectrometriade  ppy gy g PORATH (1990)
il absorcdo atbmica,
Chelating Superose _ espectrometria de
) 90 ab 20 atdmi BELEW E PORATH (1990}
Chelating Superose 1 ~ espectrometria de
(&) 26 ab 5o atdmica. BELEW E PORATH (1990)
Chelating Sepharose .
e }i"‘!:ft s 93 - espectrofotometria ~ BELEW et al. (1987)
Agarose 60 - nao consta PORATH et al. {1975}
4 47 espectrometria de _
Sepharose 68 9 ab 50 atbmica SMITH et al. (1987}
Sepharose 6B 35a nao consta PORATH E OLIN {1983)

(1) utilizando a correlacdo: 3 mL de agarose = 1 g de gel seco; @ valores dados emn pmol
de Ni2*/ g timido de gel; (i),(ii) e (ii}) indicam diferentes géis de Chelating Superose.
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Comparando-se os valores obtidos neste trabalho com os encontrados na
literatura, observa-se que os valores de densidade de ions metalicos imobilizados
nas membranas de PEVA, em relacido a sua massa seca, sao proximos a alguns

valores encontrados para géis de agarose.

A variacao encontrada nos valores de densidade de ligantes, mesmo entre
os da literatura, ocorre devido a dois fatores: 1} método utilizado na quantificagho
do metal (espectroscopia ou espectroscopia de absorcdo at6émica), e 2) tipo de
matriz empregada, que embora sejam basicamente formados de agarose, tém
diferencas na sua estrutura fisica e quimica, aumentando ou diminuindo sua
capacidade de imobilizacio do metal. As caracteristicas de cada suporte, quanto
ao tamanho dos poros, material de fabricacio, método de imobilizacéo do agente
quelante e condicoes em que foram realizadas as imobilizacdes do metal,
influenciam nos resultados finais, o que torna pouco recomendavel a comparagéo
dos resultados, entre técnicas e matrizes diferentes. Dentre os métodos utilizados
para a determinacao da quantidade de metal imobilizado observa-se que a

espectroscopia de absorcdo atomica tem sido a técnica mais freqientemente
utilizada.

4.3 INFLUENCIA DO SISTEMA TAMPONANTE NA PURIFICACAO
DE IgG: A PARTIR DE SOBRENADANTE DE CULTURA
CELULAR PRECIPITADO E DIALISADO

Foram realizados experimentos para a determinacédo da influéncia do
sistema tamponante na purificagio dos anticorpos, nos quais foram utilizados os
ions metalicos Cu2*, Ni2+.,, Zn?* e Co2* imobilizados na membrana de PEVA
finamente cortadas, através do agente quelante IDA. Nesta etapa testou-se, para
cada metal, os tampoes de adsorcéo: 1) fosfato de s6dio 100 mM com 0,1 M de
NaCl a pH 7,5; 2} Mops 25 mM com 1,0 M de NaCl e 2 mM de imidazol apH 7,0
3) Tris-HCl 25 mM a pH 7,0. As elui¢bes foram realizadas por abaixamento de pH

ou adigdo de agente competidor (imidazol e Tris) (ver item 3 de materiais e
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métodos). A comparagio entre os sistemas tamponantes foi feita com base nos

balancos de massa € nas eletroforeses de cada cromatografia.

Os experimentos crornatograficos com ion metalico Co?* quelatado foram
realizados utilizando os tampdes de adsorcao Mops e Tris-HCI (eluicdo por adigio
de agente competidor), uma vez que se constatou desprendimento do metal da
coluna com o abaixamento do pH, ainda na etapa de preparacéo da mesma,
fenémeno também observado por VANCAN e colaboradores (2002), utilizando gel
Sepharose-IDA-Co?.

4.3.1 Tampdo Fosfato de Sédio

Nos experimentos realizados em pH de adsorcao igual a 7,5 contendo 0,1
M de cloreto de s6dio, o tampao fosfato de sédio (pKa: e pKaz iguais a 2,1 e 7,2,
respectivamente) age como um competidor fraco, possivelmente, interagindo
através de ligacdes de coordenacdo com os ions metalicos imobilizados,
promovendo uma maior seletividade na adsorcao em IMAC. O fosfato age, nestas
condicdes, como competidor fraco pois, por ser uma base dura (segundo defini¢ao
acido-base de Lewis), forma complexos de coordenacdo pouco estaveis com ions
Cuz+, Ni2t, Zn2* e Co?+, por estes nao apresentarem o mesmo carater: estes ions

metalicos sdo acidos intermediarios de Lewis!.

Os cromatogramas obtidos em cada ensaio utilizando os diferentes ions
metalicos na presenca de tampao fosfato e os balancos de massa sdo

apresentados nas Figuras 4.3, 4.4 e 4.5 e na Tabela 4.2 respectivamente.

Os resultados obtidos nos experimentos de purificagdo da IgG, mostraram
que embora apresentando uma estrutura quimica capaz de interferir fracamente

na adsorcéo das proteinas na matriz IMAC, o tampéo fosfato ndc proporciou uma

! Segundo PEARSON (19568}, compostos de coordenacdo {jons metalico-molécula
doadora de elétrons) estaveis séo resultantes da associagio de um acido e de uma base de

mesmo carater {segundo definicio acido-base de Lewis).
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Figura 4.3: Cromatografia de sobrenadante de culiura celular precipitado e dialisado, em
coluna contendo PEVA-IDA- Cu?*. Volume alimentado, 5 ml. Volume das fracbes, 5 mil.
Perfil cromatografico: tampéo de lavagem, fosfato de sédio 100 mM com 0,1 M Na(l a pH
7,5; dessorgéio em gradiente linear continuo de pH até tampéo fosfato de sodio 100 mM
com 0,1 M NaCl a pH 4,0; tampéo glicina 1M com 100 mM NaCl a pH 8,7; regeneracéo
EDTA 50 mM com 0,0 M Nall a pH 6,5. Eletroforese: {I) material injetado; (1-5)
correspondentes aos pontos numerados do cromatograma; {P} IgG hurnana comercial.
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Figura 4.4: Cromatografia de sobrenadante de cultura celular precipitado e dialisado, em
coluna contendo PEVA-IDA- Ni?*. Volume alimentado, 5 ml. Volume das fraces, 5 mL.
Perfil cromatogréfico: tampéo de lavagem, fosfato de sodic 100 mM com 0,1 M NaCl a pH
7,5; dessorcéo em gradiente linear continuo de pH até tampéo fosfato de sdédio 100 mM
com 0,1 M NaCl a pH 4,0; tampégc glicina 1M com 100 mM Na(l a pH 8,7; regeneracio
EDTA 50 mM com 0,5 M NaCl a pH 6,5. Eletroforese: (I} material injetado; ({1-5)
correspondentes aos pontos numerados do cromatograma; {P) 1gG humana comercial.
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Figura 4.5 Cromatografia de sobrenadante de cultura celular precipitado e dialisado, em
coluna contendo PEVA-IDA- Zn®. Volume alimentado, 5 ml.. Volume das fraces, S mL.
Perfil cromatografico: tampéo de lavagem, fosfato de sdédio 100 mM com 0,1 M Na(Cl a pH
7,5; dessorcdo em gradiente linear continue de pH até tampéao fosfato de sédic 100 mM
com 0,1 M NaCl a pH 4,0; tammp&o glicina 1M com 100 mM NaCl a pH 8,7; regeneracio
EDTA 50 mM com 0,5 M NaCl a pH 6,5. Eletroforese: (I) material injetado; (1-4)
correspondentes aos pontos numerados do cromatograma; (P} IgG humana comercial.

Tabela 4.2: Balango de massa das cromatografias utilizando tampéao de equilibrio
fosfato de sodio a pH 7,5 e dessorcéo por gradiente linear continuo de pH.

Proteina
total Cu2+ Niz+ Zn2*
L fmg) 47,34 55,72 56,24
Injecéo
(%) 100,60 100,0 100,0
{mg) 16,00 49,72 49,4
Lavagem
{%) 33,8 89,2 87.8
fi4? 8,14 7,73 1,64
Fluicao gradiente linear mg)
{%} 38,9 13,9 2,9
14,85 3,29 1,36
Ehuicao glicina pH 8,7 tmg)
[%) 31,0 6,0 2,0
m 0,21 0,43 0,04
Regeneracao (EDTA) (mg)
(%) 1,0 1,0 0,0
{mg) 4G,52 61,17 52,44

Recuperacio
(%] 105,0 110,0 93,0
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adsorcio seletiva. Os ions Cu?* e Ni?*, adsorveram IgG juntamente com muitas
impurezas, nao sendo possivel elimina-las durante a dessorgéo com o gradiente
linear de pH. O ion Zn?* nao adsorveu a maior parte das impurezas e foi possivel
recuperar a lgG com tracos de impurezas na ultima etapa de elui¢éo com glicina,
na qual ocorreu a eluicdo das proteinas acompanhadas de tode o metal que

estava quelatado na coluna, servindo como uma etapa de regeneracéo da maitriz.

