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Resumo

As imunoglobulinas (em particular, Imunoglobulina G (IgG)) tém uma
aplicacdao ampla, sendo essenciais em testes de diagnédstico in vitro, em terapia,
andlises e investigacdo em diversas areas. Muitos estudos tém sido realizados
visando a purificacdo de IgG, destacando-se as técnicas de adsorcado seletiva,
como as cromatografias de troca iGnica, negativa e de afinidade. Neste contexto,
aplicou-se a cromatografia negativa com diaminas imobilizadas para purificacao
de lIgG a partir do soro e plasma humano em uma unica etapa, visando a obtencao
de um alto grau de pureza. Os experimentos cromatograficos envolveram cinco
etapas: condicionamento, alimentacao, lavagem, eluicao e regeneracéo da coluna
cromatografica. Para determinacao do melhor ligante para adsorcao de impurezas,
realizaram-se ensaios com 0s adsorventes w-aminopropil-agarose, w-aminohexil-
agarose, w-aminohexil-bisoxirano-agarose, w-aminooctil-agarose, w-aminodecil-
bisoxirano-agarose, w-aminododecil-bisoxirano-agarose e DEAE-agarose na
presenca de diferentes sistemas tamponantes. De acordo com eletroforeses SDS-
PAGE e analises nefelométricas das frac6es dos picos de proteinas obtidos, a
melhor condi¢do utilizada para a purificacdo de IgG a partir de soro e plasma
humano diluido em HEPES 25 mM a pH 6,8 e MOPS pH 7,9, respectivamente, em
w-aminohexil-bisoxirano-agarose, atingindo fator de purificacdo de 6,8 vezes e
pureza superior a 95%. As isotermas de adsor¢cdo de albumina, principal impureza
do soro e do plasma humano, ajustadas pelo modelo de Langmuir, indicaram alta
capacidade de adsorcao de albumina dos géis w-aminohexil-bisoxirano-agarose e
w-aminodecil-bisoxirano-agarose, de 206,6 e 78,6 mg/mL de adsorvente,
respectivamente. Os adsorventes w-aminohexil-bisoxirano-agarose e w-
aminodecil-bisoxirano-agarose mostraram-se mais eficientes para purificacdo de
lgG em termos de rendimento (76,8 e 74,7%, respectivamente) e capacidade
dindmica (4,23 e 4,51 mg de IgG/mL de adsorvente, respectivamente), do que o
gel controle DEAE-agarose (51,9% de rendimento e 3,19 mg de IgG/mL de
adsorvente).
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Abstract

Immunoglobulins, in particular immunoglobulin G (IgG), have a broad
application range and are essential to in vitro diagnostic tests, in therapies and
researches in several fields. Many studies have been done aiming IgG purification,
mainly using techniques of selective adsorption, such as ion exchange
chromatography and negative affinity. In this context, the concept of negative
chromatography with immobilized diamines was used for IgG purification from
human serum and plasma in a single step, aiming to obtain high pure IgG.
Chromatographic experiments involved five steps: conditioning, feeding, washing,
elution and regeneration of the column. In order to determine the best condition for
adsorption of impurities, trial experiments were performed with w-aminopropyl-
agarose, w-aminohexyl-agarose, w-aminooctyl-agarose, w-aminodecyl-agarose,
w-aminododecyl-agarose and DEAE-agarose using different buffer systems.
According to SDS-PAGE and nephelometry analysis, the most selective adsorbent
was w-aminohexyl-bisoxyrane-agarose using HEPES 25 mM pH 6.8 and MOPS
pH 7.9 buffers for IgG purification from human serum and plasma, respectively,
reaching purification factor of 6.8 times and purity of over 95%. Adsorption
isotherms of albumin, main impurity of the human serum and plasma, adjusted by
the Langmuir model, showed a high capacity of absorption of albumin by the gels
w-aminohexyl-bisoxyrane-agarose and w-aminodecyl-bisoxyrane-agarose, of
206,6 and 78,6 mg/mL of adsorbent, respectively. The absorbents w-aminohexyl-
bisoxyrane-agarose and w-aminodecyl-bisoxyrane-agarose showed more efficient
for the purification of IgG regarding the yielding (76,8 and 74,7%, respectively) and
dynamic capacity (4,23 and 4,51 mg of IgG/mL of absorbent, respectively), than
the control gel DEAE-agarose (51,9% of yield and 3,19 mg of IgG/mL of

adsorbent).



Capitulo 1: Introducao

1.1. Imunoglobulinas e sua relevancia

A industria de hemoderivados (produtos obtidos a partir do plasma ou soro
humano) nos anos de 1940 a 1970 tinha a albumina como produto principal. O
panorama se alterou nos anos 80 e 90 do século passado, cujo foco foi o fator VIII,
quando ainda nao se produzia o fator VIII via tecnologia do DNA recombinante.
Com a regulamentacao da produgcao em larga escala do fator VIl recombinante,
as imunoglobulinas assumiram o papel preponderante dentre todos os
hemoderivados na primeira década deste século, transformando o fator VIIl e a
albumina quase que em subprodutos do fracionamento do plasma e,
consequentemente, intensificando o estudo sobre purificacdo de imunoglobulinas
(Hemoderivados, 2006).

Imunoglobulinas sao os principais constituintes do sistema imune humano,
atuando no reconhecimento de antigenos (Roque et al., 2004). As imunoglobulinas
G (IgGs) de origem humana, com alto grau de pureza, tém sido empregadas como
prescricoes terapéuticas nos seguintes casos (Bernard et al., 1990; Kempf ef al.,
2007):

a) de imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas (por exemplo, AIDS),
onde o paciente pode apresentar deficiéncia global ou de alguma subclasse de
lgG;

b) de tratamento de deficiéncias seletivas de anticorpos, como no caso de
inflamagdes crénicas, no qual a producdo de anticorpos é insuficiente para
combater a doenca;

c) de tratamento de doencgas auto-imunes. Por exemplo, no caso da
purpura trombocitopénica, a injecao intravenosa de IgG eleva em poucas horas o

nivel de plaquetas;
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d) de tratamento de alguns tipos de cancer (por exemplo, leucemia

linfocitica crbnica).

As doencas acima citadas requerem, geralmente, grandes doses de IgG
para o seu tratamento, doses essas que podem chegar a varios gramas por
paciente por ano (Bernard et al., 1990; Kempf et al., 2007). Como a demanda de
imunoglobulinas é alta, os paises que nao as produzem em larga escala
necessitam importa-las (Hemoderivados, 2006). A necessidade atual de
imunoglobulinas no Brasil € de 25,5 ton, porém, no Brasil, a producdo de
hemoderivados € restrita, no momento, a uma unica planta piloto localizada em
Recife, que produz exclusivamente albumina (producéo esta que atende somente
a 6% da demanda nacional de albumina) (Hemoderivados, 2006). Assim, o Brasil
despendeu, no ano de 2005, aproximadamente R$ 430 milhdes com a importacao
de hemoderivados, sendo 37% deste valor correspondente as imunoglobulinas
(Hemoderivados, 2006).