Assim, a utilizacio do tampéao fosfato de sddio a pH 7.5 na etapa de
adsor¢ao com eluicdo por decréscimo linear de pH até 4,0, mostrou-se ineficiente
na purificacao dos anticorpos monoclonais do isotipo IgG,. Apesar de ter sido
possivel eluir a IgG na presenca de impurezas na etapa de elui¢do com o tampéao
glicina, optou-se por nao utilizar este procedimento, pois esta eluigdo
acompanhada de metal € desfavoravel para os processos visando aplicagio
industrial, uma vez que a presenca de ions metalicos torna necessaria a incluséo

de mais wma etapa na purificagio, visando a sua retirada.

4.3.2 Tampido Mops contendo imidazol

O tampéao Mops, por ser zwiteriénico {pKa igual a 7,2}, no pH de adsorcao
igual a pH 7,0 apresenta carga liquida zero e evita, assim, interagbes nao
especificas do tipo tampéao-ion metalico ¢ do tampao-proteina, nao intervindo na
adsorcdo das moléculas presentes na solugdo. Como nestes experimentos a
eluicdo foi realizada através do agente competidor imidazol, fol necesséaria a
inclusdo deste agente no tampéo de equilibrio, come recomendado por
SULKOWSKI {1996). Segundc este autor, como ha muitos quelatos livres na
coluna cromatografica, durante a eluicéo as moléculas de irmidazol adsorvem nos
quelatos e perdem um proton, produzindo uma zona de pH muito baixo {de 1 a
2), que precede ¢ pico de eluicdo (dessorcéo da proteina). Dessa forma, néo ha
como afirmar se a proteina foi eluida pela acdo da competicao ou pela queda de
pH. Para evitar este fendmeno, saturam-se, durante a etapa de equilibric da

coluna, os ligantes livres com tampao contendo imidazol.

Os resultados obtidos nestes experimentos estio apresentados nas

Figuras 4.6, 4.7, 4.8 € 4.9 ¢ os balancos de massa de cada cromatografia sao

mostrados na Tabela 4.3.
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Figura 4.6: Cromatografia de sobrenadante de cultura celular precipitade e dialisado, em
coluna contendo membrana PEVA-IDA-Cu2*, Volume alimentado, 5 ml. Volume das
fragoes, 5 mL. Perfil cromatografico: tampéo de lavagem, Mops 25 mM contendo 1 M NaCl
e 2 mM imidazol a pH 7,0; dessorcdo: gradiente degrau de Mops 25 mM contendo 1 M de
NaCl a pH 7,0 com 5, 10, 20, 30, 50 e 100 mM de imidazol; regeneracido EDTA a 50 mM a
pH 6,5. Eletroforese: (I} material injetado; (1-6} correspondentes aos pontos numerados do
cromatograma; (P} IgG humana comercia
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Figura 4.7: Cromatografia de sobrenadante de cultura celular precipitado e dialisado, em
coluna contende membrana PEVA-IDA-Ni?*. Volume alimentado, 5 mi. Volume das
fractes, 5 mL. Perfil cromatogréafico: tampéo de lavagem, Mops 25 mM contendo 1 M NaCl
e 2 mM imidazol a pH 7,0; dessorcio: gradiente degrau de Mops 25 mM contendo 1 M de
Na(l a pH 7,0 com 5, 10, 20, 30, 50 e 100 mM de imidazol; regeneraciio EDTA a 50 mM a
pH 6.5. Eletroforese: (I} material injetado; (1-5) correspondentes aos pontos numerados do
cromatograma; (P} IgG humana comercial.
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Figura 4.8: Cromatografia de sobrenadante de cultura celular precipitado e dialisado, em
coluna contendo membrana PEVA-IDA-Zn2*. Volume alimentado, 5 mL. Volume das
fracdes, 5 mlL. Perfil cromatografico: tampéo de lavagem, Mops 25 mM contendo 1 M NaCl
e 2 mM imidazol a pH 7,0; dessorcéo: gradiente degran de Mops 25 mM contendo 1 M de
NaCl a pH 7,0 com 5, 10, 20, 30, 50 e 100 mM de imidazol; regeneracao EDTAa 50 mM a
pH 6,5. Eletroforese: {I} material injetado; (1-53) correspondentes aos pontos numerados do
cromatogramasa; (P} IgG humana comercial.
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Figura 4.9: Cromatografia de sobrenadante de cultura celular precipitado e dialisado, em
coluna contendo membrana PEVA-IDA-Co?2t. Volume alimentado, 5 ml. Volume das
fragtes, 5 mL. Perfil cromatografico: tampéo de lavagem, Mops 25 mM contendo 1 M NaCl
e 2 mM imidazol a pH 7,0; dessorcdo: gradiente degrau de Mops 25 mM contendo 1 M de
NaCl a pH 7.0 com 5, 10, 20, 30, 50 e 100 mM de imidazol; regeneracio EDTA a 50 mM a
pH 6,5. Eletroforese: (I} material injetado; (1-5) correspondentes aos pontos numerados do
cromatograma; (P} 12G humana comercial.
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Os resultados das cromatografias mostraram que todos os ions metalicos
na presenca do tampac Mops a pH 7,0, adsorveram a IgG acompanhada de
muitas impurezas, destacando-se a albumina, néo tendo sido possivel obter IgG

purificada nas etapas de eluicao, em nenhum dos gquatro casos.

Tabela 4.3: Balango de massa apos cromatografia utilizando tampéo de equilibrio
Mops a pH 7.0 e dessorcio por gradiente degrau de imidazol.

Proteina

total Cuz* Niz+ Zn2 Co?*
Imieca {rng) 52,33 33,26 56,77 57,37
eCcad
iee (%) 100,0 100,0 100,0 100,0
Lo {mg) 41,40 34,07 56,51 57,84
Vi (5433
a8 (%) 79,0 102,0 99,5 100,8
Fluico 5 {mg) 4,34 2,28 0,86 0,82
uicéo 5 mM
* (%} 8,0 7.0 1,5 1,4
Eluicio 10 mM me) 2,67 1,30 0,80 0,65
; (%} 5,0 4,0 1,4 1,1
Fluicio 20 (rg) 1,13 0,79 0,44 0,46
HCa
¢ (%) 2,0 2,0 0,8 1,0
Fluicio 30 mM (g} 0,39 0,10 0,18 0,25
(%) 0,0 0,0 0,0 0,0
Fhaicao 50 {mg) 0,22 0,10 0,10 0,03
Cac mM
¢ (%) 0,0 0,0 0,0 0,0
Eluicdo 100 mM tmsg) 0,10 0,10 0,10 0,05
; (%) 0,0 0,0 0,0 0,0
m 0,57 0,54 0,40 0,5
Regeneracio (EDTA} tme) 2
(%) 1.0 2,0 1,0 09
& o {mg} 50,82 38,98 59,53 60,62
e
corperag (%] 97.1 117,2 104,8 105.6

Dentre os metais estudados, observa-se que os resultados de purificacéo
da IgGh utilizando este sistema tamponante, obtidos nas eluicoes com 20 mM de
imidazol, com os ions Zn? {0,44 g} e Co? (0,46 g} destacam-se dos demais,

porém, percebe-se ainda a presenca de véarias impurezas. Com base nestes
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resultados, optou-se pela nao utilizacao do sistema tamponante Mops-imidazol

para a purificagao de IgGi.

4.3.3 Tampéao Tris-HCI

O tampao Tris-HCl é um tampéo com pK, igual a 8,3, de forma que em
pH abaixo deste valor, sua carga € positiva. Embora possua carga positiva em pH
7,0, o grupamento -NH3* presente na sua estrutura possui um par de elétrons
disponivel para uma interacdo de coordenagido com os ions metalicos
imobilizados. Esta caracteristica faz com que o tampéao Tris-HCI compita com a
proteina pele sitio de interacdo no metal, tornando a adsorcao de proteinas mais
seletiva. Esta propriedade pode também ser utilizada na etapa de eluigao, onde o
aumento de concentracfio de Tris proporciona a dessor¢éo das proteinas que

foram adsorvidas.