Devido a estes problemas de producdo de hemoderivados no Brasil, foi
criada a empresa publica de Hemoderivados e Biotecnologia — HEMOBRAS, que
tem previsdo para inicio de operacdo no ano de 2010. A fabrica tera capacidade
de fracionar 500 mil litros de plasma por ano, tornando assim o pais auto-
suficiente na producdo de albumina, imunoglobulinas e fator IX, além de poder
suprir de 35% a 40% da demanda do fator VIIl. Em relacdo a tecnologia, a
HEMOBRAS vai permitir que o pais domine todas as etapas do processo
produtivo num setor atualmente concentrado em poucos paises (Hemobras,
2006).

1.2. Tecnologias de purificacao de IgG humana

Tradicionalmente as industrias farmacéuticas purificam IgG a partir do
plasma humano (seja para aplicacbes intravenosas ou intramusculares) pela
técnica de precipitacdo com etanol, de acordo com o procedimento descrito por
Cohn et al., (1946). Atualmente, a purificacao de proteinas do plasma utilizando
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métodos mais seletivos (cromatograficos), tem sido vista pela industria
farmacéutica como uma operacdo indispensavel antes da utilizacdo destas no
campo terapéutico, uma vez que proteinas altamente purificadas limitam os riscos
de efeitos colaterais nos pacientes, aumentando a eficacia clinica (Burnouf, 1995;
Burnouf e Radosevich, 2001). Processos cromatogréaficos tém sido empregados
apos as etapas de precipitacdo com etanol com o intuito de remover proteinas
contaminantes ou para eliminar produtos quimicos para a inativacdo viral da
solucao de IgG (Burnouf e Radosevich, 2001). Tais processos sdo baseados em
técnicas envolvendo cromatografia de troca ibnica e, como os adsorventes
empregados ndo apresentam alta seletividade, sdo necessarias etapas adicionais
para eliminacao de contaminantes para obter-se, no final do processo, IgG com
grau de pureza acima de 95% (Tanaka et al., 1998 e 2000; Burnouf e Radosevich,
2001).

A purificacdo de IgG tem sido também realizada por cromatografia de
afinidade com proteinas A e G imobilizadas. Nestes processos, devido a alta
especificidade do ligante acoplado a fase estacionaria, a etapa inicial de
precipitacdo pode ser evitada, possibilitando a purificagdo de IgG em uma Unica
etapa. Contudo, a contaminagdo do produto com tracos do ligante devido ao
desprendimento deste sob as condi¢cdes de eluicdo a valores de pH muito baixos,
representa um sério problema para solucdes protéicas destinadas a aplicacao
terapéutica. Além disso, a sanitizagdo sob condi¢des drasticas pode inativar com o
tempo estes ligantes, levando a perda da capacidade de adsorcao. Em adicéo, o
alto custo desta técnica tem limitado a sua utilizagao (Anspach et al., 1996).

A fim de contornar os problemas inerentes a cromatografia de afinidade
para purificacdo de IgG em uma Unica etapa, tem sido proposto o emprego de
ligantes de menor tamanho, mais simples e de baixo custo, tais como aminoacidos
(El-Kak e Vijayalakshmi, 1991; Bueno et al., 1995, 1996; Ventura et al., 2001;
Canak et al., 2004), peptideos (Yang et al., 2005) quelatos metdlicos (Vancan et
al., 2002; Bayramoglu et al., 2006), ligantes tiofilicos (Boschetti et al., 2002), além
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de outras técnicas cromatograficas, como a cromatografia negativa (Lowe et al.,
1982; Bird et al., 1984; Persson 1987; Tanaka et al., 1998 e 2000, Pitiot et al.,
2001, Bresolin et al., 2009).

1.3. Cromatografia negativa para purificacao de IlgG humana

A técnica de cromatografia negativa, empregada ha varias décadas para
purificacdo de IgG de diversas fontes, é baseada na nao interagcdo da proteina
alvo com o adsorvente, enquanto as outras proteinas contidas na solucdo de
alimentacao sao adsorvidas. Em 1959, Fahey e Horbett estudaram o desempenho
de adsorventes anidnicos, como DEAE, para purificacdo de IgG humana por
cromatografia negativa. Na década de 80, Lowe e colaboradores (1982), Bird e
colaboradores (1984) e Persson (1987) utilizaram DEAE-celulose para pré-
purificar IgG humana total (contendo todas as subclasses) por cromatografia
negativa com a finalidade de separar subclasses de IgG por cromatografia de
afinidade (positiva e negativa) em agarose contendo anticorpos monoclonais anti-
subclasses 1, 2, 3 e 4 imobilizados. Os autores, ndo divulgaram, no entanto, o
grau de pureza da lgG total pré-purificada por cromatografia negativa em DEAE-

celulose, tampouco o rendimento obtido no processo.

Mais recentemente, Tanaka e colaboradores (1998, 2000) e Martin (2006)
relatam o emprego de cromatografia negativa em trocadores aniénicos (DEAE- e
Q-Sepharose FF) como uma das etapas do processo de purificacdo de IgG
humana. Como os autores descrevem um processo multietapas para purificacdo

de lIgG, somente o rendimento global e pureza final do produto sao divulgados.

Pitiot e colaboradores (2001) demonstraram a potencialidade da técnica
da cromatografia negativa para a purificagcdo de IgG a partir do plasma humano
empregando o ligante pseudobioespecifico histidina imobilizado via espagador
aminohexil em gel de agarose (aminohexil-histidina-agarose), obtendo-se IgG
humana nas fragées nao retidas. Neste trabalho, os autores dosaram somente
lgG e albumina (Alb) nas fragbes cromatograficas, ndo fornecendo informagdes a
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respeito da ndo retencdo ou adsorcdo de outras proteinas que se encontram
relativamente em altas concentragdes no plasma (ndo dosaram imunoglobulina M
(IgM), imunoglobulina A (IgA) e transferrina (Trf), por exemplo). Para obter IgG
com alta pureza eletroforética, o plasma necessitou ser diluido 20 vezes antes de
ser alimentado na coluna. Contudo, para menores fatores de diluicdo, 1gG foi
obtida nas fragdes n&o retidas contaminada com outras proteinas, principalmente

albumina e transferrina.

Ainda segundo Pitiot et al, (2001), proteinas do plasma humano sao
adsorvidas em aminohexil-histidina-agarose a baixos valores de forga ibnica. A
adsorcdo pode ser devido a propriedades estruturais da biomolécula como a
presenca de uma reparticdo particular de cargas, e ndao devido a uma funcéo
biol6gica. Os grupamentos NHs* e o anel imidazol do aminoacido histidina
imobilizado contribuem predominantemente nas interacdes eletrostaticas (carga-
carga e carga-dipolo), em cooperacdo com outras interacées tais como
hidrofébicas, pontes de hidrogénio e Van der Waals.

Com base nos estudos dos diversos autores citados (Lowe et al., 1982;
Bird et al., 1984; Persson, 1987; Tanaka et al., 1998 e 2000; Pitiot et al., 2001 e
Martin, 2006), pode-se concluir que ligantes com carga positiva contendo
grupamentos amina (primaria, secundaria ou tercidria) sdo candidatos a serem

empregados em processos de purificacao de IgG por cromatografia negativa.