As Figuras 4.10, 4.11, 4.12 e 4.13, apresentam os resuliados dos
experimentos realizados e ¢ balango de massa das cromatografias € apresentado
na Tabela 4.4,
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Figura 4.10: Cromatografia de scbrenadante de cultura celular precipitado e dialisads, em
coluna contendo membrana PEVA-IDA-Cu?t. Volume alimentado, 5 ml. Volume das
fracbes, 5 ml. Perfil cromatografico: tampéo de lavagem, Tris-HCl 25 mM a pH 7,0;
dessorcac: gradiente degran de Tris-HCI 50, 100, 150 e 200 mM a pH 7,0; regeneracéo
EDTA a 50 mM a pH 6,5. Eletroforese: {I} material injetado; (1-5) correspondentes aos
pontos numerados do cromatograma; (F} IgG humana comercial.
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Figura 4.11: Cromatografia de sobrenadante de cultura celular precipitado e dialisado, em
coluna contendo membrana PEVA-IDA-Ni2t, Volume alimentado, 5 mi. Volume das
fractes, 5 ml. Perfil cromatografico: tarnpdo de lavagem, Tris-HCl 25 mM a pH 7,0;
dessorcéo: gradiente degrau de Tris-HCl 50, 100, 150 e 200 mM a pH 7,0; regeneragio
EDTA a 50 mM a pH 6,5. Eletroforese: (I} material injetado; (1-5} correspondentes aos
pontos numerados do cromatograma; (P) IgG humana comercial.
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Figura 4.12: Cromatografia de sobrenadante de cultura celular precipitado e dialisado, em
coluna contende membrana PEVA-IDA-Zn?*. Volume alimentado, 5 mL. Veolume das
fracoes, 5 ml. Perfil cromatografico: tampdo de lavagem, Tris-HCI 25 mM a pH 7,0;
dessorcéo: gradiente degrau de Tris-HCl 50, 100, 150 e 200 mM a pH 7,0; regeneracio
EDTA a 50 mM a pH 6,5. Eletroforese: {I} material injetado; {1-5) correspondentes aos
pontos numeradosg do cromatograma; (P} IgG humana comercial.
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Figura 4.13: Cromatografia de sobrenadante de cultura celular precipitado e dialisado, em
coluna contendo membrana PEVA-IDA-Co?t. Volume alimentado, 5 mbl. Volume das
fracbes, 5 mL. Perfil cromatografico: tampéc de lavagem, Tris-HCl 25 mM a pH 7,0;
dessorgio: gradiente degrau de Tris-HCl 50, 100, 150 e 200 mM a pH 7,0; regeneracio
EDTA a 50 mM a pH 6,5. Eletroforese: {I) material injetado; {1-5) correspondentes aos
pontos numerados do cromatograma; (P} IgG humana comercial.

Observa-se, a partir dos resultados das cromatografias, que o ion
metalico Cu?* adsorveu IgG: juntamente com muitas impurezas, destacando-se a
presenca de albumina, néo tendo sido possivel obter, nas etapas de eluicao, 1gG
na auséncia desta proteina. As eletroforeses referentes as cromatografias
utilizando os ions Ni2+, Zn2* e Co2*, mostram que uma grande quantidade de
proteina (impurezas) néo foi retida pela coluna, restando adsorvidas apenas a
IgG: e tragos de outras proteinas. De acordo com as Figuras 4.11 e 4.12, os
melhores resultados de purificacdo foram obtidos nas etapas de eluicdo a 150 e

200 mM de Tris-HCi para os ions Ni* {1,13 ¢ 1,02 g} € Zn2* (0,25 e 0,26 gj.

Concluindo, o tampéao Tris-HCI mostrou grande potencial de utilizagéo na
purificagdo do anticorpo monoclonal, uma vez que favoreceu uma adsorgéo
seletiva da IgGi, € nas etapas de eluigdo, houve a recuperagio do anticorpo com

tracos de impurezas.
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Tabela 4.4: Balan¢o de massa das cromatografias utilizando tampéao de equilibrio

Tris-HCl a pH 7,0 e dessorcéo por gradiente degrau de aumento da concentracao
de Tris-HCI .

Proteina

v Cuz+ Niz Zna Coa*
Lriecs (me) 48,42 85,64 43,05 38,64
gee (%) 100,0 100,0 100,0 100,0
. (mg) 26,42 78,76 43,17 39,90
Vi (k4]
a8 (%) 54.6 92,0 100,3 1033
50 (mg) 0,46 0,28 0,20 0,35
= (%) 1,0 0.3 0.7 0.9
Chaiso 100 M (mg) 0,58 111 0,34 0,64
T11Ca0
o (%) 1,2 1,3 0,8 1,7
(mg) 1,80 1,13 0,25 0,30
Ehiicsio 150mM
wae (%) 3,7 1,0 0.1 0,1
icao 200 (mg) 2.02 1,02 0,26 0,16
L1 mM
= (%) 41 1.2 0.1 0,0
) (mg) 17,23 4,30 3,27 0,70
ST (EDTA]
Regenerac ) (%) 35,6 5,0 7.6 1,8
- (mg) 48,51 86,60 47,58 42,05
Recuperag (%) 100,1 101,1 110,5 108,8

4.3.4 Comparacido entre os diferentes sistemas tamponantes

Os resultados de adsorcao de IgG em PEVA-IDA-Me?* obtidos com os trés
sistemas tamponantes estudados mostraram que a porcentagem de proteina
retida na coluna decresce na seguinte ordermn Cu?+ > Niz* > Zn?* > Co?*, seguindo a
regra estabelecida por SULKOWSKI (1989) para a adsorcio em IMAC, de

proteinas contendo residuos de histidina acessiveis (Tabela 4.5).

O tampao fosfato foi o menos seletivo dentre os tampoes estudados, sendo
que o Zn?* foi o Unico ion que adsorveu IgG: com uma menor quantidade de
impurezas (ver Figuras 4.3 até 4.5). Dentre os resultados de purificacdo obtidos
com este tampdo, destacam-se as fragbes de eluicdo com glicina, utilizando os

ions Niz* e Zn?*, onde a IgG; eluiu na presenca de tracos de impurezas, mas
juntamente com todo o metal quelatado na coluna.
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Tabela: 4.5: Percentual de proteinas adsorvidas na matriz PEVA-IDA-Me*2 nos

diferentes sistemas tamponantes.

Fosfato Tris-HC1 Mops
Cu?+ T1% 46% 18%
Ni=+ 21% 9% 15%
Zne 5% 10% 5%
Coz+ - 6% 5%

O tampido Mops com imidazol favoreceu a adsorcdo da IgG, sempre
acompanhada de impurezas, mesmo no caso dos metais Zn2* e Co?*, que, embora

em pequena quantidade, adsorveram também a albumina.

Dentre os trés tampées estudados, o Tris-HCI foi o que menos favoreceu a
adsorcdo de impurezas, e, com excecido do Cu?+, todos os outros ions metalicos
adsorveram IgG: de forma seletiva. Os resultados com Tris mostram-se
satisfatérios (principalmente para o ion Zn?*) para uma aplicacdo em larga escala,
uma vez que este tampao ndo provocou o desprendimento de metal da coluna e
favoreceu a obtencao da IgG: purificada, com tragos de impurezas, mas livre de
albumina, que € o principal constituinte do sobrenadante de cultura celular
utilizado. Assim, dentre os tampdes estudados, o tampao Tris-HC! destaca-se
como o mais indicado para a purificagéo da IgG monoclonal.
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4.4 ESTUDO COMPARATIVO DA PURIFICACAO DE IgG: A
PARTIR DE DIFERENTES TIPOS DE ALIMENTACAO

A recuperagiio e purificacdo de anticorpos monoclonais a partir de
sobrenadante de cultura celular € uma etapa de alto custo, uma vez que a sua
utilizagc@o na area terapéutica ou de diagnosticos exige a obtengao do anticorpo
na forma ativa e com alto grau de pureza. Nos processos de purificagdo em escala
industrial € essencial a minimizacdo do numerc de etapas, do tempo e,
consequentemente, do custo total do processo. Desta forma, seria uma economia
em termos de processo, se a IgG, fosse obtida com alto grau de pureza,
alimentando-se a coluna cromatografica com o sobrenadante sem tratamento

prévio, ou seja, sem a necessidade da etapa de precipitagéo.

Assim, para determinar a melhor condicao de alimentacao, foram
testadas trés diferentes situagdes: 1) sobrenadante ndo precipitade sem pré-
tratamento (em tampéao Hepesj), 2) sobrenadante ndo precipitado tratado {com
troca do tampao Hepes para Tris-HCI} e 3} sobrenadante precipitado e dialisado.
A comparacéo dos resultados de cada cromatografia foi feita com base na
quantificacdo de proteina total {método de Bradford), na guantificacéo de IgG,

{teste ELISA) e na homogeneidade e pureza das fracdes das cromatografias
(eletroforese SDS-PAGE).