Fundamentado nisso, nosso grupo de pesquisa desenvolveu trabalhos na
area de cromatografia negativa utilizando a poliamina TREN (Tris (2-aminoetil
amina)) imobilizada em géis de agarose, nos quais IgG foi purificada em uma
Unica etapa a partir do soro humano, atingindo-se um grau de pureza superior a
90% (Santos et al., 2006a, 2006b; Bresolin et al., 2009). Diante dos resultados de
purificacdo de 1gG por cromatografia negativa com TREN imobilizado, investigou-
se, neste trabalho, o potencial de utilizagdo de diaminas lineares, tais como 1,3
propanodiamina, 1,6 hexanodiamina, 1,8 octanodiamina, 1,10 decanodiamina e
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1,12 dodecanodiamina como ligantes para a purificacdo de IgG humana por

cromatografia negativa.

1.4. Objetivo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho de adsorventes com
diaminas lineares imobilizadas através de uma das aminas em gel de agarose
visando purificar IgG humana por cromatografia negativa, em uma unica etapa,
com alto grau de pureza (no minimo de 90%) a partir do soro e plasma humano.

Para atingir o objetivo proposto, esta pesquisa constou das seguintes

etapas:

- Estudo do efeito do numero de carbonos (3, 6, 8, 10 e 12) da diamina
linear imobilizada e do tipo de ativacao do gel (CNBr e bisoxirano) no grau de
pureza da IgG humana purificada por cromatografia negativa. Foram realizados
ensaios cromatograficos com soro e plasma humano, pois sao as matérias-primas
empregadas para purificagdo de IgG. Nestes estudos variou-se o sistema
tamponante (MES, MOPS e HEPES) e pH do tampéao utilizado na etapa de

alimentacao;

- Estudo do efeito da diluicdo do soro e plasma humano na purificacdo de
lgG por cromatografia negativa. Foram realizados inicialmente ensaios com a
diluicdo de 20 vezes para todos os adsorventes testados, pois na literatura
consultada (Pitiot et al., 2001) obtiveram melhores resultados de purificacdo de
lgG para esta condicdo. A diluicdo de 10 vezes para soro e plasma humano foi
analisada para os adsorventes w-aminohexil-bisoxirano-agarose e w-aminodecil-
bisoxirano-agarose, visto que os pesquisadores citados também estudaram esta

condicao;

- Determinacdo das curvas de ruptura (“breakthrough”), que permitem
determinar a capacidade dindmica dos adsorventes, quanto soluto € perdido no
efluente e, o tempo de processo. Definiu-se que o ponto de ruptura destas curvas
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€ o ponto em que a lgG comeca a ser detectada com impurezas na saida da
coluna. Este procedimento é utilizado em processos industriais para minimizar a
perda de produtos na linha de saida durante a etapa de alimentacao (Charcosset
et al., 1995);

- Ensaios cromatograficos com o adsorvente controle DEAE-agarose, que
€ um gel utilizado também por varios autores para purificagdo de IgG, a fim de
comparar os resultados desta cromatografia classica com os obtidos neste
trabalho da purificacdo empregando-se diaminas lineares imobilizadas em

agarose,;

- Determinacéao dos pontos isoelétricos (pl) das moléculas de IgG que séo
adsorvidas e nao adsorvidas nas matrizes w-aminohexil- e w-aminodecil-
bisoxirano-agarose (adsorventes cuja IgG purificada foi obtida com pureza acima
de 95%). Experimentos cromatogréficos e eletroforese de focalizagdo isoelétrica
(Isoelectric Focusing — IEF) foram realizados para a obtengao destes resultados;

- Determinacao de isotermas de adsorcao de IgG e albumina por meio de
ensaios em tanques agitados, utilizando os adsorventes w-aminohexil-bisoxirano-
agarose e w-aminodecil-bisoxirano-agarose (adsorventes cuja IgG purificada foi
obtida com pureza acima de 95%) para determinacao dos parametros capacidade
maxima de adsorcao e da constante de dissociacdo (parametros Uteis para o
escalonamento do processo).

Para a melhor visualizagao e entendimento das etapas realizadas, tem-se
o diagrama da Figura 1-1.



Capitulo 1 - Introducao

Experimentos

Cromatografias

Géis ativados

v

'

| l

Eletroforese de focalizacdo
Isotermas

isoelétrica (1EF)

P

Géis ativados Gel controle
por bisoxirano DEAE-agarose

por CNBr
w-aminopropil w-aminohexil w-aminoogctil w-aminohexil w-aminodecil w-aminodadecil
=agarose *Rgarese -agarose -agarose -agarose -agarose
| | |
[ I
Tampdes MES Tampdo HEPES Tampdes HEPES =
MOPS, HEPES ‘ p MOPS Tampéo HEPES
v v r‘ I
Soro humane Soro humano Plasma humano Soro humano
diluido 20 vezes diluido 10 & 20 vezes diluido 10 e 20 vezes diluido 20 vezes
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2.1. Imunoglobulinas

Quando um antigeno entra no organismo humano, um mecanismo de
resposta imune que pode ser ativado é a secrecao de anticorpos pelos linfocitos B
do sangue. Estes linfécitos produzirdo moléculas de anticorpos (imunoglobulinas)
que apresentam sitios de ligacdo que reconhecem um determinado sitio na
estrutura da substancia estranha e a ele se liga. A combinag¢ao do anticorpo com o
antigeno desencadeia um processo que pode neutralizar e eliminar a substancia
estranha (Milstein, 1980).

Todos os anticorpos sao especificos em maior ou menor grau para
determinadas substancias, mas possuem estruturas quimicas diferentes, e se
ligam ao mesmo, porém com diferentes graus de afinidade. Desde sua descoberta
eles vém sendo produzidos em laboratérios, quase sempre pela imunizacao de
animais apropriados (camundongos, ratos e coelhos, entre outros). Anticorpos que
sdo formados por diversos clones de células, sdo chamados de anticorpos
policlonais e anticorpos de especificidade Unica sao ditos monoclonais (Augusto e
Oliveira, 2001).

As imunoglobulinas pertencem ao grupo das glicoproteinas e sao
compostas de 82 a 96% de proteinas e de 4 a 18% de carboidratos.
Estruturalmente, essas moléculas possuem uma configuracdo comum em forma
de “Y” (Figura 2-1) constituidas de duas cadeias polipeptidicas leves e duas
cadeias pesadas, sempre em pares idénticos. As quatro cadeias mantém-se
unidas por ligacdes covalentes de dissulfeto e por interagdes ndo covalentes. As
duas cadeias leves (CL) (de massa molecular de 25 kDa) sdo menores e comuns
a todas as classes de imunoglobulinas e as cadeias pesadas (CH) (50 a 70 kDa)
sdo maiores, com estruturas distintas em cada classe ou subclasse (Holt et al.,
2003).
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Figura 2-1. Estrutura da imunoglobulina G (IgG) e seus fragmentos Fab e Fc
(adaptado de Alberts et al., 1997).

As imunoglobulinas podem ser clivadas por enzimas proteoliticas, como a
papaina e pepsina, em diferentes fragmentos caracteristicos conforme ilustrado na
Figura 2-2. A papaina produz dois fragmentos Fab idénticos, cada um contendo
um sitio que se liga ao antigeno, e um fragmento Fc. A pepsina produz um
fragmento F(ab’), e o restante da molécula é clivada em fragmentos menores, do
tipo pFc’ (Jawets et al., 1998).

A producao de fragmentos Fab (regido amino terminal que se liga ao
antigeno) e F(ab’), (constituido por dois fragmentos Fab ligados covalentemente)
reduz significantemente as reacdes de hipersensibilidades no organismo, pois o
fragmento Fc (regido carboxila terminal) que causaria esta sensibilidade nao
estaria presente, sendo por esta razdo, imprescindivel a purificacdo dos
fragmentos F(ab’). e Fab por diversas técnicas. Apesar do fragmento Fc nao

possuir atividade antigénica, este esta envolvido em processos importantes de
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transferéncia placentéaria, na fixacado de complemento, na ligacdo a varias células

e outras atividades biolégicas (Newcombe e Newcombe, 2007).
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Figura 2-2. Representacdo esquematica de fragmentos de imunoglobulinas

geradas por digestdao enzimatica. Fc é identificado com o subscrito “c” por ser
cristalizavel (adaptado de Holliger e Hudson, 2005).

As cadeias leves que fazem parte da regido Fab podem ser do tipo «
(kappa) ou A (lambda) e sdo formadas por dois dominios, um variavel (V) e outro
constante (C.) (Vlug e Van Remortel, 1989). As cadeias pesadas sao
caracteristicas dos tipos de imunoglobulinas e diferem entre si a partir da estrutura
das cadeias pesadas: 1gG (y), IgM (u), 1gA (o), IgD (8) e IgE (¢) (Vlug e Van
Remortel, 1989). As cadeias pesadas possuem uma parte variavel (Vy) e trés
partes constantes Cpi, Cy2 € Cus, sendo que as IgM e IgE possuem um dominio
constante extra (Cps). A regido constante da cadeia leve (C.) da IgG tem
aproximadamente 110 aminoacidos, enquanto a regido constante da cadeia
pesada (Cy) possui 330. Os dominios variaveis das cadeias leves e pesadas
constituem os sitios ligantes de antigeno (Abbas e Lichtman, 1994).

As propriedades especificas para ligacdo de um antigeno em uma
molécula de 1gG, sao dadas pelo arranjo tridimensional, inerentes a sequéncia de

aminoacidos das regides variaveis das cadeias leve e pesada da molécula. Esta
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porgcdo das imunoglobulinas € chamada determinante idiotipico ou idiotipo. Apenas
um determinante antigénico tera um perfeito encaixe com esta disposicéo,
garantindo assim uma grande especificidade na resposta imune. O restante da
molécula de imunoglobulina de qualquer classe é relativamente constante (Male,
1986).

Devido a diferencas bioldgicas, antigénicas e estruturais da cadeia
pesada, cinco classes de imunoglobulina foram diferenciadas no soro humano
(Alberts et al., 1997): IgE, IgD, IgA, IgM e 1gG.

A IgE (massa molecular de 190 kDa) esta presente no soro humano sob a
forma de monémero, e dentre todas as classes de imunoglobulinas, € aquela
encontrada em quantidades infimas no soro (17-450 ng/mL, correspondendo a um
total de 0,002% das imunoglobulinas), podendo estar associada a reacdes

alérgicas.

A IgD (massa molecular proxima de 180 kDa) representa menos de 1%
das imunoglobulinas séricas, estando presente no soro humano sob a forma de
mondmero. Sua funcao biolégica ainda nao é bem conhecida, mas possivelmente
age como um dos principais receptores para antigenos na superficie dos linfocitos
B.

A IgA (massa molecular de 160 kDa) corresponde de 10 a 15% das
imunoglobulinas séricas. E a imunoglobulina predominante nas secre¢cdes como
saliva, lagrima e leite, dentre outros. A IgA desempenha um papel importante na
defesa do corpo quando se verifica a invasao de microorganismos através da
membrana mucosa e esta presente no soro humano usualmente em forma de

dimero.

A IgM (massa molecular préxima de 900 kDa) representa cerca de 10% do
total de imunoglobulinas séricas e atua no inicio da resposta imune. Esta presente

no soro humano usualmente em forma de pentamero.
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A 1gG (massa molecular em torno de 150 kDa) é a imunoglobulina
predominante em todas as idades e responde por 75 a 80% das imunoglobulinas
séricas na fase adulta. E produzida nos Ultimos estagios da resposta imune,
encontrando-se na forma de monbémero. A IgG humana apresenta quatro
subclasses distintas (lgG1, 1gGz, 1gGs, 1gGs), que possuem quatro cadeias
pesadas, similares, que sao diferenciadas, principalmente, pela regiao flexivel
(Figura 2-1) em termos de numeros de residuos envolvidos e numero de pontes
dissulfeto intercadeias pesadas. As subclasses de IgG possuem pontos
isoelétricos (pl) distintos: 1gG e 1gG3 possuem pl mais altos (de 7,8 a 9,0) que os
da 1gG; e IgGs (de 6,3 a 8,0) (Vlug e Van Remortel, 1989). As concentracdes
relativas das subclasses no soro humano variam de 68-71% para 1gG+, 19-31%
para lgGo, 4-8% para IgGz e 1-7% para IgGa.

A 1gG (geralmente obtidas de fluidos biol6gicos ou de sobrenadantes de
cultura celular) sdo de grande interesse para aplicacdes terapéuticas (preparagcao
de antisoro e anticorpos autocataliticos), para diagndsticos (imunotestes, testes
ELISA) e para purificacao de anticorpos e antigenos (ligantes em cromatografia de
imunoafinidade). Essas aplicacdes requerem aparatos eficientes para purificacéo
e manutencao da atividade dos constituintes (Balvay et al., 2004).

2.2. Purificacao de IgG humana

Diversas técnicas tém sido empregadas para purificacdo de
imunoglobulinas do soro/plasma humano ou de sobrenadante de culturas de
células de hibridomas, destacando-se a precipitacao e as cromatografias de troca
ibnica, de afinidade e de permeacao em gel. Para aplicagdes terapéuticas e testes
diagnésticos, requer-se IgG com grau de pureza elevado (maior que 90% para
aplicacao intramuscular), assim, € importante que se faca uso de uma metodologia
de purificacao IgG que resulte em bom rendimento, alto grau de pureza, e que nao
eleve o custo do produto final (Gagnon, 1994).