4.4.1 Sobrenadante de cultura celular néo precipitado sem pré-tratamentc

Nestes experimentos, aliquotas de 50 ml. de sobrenadante de cultura
celular sem pré-tratamento foram injetadas na coluna de leito fixo contendo
PEVA-IDA finamente cortadas com os ions Ni2* ou Zn? imobilizados,
previamente equilibradas com o tampéo Tris-HCI 25 mM a pH 7,0. A eluicao foi
realizada em degraus de 100, 300, 500 e 700 mM de tampéao Tris-HCI a pH 7,0.

As Figuras 4.14 e 4.15 apresentam os resultados obtidos para os dois
ions metalicos testados e a Tabela 4.6 mostra o balanco de proteina total e de

anticorpos de cada etapa das cromatografias,
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Segundo as eletroforeses apresentadas, em ambas as cromatografias, néo
foram obtidas fracées puras de IgG;, sendo que as fracOes obtidas nas etapas de
eluicédo para os dois ions metalicos utilizados, sdo similares na sua composicao,
apresentando baixos valores de recuperacio e massa especifica de anticorpos.
Destacam-se como melhores resultados aqueles obtidos com elui¢éo por 300 mM
de Tris para os dois metais. Comparando-se estes resultados com aqueles obtidos
com o tampao Tris-HCI no item 4.3, nota-se que anteriormente as fragbes de
eluigdo, nos experimentos utilizando os metais Ni2* e Zn?*, apresentaram IgG; de
maior pureza {mediante analise de eletroforese SDS-PAGE). E importante
destacar também a perda significativa de IgG: na etapa de lavagem (14,2% e

21,7%), para ambos os metais estudados.
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Figura 4.14: Cromatografia de sobrenadante de cultura celular néo precipitado sem pré-
tratamento em coluna contendo membrana PEVA-IDA-Ni2*. Perfil cromatografico: tampéo
de lavagem, Tris-HCl 25 mM a pH 7,0; dessor¢fo: gradiente degrau de Tris-HCI 100, 300,
500 e 700 mM a pH 7,0; regeneracio EDTA a 50 mM a pH 6,5. Eletroforese: {I} material
injetado; {1-5) correspondentes aos pontos numerados do cromatograma; (P} 1gG; de alta
pureza.

Essa diferenga na eficiéncia da purificacao da IgG; pode ter ocorrido
devido a uma maior interferéncia das impurezas na interacdo da matriz PEVA-
IDA-Me?* com os anticorpos, uma vez que sem a etapa de precipitacdo, o
sobrenadante de cultura celular apresenta, segundo eletroforese SDS-PAGE, uma

razio concentracao de proteina total/concentracio da IgG; muito maior do que
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Figura 4.15: Cromatografia de sobrenadante de cultura celular néo precipitado sem pré-
tratamento em coluna contendo membrana PEVA-IDA-Zn?*. Perfil cromatografico: tampéo
de lavagem, Tris-HCI 25 mM a pH 7,0; dessorcio: gradienie degrau de Tris-HCI 160, 300,
500 e 700 mM a pil 7,0; regeneracdo EDTA a 50 mM a pH 6,5. Eletroforese: {I} material
injetado; {1-5) correspondentes aos pontos numerados do cromatograma; (P) 1gG; de alta
pureza.

Tabela 4.6: Purificacéo de anticorpos monoclonais (IgG:) a partir de sobrenadante
de cultura celular ndo precipitade sem pré-tratamento em coluna contendo PEVA-
IDA-Me2*,

. . Massa Recuperacao

1

Proteinas(ll  Anticorpol? sspecifica anticorpos P?ator i

Fracdes Purificacio
(mg) {re) {ng AcM /mgj (%)

Nizt  Zn2+ Nit Zn* Ni* Zn*» Nzt Zn?t Ni2v Zn?

Sobrenadante de

cultura celular nio 191 168 2670 2350 i4 14 100 100 1 1
tratado

Lavagem 190 170 380 510 2 3 4.2 21,7 0,1 0,2
Elaicgdo 100 mM Tris 1,3 07 387 0 208 0 145 0 21,3 O©

Eluicdo 300 mM Tris 2,0 1,5 786 633 393 422 294 269 281 30,1
Eluicio 500 mM Tris 07 05 180 208 270 416 7,1 88 193 297
Eluicdio 700 mM Tris 02 04 0 107 © 267 © 45 0 19,1
Regeneracso EDTA 06 07 8 17 13 24 03 07 09 17

{1) Dosagem de proteina total pelo Método de Bradford (2) Dosagem de Ig(G; por teste
ELISA
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no sobrenadante de cultura celular precipitado e dialisado. Além de que, o
tampéao originalmente presente no sobrenadante de cultura celular € o tampéo
Hepes, que por ser zwiterionico, favorece a adsor¢do das proteinas na matriz

cromatografica, agindo de forma semelhante ao tampao Mops estudado

anteriormente.

Baseado nas baixas seletividade e recuperacgio encontradas, os
resultados obtidos nas cromatografias utilizando o sobrenadante de cultura
celular ndo tratade, mostraram que este procedimento ndo € eficiente na

obtengao dos anticorpos monoclonais purificados.

4.4.2 Sobrenadante de cultura celular ndo precipitado tratado

Aliquotas de 50 mL de sobrenadante de cultura celular foram filtradas em
em gel de Sephadex G 25 M, onde o tampao, originalmente Hepes, foi trocado
para Tris-HCI 25 mM a pH 7,0. Em seguida, a solucdo foi injetada na coluna
contendo PEVA-IDA com os ions Ni* ou Zn?* imobilizados, previamente
equilibradas com o mesmo tampéo. A eluicao foi realizada em degraus de 100,
300 ¢ 700 mM de tampao Tris-HCl a pH 7,0. O perfil cromatografico e as
eletroforeses referentes aos picos de cada experimento sfo apresentados nas

Figuras 4.16 ¢ 4.17 e 0 balanco de proteina total e IgG;, na Tabela 4.7.

O balanco das quantidades de IgG; eluidas em cada experimento, mostra
que a troca do tampdéo do sobrenadante de cultura celular favoreceu a purificacao
do anticorpo, quando comparados com a alimentagdo do scbrenadante sem pré-
fratamento obtendo-se fracGes na eluigde com valores mais altos de massa
especifica de IgG: do que aqueles com o sobrenadante n&o tratado. Para ambos
os metais, os melhores resultados de pureza foram obtidos com eluicdo em 700
mM de Tris, onde foram recuperados 44,9% (764 ng} e 42,4% (589 ug) dos
anticorpos injetados, para os metais Ni2* e Zn?*, respectivamente. No entanto, as
eletroforeses das Figuras 4.16 e 4.17 mostram a presenca de muitas impurezas

nas fracoes de eluigdo
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Figura 4.16: Cromatografia de sobrenadante de cultura celular nio precipitado tratado,
em coluna contendo membrana PEVA-IDA-Ni?*. Perfil cromatografico: tampéo de lavagem,
Tris-HC1 25 mM a pH 7.,0; dessorcdo: gradiente degrau de Tris-HC! 100, 300 e 700 mM a
plH 7,0; regeneracéo EDTA a 50 mM a pH 6,5. Eletroforese: {I} material injetado; (1-5)
correspondentes aos pontos numerados do cromatograma; (P} 1gG, de alta pureza.
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Figura 4.17: Cromatografia de sobrenadante de cultura celular néo precipitado tratado,
em coluna contendo membrana PEVA-IDA-Zn?t. Perfil cromatografico: tampdo de
lavagem, Tris-HCI 25 mM a pH 7,0; dessorgio: gradiente degrau de Tris-HCI 100, 300 ¢
700 mM a pH 7.,0; regeneragdo EDTA a 50 mM a pH 6,5. Eletroforese: {I) material
injetado; (1-5) correspondentes aos pontos numerados do cromatograma; (P} 1gG; de alta
pureza.
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Tabela 4.7: Purificacéo de anticorpos monoclonais (IgG:) a partir de sobrenadante
de cultura celular ndo precipitado tratado, em coluna contendo PEVA-IDA-Me?+,

Massa Recuperacio
Especifica anticorpos Fator

S Parificacéo
(mg) (ng) (g AcM /mg) {%)

Proteinas ) Anticorpo 2
Fracdes

Ni%* Zp2* Ni2v Znp?2t Nizv  Zn2* N2t Zn® Ni* Zn2f

Sobrenadante de

cultura celular tratado 141 154 1700 1390 i2 2,0 100 100 1 1

Lavagem 140 148 42 59 0,3 0.4 2,5 4,2 0,062 0,04
Fluicao 100 mM Tris 0,9 0,9 184 218 2044 2422 10,8 157 17,0 2609
Eluicéo 300 mM Tris 2.3 1,6 810 440 332,1 2750 476 316 293 306
Ehaicao 700 mM Tris 1,2 14 764 589 636,7 420,7 449 424 33,1 46,7
Regeneracéo EDTA 0,6 0,9 28 139 487 1544 16 100 39 172

{1) Dosagem de proteina total peloc Método de Bradford {2} Dosagem de IgG; por teste
ELISA

Outro fato importante observado € que, a troca de tampdo do
sobrenadante de Hepes para Tris-HCl favoreceu uma maior adsorcéo de IgG,
havendo menores perdas na etapa de lavagem {menos que 4,5%), para ambos os
metais estudados, o que indica que a contribuicao do tampéo Tris-HCI é relevante
na purificacéo dos anticorpos monoclonais, uma vez que favorece a sua adsorcao
na matriz, e contribui para a obtencdo de fracdes mais puras em IgG: na etapa de

eluicéao.

4.4.3 Scbrenadante de cultura celular precipitado e dialisado

A fim de completar os estudos iniciados no item 4.3, optou-se pela
realizacéo de um nove ensaio utilizando ¢ ion Zn2*, com o qual obteve-se o methor
resultado de purificagdo dos anticorpos, imobilizado em coluna previamente
equilibrada com tampéo Tris-HCl 50 mM a pH 7. A coluna foi alimentada com 5
mL do sobrenadante de cultura celular precipitado e dialisado e a eluicdo foi
realizada por aumento da concentracic de Tris até 700 mM, para promover a
eluicdo da IgG: fortemente adsorvida nas membranas de PEVA-IDA-Zn?+. A
escolha pela adsorcao em tampéo com mais alta concentracdo de Tris ocorreu a
fim de favorecer ¢ aumento da seletividade da matriz cromatografica, diminuindo

a adsorcdo de proteinas indesejadas. A Figura 4.18 apresenta o perfil



75

cromatografico e a eletroforese correspondente ao experimento e a Tabela 4.8

mostra o balango de proteina total e IgG, de cada uma das etapas.
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Figura 4.18: Cromatografia de sobrenadante de cultura celular precipitado e dialisado, em
coluna contendo membrana PEVA-IDA-Zn?*, Perfil cromatografico: tampéo de lavagem,
Tris-HCI 50 mM a pH 7,0; dessorcao: gradiente degrau de Tris-HCl 100, 300, 500 e 700
mM a pH 7,0; regeneracio EDTA a 50 mM a pH 6,5, Eletroforese: (M) marcador de alta
massa molecular; (I} material injetado; {1-5) correspondentes acs pontos numerados do
cromatograma; (P} IgG, de alta pureza.

Tabela 4.8: Purificacao de anticorpos monoclonais {IgGi) a partir de sobrenadante
de cultura celular, precipitado e dialisado, em coluna contendo PEVA-IDA-Zn?+.

Fracoes

Sobrenadante de
cultura celular
precipitado e dialisado

Lavagem

Eluicdo 100 mM Tris
Fluicdo 300 mM Tris
Eluicéo 500 mM Tris
Ehaicdio 700 mM Tris
Regeneracio EDTA

. . Massa Recuperagio
Proteinas {1} Anticerpo ) Especifica antic s F“ator )
Pur li iC
(me) (8  (mAcM/mg (%) oo
27,5 g80 35,7 100 1
26,1 26 1,0 2,7 0,03
0,16 o O O 0
0,32 100 3125 10,2 8.8
0,91 606 665.9 61.8 87
0,52 279 536.5 28,5 15,0
0,54 86 159,3 8.8 4,5

{1} Dosagem de proteina total pelo Método de Bradford (2} Dosagem de IgG, por teste

FLISA
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A eletroforese mostra gque nao hé presenca do anticorpo nas fracoes de
lavagem (faixa 1}, indicando que os anticorpos ficaram adsorvidos na matriz. As
faixas 2, 3, e 4 mostram as proteinas que ficaram adsorvidas e eluiram com 200,
500 e 700 mM Tris respectivamente, nas quais observa-se a presenca da IgG:
juntamente com fracos de impurezas. As profeinas fortemente adsorvidas,
incluindo uma pequena quantidade do .anticorpe, eluiram apenas com a

passagem da solugéo de EDTA 50 mM pH 6,5 (faixa 5).

O balance de massa de cada uma das etapas mostra que, a grande
maioria das proteinas foram eliminadas na etapa de lavagem, restandoc apenas

uma pequena quantidade adsorvida, porém rica em IgGi.

Os resultados de purificagido obtidos com a alimentac&o da coluna PEVA-
IDA-Zn?* com sobrenadante de cultura celular precipitado e dialisado, em
presenca do tampae Tris-HCl 50 mM mostraram que este procedimento foi o mais
eficiente para a obtengdo dos anticorpos monoclonais purificados a partir de
sobrenadante de cultura de hibridomas. Dos valores obtidos, destaca-se aquele
referente as fragbes de eluicdo com 500 mM de Tris, que alcanga a massa
especifica de 665,9 ng de anticorpos por miligrama de proteina total eluida,

correspondendo a 61,8% dos anticorpos alimentados na coluna.

Os anticorpos obtidos nas fragbes de 700 mM de Tris-HCl e o
sobrenadante de cultura celular precipitado e nao precipitado, foram analisados
guanto a sua atividade através de titulagdo por ELISA, visando avaliar uma
possivel perda da atividade do anticorpo devido ao processo de purificacdo. Os
resultados obtidos, apresentados no Anexo C, mostraram que para as trés
amostras avaliadas, a solugéo contendo os anticorpos do tipo IgG; apresentou um
resultado positivo de atividade, até a concentracio aproximada de 0,02 pg de
anticorpo por mililitro de solucdo. Assim, € possivel concluir que, o processe de

purificacac proposto neste trabalho néo afeta a atividade do anticorpo

monaclonal estudado.
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4.5 PURIFICACAO DE IgG: EM DUAS ETAPAS
CROMATOGRAFICAS CONSECUTIVAS

Na busca por melhores resultados de recuperacéio e pureza para a
purificacdo da IgG; a partir do sobrenadante de cultura celular sem pré-
tratamento, ou seja, sem a necessidade da etapa de precipitagao, utilizou-se um
ensaio com duas etapas cromatograficas consecutivas em membranas de PEVA-
IDA-Me?+, a fim de verificar a eficiéncia deste procedimento envolvendo apenas o
principio de afinidade por ions metalicos imobilizados, na purificacdo dos
anticorpos monoclonais estudados. Os experimentos foram realizados segundo
item 3.2.14. O sobrenadante de cultura celular ndo precipitado sem pré-
tratamento foi alimentado na coluna de PEVA-IDA-Ni2+ e a eluicdo foi realizada
com tampéo Tris-HCl 700 mM a pH 7,0. Esta solucédo teve seu tampao trocado
para 50 mM de Tris-HCl a pH 7,0 e foi alimentada em uma segunda coluna
contendo PEVA-IDA-Zn?*. A eluicfio na segunda cromatografia foi realizada por
degrau de concentracdo de Tris no tampéao de adsorgidoc. O cromatograma da
segunda cromatografia ¢ a eletroforese do ensaio completo, estio apresentados na

Figura 4.19 e 4.20 e o balanco de proteina total e de 1gG,, na Tabela 4.9.
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Figura 4.19. Cromatografia para purificacdo de IgG, em coluna contendo membrana
PEVA-IDA-Zn?*. Alimentacdo: proteinas eluidas com 700 mM na primeira cromatografia.
Perfil cromatogréfico: tampéo de lavagem, Tris-HCi 50 mM a pH 7,0; dessorcéo: gradiente
degrau de Tris-HCI 100, 200, 300, 500 e 700 mM a pH 7,0; regeneracédo EDTA a 50 mM a
pH 6,5.
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Figura 4.20: Eletroforese da purificacdo de IgG: utilizando duas cromatografias em
colunas contendo PEVA-IDA-M2*. As faixas 1-4 correspondem a 12 cromatografia: (1)
sobrenadante de cultura celular nao precipitado sem pré-tratamento (alimentacéo); {2}
etapa de lavagem; (3) eluicgo com 700 mM a pH 7,0; (4jregeneragdo com EDTA 50 mM a
pH 6,5. As faixas 5-12 correspondem a 2# cromatografia: (5) alimentacgédo; (6-12)
correspondem as etapas numeradas no cromatograma da Fig. 4.19. (M} marcadores de
massa molecular; (P} 1gG; de alta pureza.