Capitulo 2 — Revisao bibliografica 14

IgG humana ¢é purificada a partir das demais proteinas do plasma ou do
soro, onde a albumina (Alb) € a proteina mais abundante, seguida de IgG,
transferrina (Trf), IgA e IgM. As concentracées plasmaticas das principais
proteinas do plasma humano sao apresentadas na Tabela 2-1 (Andrade e Hlady,
1987), ressaltando-se que o0 plasma possui outros constituintes em menor
quantidade, como os complementos C3 e C4, fatores anti-hemofilicos (fator VIII e

fator 1X), fibrinogénio, dentre outros.

Tabela 2-1. Concentracdo das principais proteinas do plasma humano (adaptado de
Andrade e Hlady, 1987).

Proteinas Massa molecular (kDa) Concentragao plasmatica (mg/mL)

I9G 150 8,0a18,0
IgA 160 0,9a45
IgM 900 0,6a25
Alb 66,3 35,0 a 55,0
Trf 76,5 2,0a4,0

Cohn et al., (1946) desenvolveu uma técnica para purificacdo de IgG a
partir do plasma humano, a precipitacdo com etanol a frio. Este método é baseado
na mudanca de solubilidade das proteinas por ajuste de pH, temperatura,
concentracdo de sal e etanol. O plasma humano é descongelado até uma
determinada temperatura, na qual algumas proteinas tém baixa solubilidade
(fibrinogénio e fator VIIl). O precitado formado (crioprecipitado) é removido e o
sobrenadante (criossobrenadante) é fracionado por sucessivas precipitagbes com
etanol. Os produtos resultantes do processo consistem num concentrado de IgG
(fracéo Il ou fragdo Il e Ill) e Alb (fragéo V) (Cohn et al., 1946, Martin, 2006).

Outros processos para purificacdo de IgG humana foram descritos na
literatura, sendo baseados no método de Cohn et al., (1946), por exemplo, o
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método de Kistler-Nitschmann. Este método foi desenvolvido para obteng¢do de um
melhor rendimento e menor tempo de manipulacdo do produto, sendo uma
metodologia utilizada apenas pela empresa ZLB-Behring e empresas autorizadas
(Kistler e Nitschmann, 1962, Martin, 2006).

Métodos mais seletivos (cromatogréaficos) para a purificacao de IgG para
aplicacao terapéutica tem sido estudados nas ultimas décadas com o intuito de
obter maior grau de pureza, em uma Unica etapa. Industrialmente a empresa
Danish possui um produto viavel produzido por cromatografia e a empresa Bayer
HealthCare (Talecris Biotherapeutics) introduziu uma nova tecnologia, baseada na
cromatografia, na industria de fracionamento de plasma apds aproximadamente

20 anos de estagnacao (Martin, 2006).

A materia-prima utilizada para obtencdo de IgG pela empresa Bayer
HealthCare sao as fragdes Cohn IlI+lll, em que é adicionado caprilato de sddio
(forma nao ionizada do acido caprilico) para precipitacdo de proteinas. 1gG é
obtida no sobrenadante; a solucdo obtida contendo IgG e caprilato (forte agente
inativador de virus) € incubada por 1 h a 25 para inativagao viral. O material é
clarificado e filtrado (retirada de virus) (Lebing et al., 2003).

Apébs este processo, a solugdo passa por um sistema cromatografico que
contém duas colunas de troca aniénica. Este procedimento foi desenvolvido para a
purificacdo de IgG e remocdo de caprilato simultdneamente. O principio
cromatografico, neste caso, € a nao interacdo da IgG com o adsorvente (lgG
coletada com elevada pureza) e a retencao de caprilato e demais proteinas que
estdo carregadas negativamente no adsorvente (Lebing et al., 2003). A solucéo de
lgG com alta pureza é diafiltrada para ajuste de pH e forca i6nica. Apos esta
etapa, IgG é novamente ultrafiltrada para remogcdao de agua. A produto final é
formulado a pH 4,25 e uma concentracao de 100 mg de IgG/mL e 0,2 M de glicina
(Lebing et al., 2003, Martin, 2006). Este processo diminui as etapas que

consistiam na continua precipitagao por etanol a frio (Martin, 2006).



Capitulo 2 — Revisao bibliografica 16

Dada a importancia do estudo da técnica de cromatografia para o
melhoramento da purificacdo de IgG industrialmente, tem-se a seguir 0s

fundamentos dos tipos de cromatografia mais estudadas.

A cromatografia de afinidade, por ser altamente seletiva, tem sido
empregada nas plantas de fracionamento do plasma humano com o objetivo de
aumentar a pureza dos hemoderivados de um modo geral e, consequentemente,
eliminar os efeitos colateriais tais como hemodlise, hipotensdo e febre, que sao
associados ao uso clinico de IgG com baixo grau de pureza. Com esta técnica,
pode-se obter IgG altamente purificada em uma Unica etapa, com maior
rendimento, evitando as perdas causadas por clivagem proteolitica ou pela
clivagem de ligagbes dissulfeto, que acarretam na liberacdo de cadeias leves e
pesadas no meio (Huse et al., 2002).

A cromatografia de afinidade é uma técnica altamente seletiva baseada na
ligacdo reversivel e especifica de substadncias a moléculas complementares
chamadas de ligantes, os quais sao imobilizados covalentemente a uma matriz
cromatografica. A cromatografia de afinidade para purificacdo de IgG baseia-se na
capacidade desta proteina reconhecer e ligar-se a antigenos (caracteristicas
relativas a regido Fab da molécula) ou de interagir com diversas outras moléculas,
por exemplo, proteinas e aminoacidos. Esta fungéo € devido a regido constante ou
cristalizavel Fc da molécula (Huse et al., 2002; Verdoliva et al., 2002).

Um dos parametros importantes a ser considerado é o tipo de ligante
utilizado na cromatografia de afinidade. Dentre esses ligantes encontram-se os
antigenos, cujas cromatografias apresentam fatores elevados de recuperacao e
purificacdo. Esta caracteristica é devido a forte interagdo com a proteina alvo
(constante de dissociagdo (Kg) entre 10° e 107'° M), porém esta propriedade leva
a necessidade de condigcbes drasticas de eluicao (valores extremos de pH e forca
ibnica) que podem afetar a atividade dos ligantes imobilizados e da proteina
purificada (Muronetz e Korpela, 2003).
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Outros ligantes utilizados em cromatografia de afinidade para purificagao
de IgG sao as proteinas A, G e L, considerados ligantes bioespecificos (Balvay et
al.,, 2004). A proteina A possui elevada afinidade pela porcdo Fc das
imunoglobulinas humanas das subclasses 1, 2 e 4, contudo essa caracteristica
ndo é observada para a subclasse 3. Este fato é explicado pela posicdo do
residuo de histidina nas moléculas de imunoglobulinas, pois todas as IgG que
interagem com a proteina A contém histidina na posi¢ao 435, enquanto que as IgG
humanas que nao interagem possuem arginina nesta posicao. Além da interacéao
com a lgG, a proteina A apresenta afinidade média pelas proteinas IgA e IgM
humana (Burton, 1985; Burton et al., 1986).