Tabela 4.9: Purificagéo de anticorpos meonoclonais (IgGi:) utilizando duas
cromatografias em coluna contendo PEVA-IDA-Me?+,

Massa Recuperacao

Fragoes Proteina  Anticorpos especifica anticorpos ufi?iggéo
(mg) (ug)  (sg AcM/mg) (%) P

Sobrenadante de

Njz+  cultura celular ndo 142 2840 20,0 100 1
precipitado sem pré-
traftamentn
Lavagem 118 708 6,0 24,9 0,3
Eluicdo 700 mM Tris 2.8 862 307.8 30.3 15.4
Regeneracido EDTA 0,3 8 26,7 0,3 1,3
Proteinas que eluiram

Zn2+ com 700 mM Tris 2,2 980 445,5 100 1
{alimentacao}
Lavagem 0,5 3 5,0 0,3 0,01
Eluicdo 100 mM Tris 0,1 4 40,0 0,4 0,1
Eluicdo 200 mM Tris 0,1 24 240,0 2.4 0,5
Eluic&o 300 mM Tris 0,2 100 500,0 10,2 1,1
Eluicao 500 mM Tris 0,4 210 525,0 21,4 1,2
Fhuicdo 700 mM Tris 0.4 210 525,0 21,4 1,2
Regeneracdo EDTA 0,5 100 200,0 10,2 0,4

(1) Dosagem de proteina total pelo Método de Bradford (2) Dosagem de IgG: por teste
ELISA
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Os resultados obtidos neste ensaio néo indicam uma purificacao eficiente
do anticorpo monoclonal, uma vez que ha presenca de impurezas acompanhando

a IgG: em todas as etapas de eluicio.

Assim, conclui-se que a utilizacdo de duas etapas cromatograficas para a
purificagio de IgG;, nas condigbes estudadas, ndo contribui para a sua obtencao
com alto grau de pureza. Além de que, como ja observado no item 4.4.1, a injegao
de sobrenadante néo precipitado sem pré-tratamento na coluna contendo o metal

imobilizado, acarretou perdas significativas de Ig(G, na etapa de lavagem.

4.6 ISOTERMAS DE ADSORCAO

Uma vez determinada a melhor condiciao de purificacdo dos anticorpos
monoclonais, que consistiu na utilizacdo do ion Zn?* imobilizado e alimentacdo do
sobrenadante precipitado e dialisado e uso do tampéo Tris-HCl, foram realizados
experimentos em frascos agitados visando a determinacdo da isoterma de
adsorcéo da IgG:. Os experimentos foram conduzidos em batelada, a temperatura
ambiente, seguindo o procedimento descrito no item 3.2.16, visando determinar a
capacidade méaxima de adsorcio (gn) € a constante de dissociacdo (K4} do
complexo IDA-Zn2?+-IgG;. Os resultados obtidos para a adsorcdo de IgG: nas
membranas de PEVA derivatizadas com IDA-Zn?* sdo apresentados na Figura
4.21, com os quais ajustaram-se os parametros do modelo de Langmuir através
do método de regressao nao linear de Levenberg-Marquardt. Os valores de gm e Kq
obtidos para este modelo estio apresentados na Tabela 4.10.

Tabela 4.10: Parametros obtidos a partir do ajuste ndo linear do modelo de
Langmuir aos dados de adsorcao de IgG; em membranas de PEVA-IDA-Zn2+

Parimetros IgGa
PEVA-IDA-Zn?*
am (mg/cm?) 54,6 + 7,2
(mg/g) 63,4+84
Ka ™M (8,1 +2,4) x 106

coeficiente de correlacio 0,982
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Figura 4.21: Isoterma de adsor¢éo de IgG) pré-purificada em membranas PEVA-IDA-Zn?*,
Ajuste nédo linear dos parametros segundo modelo de Langmuir.

O coeficiente de correlagido apresenta um valor proximo a 1,0, o que
indica um ajuste satisfatorio dos dados, porém, segundo SHARMA ¢ AGARWAL
(2001), outra maneira de avaliar a validade do modelo de Langmuir , € linearizar
o modelo segundo equacéo de Scatchard {eq. 2.5}, onde a forma do grafico q*/c*
versus g* € particularmente sensivel para indicar a existéncia de interacbes

cooperativas na adsorcao das proteinas no ligante imobilizado (Figura 4.22).
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Figura 4.22: Grafico de Scatchard para os dados de adsorcéo de IgG: pré-purificada em
membranas de PEVA-IDA-Zn2+, R? = 0,63.
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Analisando-se o grafico de Scatchard, pode-se notar que os dados
referentes a adsorcdo de IgG: nas membranas de PEVA-IDA-Zn2+, néio
apresentam um comportamento linear, o que indica a existéncia de desvios do
modelo de Langmuir. Estes desvios podem ser consequéncia de interagdes de
cooperatividade originadas pela natureza macromolecular da proteina e da
existéncia de mniltiplas interagbes entre a matriz e os multiplos grupos funcionais

da biomolécula.

Quando o© modelo de Langmuir n&o representa bem os dados
experimentais, outros modelos empiricos, que levem em consideracao a existéncia
de cooperatividade, heterogeneidade da superficie ¢ formacdo de varias camadas
podem ser utilizados (SHARMA e AGARWAL, 2001).

Aplicou-se entao o modelo empirico de Langmuir-Freundlich (eq. 2.6), que
leva em conta a heterogeneidade das interacdes entre a proteina e o adsorvente. A
Figura 4.23 apresenta os dados experimentais e a curva ajustada segundo o
modelo de Langmuir-Freundlich. Os parametros do modelo, ajustados segundo

método néo linear de Levenberg-Marquardt estido apresentados na Tabela 4,11.

q
(mg de proteina/g de membrana seca)

C* (mg/mL)

Figura 4.23: Isoterma de adsorcio de IgG: pré-purificada em PEVA-IDA-Zn?* com ajuste
nao linear dos parametros segundo modelo de Langmuir-Freundlich
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O ajuste de parametros do modelo apresentou um valor de coeficiente de
correlacaoc também préximo a 1,0, similar ao obtido pelo ajuste de acordo com o
modelo de Langmuir, porém apresenta o parametro Kqus que nfo corresponde ao

valor real da constante de dissociagéo do complexo IDA-Zn2+-1g(G.

Tabela 4.11: Parametros obtidos a partir do ajuste nao linear do modelo de
Langmuir-Freundlich aos dados de adsorcao de IgG: em membranas de PEVA-
IDA-Zn2*.

4me IgG
PEVA-IDA-Zn2*
3 4,6
.. {mg/cm3) 39,7+4,
(mg/g) 46,1+ 5.4
Kapm M) {32+ 1,71 x 10
n 1,66 + 0,47
coeficiente de correlacio 0,987

Segundo o modelo de Langmuir-Freundlich, obteve-se valor de n maior
que 1, o que indica uma cooperatividade positiva, ou seja, a adsorcio de uma

molécula de I1gG; favorece a adsorg&o de outra molécula do anticorpo.

Os valores das constantes de dissociagdo (Ka) e constantes de dissociagéo
aparente (Kqpry), obtidos com ajuste nio Linear dos modelos de Langmuir (8,1 x
10-6 M} e Langmuir-Freundlich (3,2 x 10-¢ M) para a adsorcio de 1gG,, séo valores
tipicos de constantes de dissociagdo que caracterizam os sistemas de afinidade
meédia, cujos valores ideais estdo na faixa de 105 a 107. Em um estudo de
purificacio de anticorpos monoclonais do tipo IgG; através de cromatografias
utilizando varias matrizes de afinidade, ANSPACH e colaboradores (1996)
obtiveram um Ka igual a 4,4 x 105 M para a adsor¢io do anticorpo em gel
Sepharose-IDA-Zn?* e Kq igual a 3,7 x 10-5 M para a adsorcio em gel Agarose-
NTA-Zn?*.

A capacidade maxima de adsorgio de IgG: nas membranas de PEVA-IDA-
Zn?, foi determinada pelo ajuste nfdo linear dos parametros, embora, como
apresentado nas Figuras 4.21 e 4.23, nao tenha sido possivel atingir o nivel de
saturacdo das membranas. Esta impossibilidade de alcancar a capacidade
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maxima da membrana, ocorreu devido a dificuldade de obtencido de solugéo
concentrada de anticorpos monoclonais pré-purificados (maior que 5 mg/mlL) em
coluna de proteina G-Sepharose. Os valores de qn obtidos com o ajuste dos
parametros com os modelos de Langmuir (63,4 mg/g de membrana seca ou 54,6
mg/cm?3} e Langmuir-Freundlich (46,1 mg/g de membrana seca ou 39,7 mg/cm?),
demonstram uma alta capacidade de adsorcao da membrana de PEVA
derivatizada e sfo superiores aos obtidos por ANSPACH e colaboradores (1996),
que obtiveram gum igual 5,8 e 15,8 mg/cm3 para adsorcio de IgG: em gel de
Sepharose-IDA-Zn? € Agarose-NTA-Zn?*, respectivamente.