A diferenca de afinidade entre a proteina A e a G é que a Ultima interage
com todas as subclasses de IgG humana, ligando-se as partes Fc e a Fab da IgG,
porém essa proteina ndo apresenta interacdo com as demais classes de
imunoglobulinas humanas (IgA, IgM, IgE e IgD) (Erntell et al., 1988). A proteina L
apresenta afinidade pelas cadeias leves do tipo kappa das imunoglobulinas
(Nilson et al., 1993) e tendo sido usada em estudos in vitro que visavam o
tratamento extracorp6reo de doengas auto-imunes para remocao de IgG de cadeia
leve kappa (Duarte et al., 2005).

Os ligantes bioespecificos apresentam alta especificidade por IgG, porém
esta caracteristica mostra-se limitada em relacdo a obtencdo de produtos
protéicos com alta pureza destinados a aplicagao terapéutica, uma vez que as
condicoes drasticas de eluicao (pH extremos) proporcionam o desprendimento do
ligante, tornando, assim, o produto alvo contaminado. Outra condi¢do drastica que
pode afetar a atividade do ligante € a sanitizacdo da coluna com hidroxido de
sbdio, que leva a perda da capacidade de adsor¢cdo com o tempo. Além dos
problemas apresentados, tem-se o alto custo dos ligantes utilizados (Anspach et
al., 1996; Hale e Beidler, 1994).

Uma alternativa promissora a esses ligantes bioespecificos sao os ligantes
pseudosbioespecificos tais como triptofano e histidina (aminoacidos), ions
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metéalicos quelatados e corantes. Esta familia de ligantes podera ser estendida a
ligantes tiofilicos e pequenos peptideos produzidos por combinagdes de
bibliotecas de peptideos (Balvay et al., 2004).

Ligantes pseudobioespecificos possuem a vantagem de terem baixo
custo, de serem moléculas menores e mais simples do que os ligantes
bioespecificos, de terem estabilidade quimica e fisica mais alta do que os
bioespecificos e apresentarem condicées brandas de eluicao (as constantes de
dissociacdo sdo da ordem de 102 a 10 M). Porém, possuem a desvantagem de
serem menos especificos. Dentre os ligantes pseudobioespecificos, os quelatos
metalicos (Porath e Olin, 1983; Boden et al., 1995; Vancan et al., 2002; Serpa et
al., 2005), os peptideos (Yang et al., 2005), o aminoacido histidina (Bueno et al.,
1995, 1996; Ventura et al, 2001; Canak et al., 2004) e os agentes tiofilicos
(Boschetti et al., 2002) s&o os ligantes mais utilizados nos processos de
purificacdo de imunoglobulinas.

A cromatografia de troca idnica € uma técnica comumente empregada
para a purificacdo de anticorpos policlonais e monoclonais (Huse et al., 2002).
Essa técnica é baseada na capacidade que adsorventes com grupos carregados
ligados a matriz tem de trocar ions com proteinas também carregadas. Os
adsorventes trocadores de ions sao diferenciados em catibnicos e anibnicos,
sendo os catidbnicos trocadores de cations (matriz carregada negativamente) e os
anibénicos trocadores de anions (matriz carregada positivamente). A escolha da
matriz deve ser baseada nas interagdes entre a proteina alvo e o adsorvente,
sendo essas influenciadas pela carga liquida e sua distribuicdo na superficie da
proteina, natureza e forca ibnica do tampao e pH e aditivos do tampéo
(substancias organicas, detergentes, estabilizantes, dentre outros) (Jan e Rydén
(1989)).

O adsorvente de troca i6nica DEAE (dietil aminoetil) é utilizado para
purificacdo de IgG, sendo empregado em 1959 por Fahey e Horbett para
purificacdo de imunoglobulinas por cromatografia de troca ibnica em DEAE-
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celulose (Fahey e Horbett, 1959) e pelos pesquisadores Persson (1987), Bird et al.
(1984) e Lowe et al. (1982) para purificacdo de IgG total (contendo todas as
subclasses) em gel DEAE-celulose como uma pré-purificagdo para a separacao
de subclasses de IgG em colunas Sepharose contendo anticorpos monoclonais
imobilizados. Nestes trabalhos, IgG foi obtida nas fragcbes cromatograficas nao

retidas, ndo interagindo, portanto, com o adsorvente de troca iénica.

Os trocadores aniénicos DEAE-, Q- e CM-Sepharose FF foram utilizados
em duas etapas cromatograficas distintas em processos de purificacao de IgG
multietapas, a partir das fracdes Cohn e de criossobrenadante (Tanaka et al.,
1998, 2000). Os procedimentos cromatograficos constaram da adsorcao de
impurezas da fracdo Cohn ou do criossobrenadante, em colunas Q- e DEAE-
Sepharose FF, respectivamente, sendo o efluente (contendo IgG nao retida)
destas colunas alimentado, respectivamente, em uma coluna contendo o gel CM-
Sepharose FF e em duas colunas conectadas em série, a primeira contendo 40%
de arginina e 60% DEAE- Sepharose FF e a segunda contendo o gel CM-
Sepharose FF com o intuito de separar IgG das impurezas. A solucédo de IgG
purificada obtida foi ainda alimentada em coluna de filtracdo em gel, concentrada,
passando por um processo de inativacdo viral. Estes processos podem ser
realizados para producao de IgG em larga escala (Tanaka et al., 1998, 2000).

A partir dos exemplos citados sobre purificacdo de IgG por cromatografia
de troca ibnica, observa-se que para alguns processos IgG nao é adsorvida na
coluna cromatografica, enquanto que as impurezas sao adsorvidas. O processo
que envolve a ndo adsorcdo da proteina alvo e retencao das impurezas e
contaminantes contidos na solucdo de alimentacdo na coluna cromatografica é

chamado de cromatografia negativa.

2.3. Purificacao de proteinas por cromatografia negativa

A cromatografia negativa tem sido vista como uma opg¢ao de baixo custo e
de facil escalonamento para purificacdo de IgG a partir do soro e plasma humano.
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Esta técnica cromatografica consiste na adsorcdo das impurezas da solucéo
proteica (neste caso as proteinas do soro e plasma humano) no ligante
imobilizado na matriz sélida, enquanto a proteina alvo (neste caso a IgG) é

eliminada na etapa de lavagem do adsorvente.

Esta técnica vem sendo estudada por diversos autores, pois apresenta
menor contaminacdo da proteina alvo (pouca ou nenhuma interacdo com o
adsorvente). Dentre estes autores pode-se citar: Fahey e Horbett, (1959); Lowe et
al. (1982); Bird et al. (1984); Persson (1987); Levison et al. (1990); Tanaka et al.
(1998 e 2000); Pitiot et al. (2001); Levison (2003) e Bresolin et al. (2009).

Os ligantes bioespecificos e pseudobioespecificos podem também ser
utilizados em cromatografia negativa. Um exemplo € o uso do aminoacido
histidina, cujas propriedades como hidrofobicidade branda, habilidade de
transferéncia de carga e ataque nucleofilico devido ao seu anel imidazol
(Vijayalakshmi, 1989) sugerem que este aminoacido, quando imobilizado em
suportes sélidos, possa interagir com proteinas de varias formas, dependendo das
condicoes (pH, temperatura, forca ibnica) empregadas e orientacdo da
imobilizacdo (Vijayalakshmi, 1989; El-Kak e Vijayalakshmi, 1991; Haupt et al.,
1995). A carga positiva do ligante, no caso de histidina imobilizada, promove a
adsorcdo da maioria das proteinas do plasma e soro humano e uma parte das
moléculas de IgG sado adsorvidas no gel, devido ao fato da IgG ser policlonal e
possuir ampla faixa de pl (Pitiot et al., 2001).