4.7 DETERMINACAO DA CURVA DE RUPTURA

A fim de determinar as curvas de ruptura para a cromatografia em
membranas de PEVA-IDA-Zn?*, visando a purificacdo de IgG: a partir de
sobrenadante precipitado e dialisado, foram realizados experimentos de filtracéao
em modo tangencial, utilizando um médulo de vidro que foi construido em nosso
laboratorio {conforme procedimento descrito no item 3.2.17). No méddulo
construido foram colocadas 200 fibras ocas, obtendo-se 71,63 cm? de area
superficial, 0,157 cm? de volume e 0,136 g de membrana seca. Apds a construcéo
do modulo, as membranas foram ativadas com epicloridrina e derivatizadas com

o agente quelante IDA, conforme procedimento descrito no item 3.2.17.

Avaliacdo da eficiéncia de imobilizacdao do agente quelante

A eficiéncia da imobilizacao do agente quelante IDA nas membranas de
PEVA, foi medida através da determinacic da densidade de Cu?+ quelatado.
Utilizando o procedimento descrito no item 3.2.17, foi determinada a capacidade
de quelacdo de 150 umol de Cu?* por grama de membrana seca. Esta capacidade
é aproximadamente 4 vezes maior do que aguela obtida com as membranas
finamente cortadas (37umol de Cu2/g membrana), que foram utilizadas nas

cromatografias. Este aumento da capacidade possivelmente se deve a ativagio
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mais eficiente das membranas contidas no moédulo, devido ao procedimento
utilizado. No caso da ativacao do cartucho, as soluctes de epicloridrina e IDA,
utilizadas na derivatizacio das membranas, foram alimentadas através de uma
bomba peristaltica no modulo de filtragdio, em modo tangencial, forcando a
passagem da fase moével pelo interior dos poros da membrana. Este procedimento
favoreceu a transferéncia de massa até o interior dos poros e promoveu a ativagio

da membrana pela epicloridrina e conseqientemente a imobilizacao do agente

quelante de modo mais eficiente.

Experimentos de fitracdao

Nos experimentos de filtracio para determinacio das curvas de ruptura,
a solucdo foi alimentada no médule de fibras ocas em modo tangencial, com
sobrenadante de cultura celular precipitado e dialisado (aproximadamente 6,5
mg/ml}, a vazdes de alimentacao (@) de 0,6, 1,4 e 2,4 mL/min. A razdo entre a
vazio do filtrado e a vazdo de alimentacio {Qr/Qi) foi mantida constante em 0,5
através de uma bomba peristaltica instalada na linha do filtrado, enquanto a
linha do retentado permaneceu aberta. O tempo de residéncia calculado foi de
31,4, 13,4 ¢ 7,8 segundos, respectivamente. A fim de determinar o ponto onde
iniciou a saida de IgG; da coluna, ou seja o ponto a partir do qual houve a perda

do anticorpo, realizou-se urna eletroforese SDS-PAGE das fracbes coletadas de

cada ensaio.

As Figuras 4.24, 4.25 e 4.26 apresentam as curvas de ruptura e as
eletroforeses obtidas em cada ensaio. A curva de ruptura para a linha de
retentado atinge o patamar de saturagao quase que imediatamente apds o inicio
da alimentacéo. Por outro lado, a curva obtida para a linha de filtrado, sobe mais

lentamente alcancando o patamar de safuracio apds algum tempo, que variou,
de acordo com cada vazio utilizada.
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Figura 4.24: {a) Curva de ruptura obtida para as linhas de fltrado e retentado Qy = 0,3
ml./min. {b} eletroforese das fragdes de filtrado recolhidas: Faixas: (M) marcadores de alta
massa molecular; {1-9} correspondentes aos pontos da curva de ruptura.
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Voltime {ml}

Figura 4.25: (a) Curva de ruptura obtida para as linhas de filtrado e retentado Qr = 0,7
mL/min. {b} elefroforese das fractes de filtrado recolhidas: Faixas: (M) marcadores de alta
massa molecular; (1-9} correspondentes aos pontos da curva de ruptura,
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retentado

CiCo

(a)

Volume {mL)

170kDa
I
116kDa &6
76 kDa
53 kDa (b)

Figura 4.26: {a} Curva de ruptura obtida para as linhas de filtrado e retentado Qr = 1,2
ml./min. (b} eletroforese das fracdes de filtrado recolhidas: Faixas: (M) marcadores de alta
massa molecular; (1-9) correspondentes acs pontos da curva de ruptura.

Segundo a Figura 4.24 a IgG; comeca a sair da coluna a partir do ponto 3
da curva, ou seja, apos a passagem de 8,0 ml de sobrenadante (faixa 3 da
eletroforesej, correspondendo a 26,6 minutos de alimentacdo e sua presenca nas
fracdes de saida aumenta a cada ponto {faixas 4 a 9 da eletroforese} analisado.
Assim, determinou-se que o ponio de ruptura para a IgG:, a uma vazio de
filtrado de 0,3 mL/min, como sendo apods a passagem de 8,0 mL do sobrenadante
precipitado e dialisado pelo médulo de filtragao.

No ensaio utilizando uma vazao de filtrado {Qr) igual a 0,7 mL/min, nota-
se que IgG, sai da coluna apés a passagem de 5,3 mL de sobrenadante {faixa 3),
caracterizando o ponto de ruptura para a IgG,, correspondente a esta vazio, apos
7,6 minutos de alimentacdo do moédule com o scbrenadante precipitado e
dialisado.

Nos resultados obtidos com o experimento no qual utilizou-se Q igual a
1,2 mL/min, nota-se, segundo a eletroforese SDS-PAGE (faixa 3}, que o ponto de
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ruptura da IgG: da coluna {ponto de ruptura) ocorre nc ponto 3, apés 4,6
minutos de alimentacgdo, com volume correspondente a 6,5 mlL de sobrenadante

precipitado e dialisado.

Durante a execucgdo dos ensaios acima, foram monitoradas as vazdes de
filtrado, que permaneceram constantes para as vazdes de 0,3 e 0,7 mL. No
experimento utilizando Qr igual a 1,2 mL/min, observou-se uma queda na vazio,
conforme apresentado na Figura 4.27, onde sdo comparadas as trés curvas de

ruptura obtidas.

Como podem ser observadas na Figura 4.27, as curvas de ruptura para
proteina total ndo se diferenciam muito com a variagdo da vazao de filtrado.
Porém ao analisarmos as eletroforeses, observa-se que o ponto de ruptura para a
1gG,, variou em cada experimento. Nota-se que nas vazdes de 0,3, 0,7 e 1,2
mL/min os pontos de ruptura foram apés a passagem de 8,0, 5,3 e 6,5 mL de
sobrenadante de cultura celular, ou seja, ocorrendo apés 26,6, 7,6 e 4,6 minutos
ap6s o inicio da alimentacdo, respectivamente. Esta observagio nos permite
concluir que se utilizando menor vazio aumenta-se a capacidade dinamica do
moédulo de filtragdo. Conforme a Figura 4.27, a vazéo de filtrado néo se manteve
constante, o que indica a ocorréncia de colmatacdo da membrana, causado
possivelmente, pelo actimulo de material protéico nos poros. Este fato pode vir a

alterar o comportamento da curva de ruptura, bem como o inicio da saida de IgG;

do médulo de filtracédo (ponto de ruptura).

A fim de avaliar a seletividade das membranas na purificacéo de IgG; e
compara-la com os resultados obtidos com as membranas finamente cortadas,
empacotadas na coluna cromatografica, efetuou-se a lavagem do médulo, para a
retirada das proteinas que néo foram adsorvidas pelo ion metalico, seguida da
eluicdo em degraus de concentragio de Tris-HCl de 100 a 700 mM. O perfil
cromatografico tipico, dentre trés realizados, acompanhado da eletroforese

correspondente aos picos obtidos, estdo apresentados na Figura 4.29.
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Figura 4.27: {a) Curvas de ruptura obtida para as linhas de filtrado para as diferentes
vazdes estudadas (b} Vazao de filtrado ao longo de cada ensaio.
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Figura 4.29: Perfil cromatografico tipico obtido nas etapas de lavagem e eluicdo dos
experimentos de filtragdo realizados com o moédulo contendo as membranas PEVA-IDA-
Zn?. Alimentacfio: sobrenadante de cultura celular precipitado e dialisado até saturacéo.
Tampéo de equilibrio e lavagem, Tris-HCl 50 mM a pH 7,0; dessorgdo: gradiente degrau
de Tris-HCI 100, 300, 500 e 700 mM a pH 7.0; regeneragcido EDTA a 50 mM a pH 6,5.
Eletroforese: (M) marcador de alta massa molecular; {I) material injetado; (L) fracbes da
f1ltima etapa de lavagem {1-5) correspondentes aos pontos numerados do cromatograma;
(P} 1gG; de alta pureza.
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Segundo a eletroforese SDS-PAGE apresentada na Figura 4.29, os
resultados de purificacido obtidos com o méddulo de filtracio sdo similares aqueles
referentes aos experimentos cromatograficos utilizando as membranas finamente
cortadas, indicande que ndo ha perda da eficiéncia de purificacdo dos anticorpos
monocionais a partir de sobrenadante de cultura celular, quando se utiliza a
filtracdo nas membranas de PEVA-IDA-Zn2t, Este resultado confirma a
viabilidade de utilizagéo da filtracdo em membranas de afinidade em processos de
purificacdo de anticorpos do isotipo IgG;, aliando a alta capacidade
hidrodinamica da membrana com a alta seletividade das matrizes de afinidade.



a1
CAPITULO 5

CONCLUSOES E SUGESTOES PARA OS PROXIMOS
TRABALHOS

5.1 CONCLUSOES

A cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados foi utilisada
neste trabalho como uma alternativa para a purificacio de IgG; anti-TNP, a partir
de sobrenadante de cultura celular.

Com base na literatura consultada, pdde-se visualizar o potencial de uso
desta técnica, uma vez que a cromatografia de afinidade por ions imobilizados,
bem como a filtracdc em membranas de afinidade, ja foram utilizadas na
recuperacdo e purificacio de anticorpos monoclonais e aliando-se as duas
técnicas, obtém-se as vantagens oferecidas por ambas. Para tanto, foram
realizados experimentos variando-se as condigbes de adsorgio e eluicdo e
também trés diferentes tipos de alimentacéo.

Os resultados obtidos permitem concluir que a cromatografia de afinidade
por ions metalicos imobilizados € uma técnica potencialmente viavel para a
purificacido de anticorpos monoclonais do tipo IgG: a partir de sobrenadante de
cultura cehular, proporcionando a obtencdo de anticorpos purificados, na

presenca de aproximadamente 30% de impurezas.
Cutras conclusdes relevantes obtidas foram:

a) A preparacao das membranas de PEVA através da ativacio com
epicloridrina e imobilizacao do agente quelante IDA foi eficiente, resultando numa

capacidade de imobilizacdo de metal nas membranas comparavel com valores

encontrados, para géis, na literatura;

b} O sistema tamponante influencia na adsorcio seletiva da matriz
PEVA-IDA-Me?*, sendo que o tampéo que favoreceu a melhor condigdo de
adsorcao foi o tampéao Tris-HCJ;



92

c} O total de proteinas adsorvidas pelos ions Cu?t, Ni2*, Zn2+ e Co?*,
nos diferentes tampdes, segue a regra estabelecida por SULKOWSKI (1989), para

a forca de retengao de proteinas contendo histidinas acessiveis, em géis IDA-Me?;

d} A alimentagac da coluna com sobrenadante de cultura celular nao
precipitado e sem pré-tratamento favoreceu a perda de anticorpos da coluna na

etapa de lavagem;

e} A utilizagdo de duas etapas cromatograficas consecutivas néo
melhorou os resultados de purificacdo da IgG, a partir de sobrenadante de
cultura celular nao precipitado e sem pré-tratamento;

f) A melhor condigéo utilizada para a purificacdo foi a alimentacgéo de
sobrenadante de cultura celular precipitado e dialisado em coluna contendo
PEVA-IDA-Zn?*, em presenca de tampéo Tris-HCl 50 mM a pH 7,0 e eluigdo por
aumento de concentracdo de Tris, sendo que o melhor resultado de purificacéo foi
o obtido nas fracoes eluidas com 500 emM de Tris, que alcancou a massa
especifica de 665,9 pg de anticorpos por miligrama de proteina total eluida,
correspondendo a 61,8% dos anticorpos alimentados na coluna;

g} Os testes de titulagéo por ELISA do anticorpo purificado mostraram

que o processo de purificacdo proposto ndo altera a atividade do anticorpo;

h) Os experimentos de equilibrio para a obtencéo da isoterma de
adsorcao de IgG: pré-purificada nas membranas de PEVA-IDA-Zn?*, com o ajuste
dos parmetros segundo o modelo de Langmuir, forneceu valores de K; igual a
8,1 x 106 M, valor este caracteristico de processos de pseudobiocafinidade e
capacidade maxima de adsor¢ao (qn) igual a 63,4 mg/g de membrana seca (54,6

mg/cm?), que se compara aos valores encontrados na literatura;

i) As curvas de ruptura obtidas a partir dos experimentos utilizando o
modulo de filtracéo, permitiram concluir que o ponte de ruptura da IgG varia com

a vazao de filtrado, sendo que a medida que a vazao aumenta a capacidade de

retencéao da coluna diminui.
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5.2 SUGESTOES PARA 0OS PROXIMOS TRABALHOS

Diante dos resultados de purificacdo dos anticorpos monoclonais do tipo
IgG: obtidos através da cromatografia de afinidade por ions metalicos
imobilizados, torna-se relevante a continuagio da pesquisa envolvendo este tema.

Assim, as sugestdes aqueles que dardo continuidade a este trabalho sdo:

. Testar a utilizacdo de outros agentes quelantes para a imobilizacdo
do metal na matriz;

. Testar a utilizagdo de outros tipos de membranas como matriz na
purificacao dos anticorpos.

. Verificar a eficiéncia deste processo na purificacéo de IgG de outras

fontes.

» Realizar testes de aumento de escala, utilizando para isso o médule

comercial de fibras ocas.
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ANEXO A

A seguir esta apresentada a tabela contendo o balango de massa das

precipifagbes realizadas para a execucéo dos experimentos.

Tabela Al: Resultados obtidos nas precipitacées de sobrenadante de cultura
celular

Sobrenadante de cultura celular Apés precipitacio com sulfato de
{material inicial}. ambnio 50% e didlise
Conc. Cone.
Precipitagbes Volume Proteina Massa de Volume Protie!ina Massa de
Proteina Proteina
{mL} total total {mg) {mL} total total {mg)
{mg/ml) {mg/mkL)

1 125 4,1 512,5 21,2 5,9 125,1

2 340 4.2 - 1428,0 22,0 10,5 237,3

3 4530 a0 3,8 21710,0 33,9 10,1 342,4

4 400 5,0 ' 2000,0 26,5 9,5 2517

5 490 3.8 1862,0 37,6 9.6 361,0
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ANEXO B

A fimn de determinar o ponto isoelétrico do anticorpo em estudo, utilizou-
se a eletroforese IEF de uma amostra de IgG, de alta pureza, purificada através
de cromatografia de afinidade em gel G Sepharose 4 F I,

Figura Bl: Eletroforese IEF, gradiente 3 a 9 {Phast gel). Revelagdo com nitrato de prafa.
Amostra de IgG; obtida através cromatografia de afinidade em gel G Sepharose 4 F.F.
Faixas: (M) marcador de ponto isoelétriceo; (1) IgG, de alta pureza.
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ANEXO C

Visando avaliar uma possivel perda da atividade do anticorpo devido ao
processo de purificacio, foram realizadas titulacbes por ELISA dos anticorpos
monoclonais purificados obtidos nas fragdes de 700 mM de Tris-HCl e do
sobrenadante de cultura celular precipitado e nao precipitado. Os resultados
estio apresentados na Tabela C1.

Tabela Cl: Titulagdo por Elisa para determinacio da atividade do anticorpo
monoclonal do tipo IgG,

pfe?:i::::::l:t:nn;:é Sobrena:m;e:ipitado IgG: purificado
tratamento

492 am pg/ml 492 nm ng/mL 492 nm pg/mL
0,361 0,260 0,569 3,300 0,319 0,330
0,226 0,130 0,507 1,650 0,179 0,165
0,138 0,065 0,439 0,825 0,118 0,082

0,094 0,032 0,333 0,412 0,069 0,041
0,051 0,016 0,235 0,206 0,045 0,021
0,032 0,008 0,139 0,103 0,012 0,010
0,048 0,004 0,085 0,052 0,018 0,005
0,055 0,002 0,041 0,026 0,012 0,003

Considera-se os valores de densidade Optica (492 nm) imediatamente superior a
3x o valor médio da densidade 6ptica (DO) do controle negativo, como sendo o
valor de atividade positiva minima aceita na andalise. (1) DO do controle negativo
igual a 0,078; {2} DO do controle negativo igual a 0,033.