Pitiot et al. (2001) estudaram a purificagdo de IgG a partir do plasma
humano por cromatografia negativa utilizando o adsorvente histidina-aminohexil-
Sepharose 4B. A massa de IgG nao retida obtida neste processo foi de 6,46 mg
de IgG (correspondendo a 72,6% da IgG alimentada) quando 1,0 mL de plasma
humano foi diluido vinte vezes no tampao Mops a pH 7,2 foi alimentado na coluna.
As moléculas de IgG que ndo interagiram com histidina imobilizada em agarose
via braco espacador aminohexil foram obtidas com alto grau de pureza nas
fracoes nao retidas (Pitiot et al., 2001).
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Bresolin e colaboradores (2006) também utilizaram a técnica de
cromatografia negativa para purificar 1IgG a partir do soro humano em matriz
agarose com o ligante Tris(2-aminoetill)amina (TREN) imobilizado (Bresolin et al.,

2006), obtendo-se grau de pureza acima de 90%.

Processos de purificacdo de 1IgG que possuem as fragcbes Cohn como
alimentacao também usam a técnica de cromatografia negativa em uma das
etapas de purificacdo. O processo desenvolvido pela Bayer HealthCare usa o
principio cromatografico de nao interagdo da IgG com o adsorvente e a retencao
de caprilato e demais proteinas que estdo carregadas negativamente (Lebing et
al., 2003). Tanaka e colaboradores (1998 e 2000) empregaram o principio da
cromatografia negativa uma das etapas do processo de purificacdo de IgG, em
que as proteinas IgA, IgM, Trf e outras proteinas do plasma foram adsorvidas nas
colunas Q- e DEAE-Sepharose FF (Tanaka et al., 1998, 2000).

Em todos os processos cromatograficos descritos, a escolha do grupo
funcional (ligante) é tado importante quanto a matriz e as condigcbes
cromatograficas empregadas (sistema tamponante, pH, temperatura e forga
ibnica). Os ligantes mais empregados em cromatografia negativa para purificacao
de lgG humana sao as aminas (trocadores aniénicos). Deste modo, € necessario o
conhecimento das propriedades desse composto quimico, como descrito a seguir.

2.4. Compostos quimicos orgéanicos nitrogenados: aminas

As aminas pertencem a uma classe de compostos quimicos organicos
nitrogenados derivados da aménia (NH3). Como a aménia, as aminas contém um
atomo de nitrogénio com um par de elétrons ndo compartilhados. A presenca
deste par de elétrons explica 0 seu comportamento basico e nucleofilico (McMurry,
2005).

As aminas sao bases mais fortes do que a agua, mas sao bases muito

mais fracas do que os ions hidréxido, ions alcéxidos e anions alcaneto (Solomons
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e Fryhle, 2002). Quando se pretende comparar as basicidades das aminas, é
conveniente utilizar a constante de dissociacao do correspondente ion alquilaminio
(RNH3"). Esta constante de equilibrio designada por Ka é dada pela seguinte

expressao:
RNH3+ + H0O « RNH, + H(;OJr
Ka = [RNH;] [H30]" / [RNH3"]; pKa = -logKa

Quanto mais acido for um ion alquilaminio (maior Ka ou menor pKa), mais
fraca é a base. Assim, o ion amoénio, que a 25° possui pKa = 9,26, é levemente
mais acido do que os ions alquilaminios simples (metilamina, etilamina e
propilamina), ja que os pKa desses ions variam entre 10 e 11, portanto levemente
mais basicos do que o NH3* (McMurry, 2005).

A basicidade dos ions alquilaminios em relacdo ao ion aménio pode ser
explicada com base na capacidade de um grupo alquila em ceder elétrons. A
liberacdo de elétrons pelo grupo alquila estabiliza o ion alquilaminio (resultante da
reacdo acido-base) através da dispersao de sua carga positiva. Esse processo
pode ser simplificado pela reacdo (Solomons, 2002):

H
ﬂ'ﬂ {‘“5 |+ = O
R- ri\l—H +H-—0H & F!%*ITI—H + :0H
H H

As ligacdes realizadas pelos compostos aminas s&o caracterizadas pelo
potencial eletrostatico da molécula, que é a “nuvem” eletrbnica presente na

molécula (Solomons, 2002).

2.4.1. Aminas como ligantes em cromatografia liquida

Adsorventes com diaminas imobilizadas (por exemplo, 1,6 hexanodiamina,
1,5 pentanodiamina e aminododecil) sédo utilizados em cromatografia de afinidade
para purificacdo de proteinas que apresentam afinidade por grupamentos amino,
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dentre eles amino oxidases, lactoferrina, plasminogénio e proteinas contendo
grupamentos tioésteres (Houen, 2001; Houen e Svendsen, 1998; Thomas et al.,
2001; Houen et al., 1996).

A literatura relata também o emprego de poliaminas como ligante, tais
como poli-L-lisina para remocao de certas moléculas de solugdes protéicas
(endotoxinas e bilirrubinas) (Anspach e Petsch, 2000; Shi et al., 2005) e espermina
para purificagdo de receptor de rianodina (Shoshanbarmatz e Zarka, 1992). Outra
aplicacao citada na literatura para poliaminas € 0 seu uso como bracos
espacadores, como, por exemplo, nos adsorventes histidina-aminohexil-
Sepharose para purificacdo de IgG (Pitiot et al, 2001) e Nw-homocisteina-
aminohexil-agarose para purificacdo de anticorpos contra as proteinas N-
homocisteinadas (Perta et al., 2004).

As poliaminas, por conterem dois ou mais grupamentos aminos em sua
estrutura, estdo sujeitas a interacbes de natureza eletrostatica com as
biomoléculas e de acordo com o tamanho da cadeia da poliamina imobilizada, os
pares eletrdnicos da poliamina estardo mais disponiveis para interacdes. Os
ligantes contendo grupamento amina primaria e secundaria séo trocadores de ions
fracos, pois estes grupos normalmente estao protonados nos pH empregados para
a adsorcdo de biomoléculas. Dependendo do comprimento da cadeia de
hidrocarboneto, as interacbes de natureza hidrofébica desempenhardao um papel
importante na adsorcdo e podem ser também exploradas para a purificacdo de

biomoléculas.

Segundo os trabalhos publicados, o nimero de carbonos e o agente de
ativagao utilizado para a derivatizagdo da matriz cromatografica tém forte efeito na
purificacdo, em adicao as condi¢cdes cromatograficas (sistema tamponante, pH,
temperatura e forca ibnica), que devem ser minuciosamente estudadas para

obtencao de alto fator de purificacéao.

As interacoes hidrofébicas entre proteinas e matrizes com poliaminas

imobilizadas dependem do tamanho do braco espacador, e estas propriedades
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tém sido exploradas para purificagdo de proteinas por cromatografia de interacao
hidrofébica. Contudo, em relacdo a cromatografia de afinidade, bracos
espacadores longos e hidrofébicos podem contribuir para ocorréncia de interacoes
ndo especificas entre moléculas de proteinas e o braco espacador (Houen et al.,
2001).

2.4.2. Matrizes cromatograficas e quimica de ativacdo e imobilizacao de

ligantes para uso em cromatografia negativa

As matrizes cromatograficas utilizadas em cromatografia negativa devem
apresentar as mesmas caracteristicas dos suportes empregados em cromatografia
de afinidade, ou seja, devem possuir como principal caracteristica a hidrofilicidade,
visando nao favorecer adsorcdo nao-especifica de biomoléculas (Gaberc-Porekar
e Menart, 2001; Gutiérrez, 2007). Além disto, é essencial a presenca de grupos
funcionais que possibilitem a modificacdo quimica (ativacao) do material para
imobilizacdo de ligantes. E importante que a matriz apresente também as
seguintes caracteristicas: alta resisténcia mecanica, elevada area superficial e
porosidade, estabilidade em uma ampla faixa de pH, na presenca de sais e
solventes organicos (Porath, 1988; Chaga, 2001; Ueda, 2003; Gutiérrez, 2007;
Porath e Olin, 1983; Bresolin, 2006; Ribeiro, 2006; Steinmann, 1994).

Dentre as matrizes mais comumentes empregadas em cromatografia
(agarose, celulose e dextrana) destaca-se a agarose, que é hidrofilica, quimica e
fisicamente estavel e relativamente inerte. Devido a estas propriedades, a agarose
pode ser facilmente ativada para permitir a formacao de uma estrutura quimica
que proporcione a interagdo com biomoléculas (Wong et al., 1991).

Os métodos de ativagcdo mais empregados no gel agarose sao a ativagao
por brometo de cianogénio (CNBr), epicloridrina (1- cloro - 2,3 - epdxipropano) e
bisoxiranos (por exemplo, 1,4-bis(2,3-epoxipropano)butano). Nestes processos de
ativacao, CNBr, epicloridrina e bisoxirano reagem com os grupos OH da matriz,
tornando-a ativada (Gaberc-Porekar e Menart, 2001; Gutiérrez, 2007).
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Com a finalidade de evitar impedimentos estéricos usa-se, normalmente
acoplar covalentemente bracos espacadores, ou seja, moléculas com a funcao de
distanciar o ligante da matriz (por exemplo, poliaminas, que além de serem usadas
como braco espacgador, sdo acopladas a matriz também como ligantes) (Gaberc-
Porekar e Menart, 2001; Gutiérrez, 2007). A Figura 2-3 ilustra os esquemas de
ativacao da matriz agarose e as reagdes envolvidas no acoplamento dos ligantes

diaminas.

O reagente utilizado para ativagcao de matrizes cromatograficas é de
fundamental importdncia em cromatografia, pois diferentes ativagdes acoplam
moléculas formando ligacdes covalentes distintas, resultando em adsorventes com

diferentes caracteristicas que podem influenciar na adsorcao da molécula alvo.
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Figura 2-3. Esquema de ativagdo e reagbes de acoplamento de ligantes diaminas. (a)
ativacdo com CNBr, seguido por acoplamento da diamina; (b) ativacdo com bisoxirano,
seguido por acoplamento da diamina; (c) ativagdo com epicloridrina, seguido por
acoplamento da diamina (R = cadeia carbdnica). Adaptado de (a)

http://www.sigmaaldrich.com/sigma/productinformationsheetc9210pis.pdf; (b) Houen, 2001
e (c) Castilho et al., 2000.
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Capitulo 3: Materiais e metédos

3.1. MATERIAIS

3.1.1. Adsorventes

Os géis w-aminopropil-agarose (1), w-aminohexil-agarose (2), w-
aminooctil-agarose (3), w-aminohexil-bisoxirano-agarose (4), w-aminodecil-
agarose (5), w-aminododecil-agarose (6) e o gel DEAE-agarose (7) utilizados nos
experimentos cromatograficos foram obtidos da Sigma-Aldrich (EUA). As
especificacoes sdo apresentadas na Tabela 3-1. Todos os adsorventes sao
constituidos de agarose com 4% de reticulacao.

Tabela 3-1. Especificagbes dos adsorventes

Matrizes Capacidade
Adsorventes Espacador ad;cgrgao
Ativacao Ligante (ért)or%os) (mg/mL)
1 CNBr 1,3-diaminopropano 1 2,0-4,0
2 CNBr 1,6-diaminohexano 1 minimo 5,0
3 CNBr 1,8-diaminooctano 1 5,0-20
4 Bisoxirano 1,6-diaminohexano 12 -
5 Bisoxirano 1,10-diaminodecano 12 7,0-15,0
6 Bisoxirano 1,12-diaminododecano 12 7,0-15,0
7 Bisoxirano Dietilaminoetil 12 -

Fonte: http://www.sigmaaldrich.com/catalog
BSA: Albumina do soro bovino
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3.1.2. Reagentes

A acrilamida, bis-acrilamida e dodecil sulfato de sodio (SDS) foram obtidos
da BioRad (EUA). Albumina de soro bovino (BSA), MOPS (acido
morfolinopropanosulfénico), @ HEPES  (4cido  N-2-hidroxietilpiperazino-N’-2-
etanosulfonico) e persulfato de aménio foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA),
MES (acido morfolinoetanolsulfénico) foi obtido da Merck (Alemanha). N, N, N’, N’-
tetra-metilenodiamina (TEMED) foi obtido da BioRad (EUA); glicerol e ditiotrietol
foram adquiridos da PlusOne (EUA). A IgG humana (contendo 98,3% de IgG, de
acordo com analise nefelométrica de IgG, IgM, IgA, Alb e Trf realizada no LIMBio),
usada como marcador em eletroforese e em ensaios para determinacdo de
isotermas de adsorcdo e determinacao de ponto isoelétrico, foi obtida da Aventis
Behring (Alemanha). O marcador de alta massa molecular contendo as seguintes
proteinas: miosina 212 kDa, a,-macroglobulina 170 kDa, B-galactosidase 116 kDa,
transferrina 76 kDa e desidrogenase glutamica 53 kDa, foi adquirido da GE
Healthcare (EUA). Os demais reagentes e tampdes utilizados foram todos de grau
analitico. Utilizou-se agua ultrapura Milli-Q (Millipore, EUA) para a preparacao de

todas as solugdes.

3.1.3. Soro e plasma humano

Amostras de sangue de individuos sadios (doadores) foram coletadas em
tubos para sorologia (Greiner Bio-one, Brasil) contendo particulas de silica
micronizada para coleta de soro, as quais ativam a coagulagao proporcionando a
separacdo do soro dos demais componentes do sangue e tubos contendo
anticoagulante heparina para coleta do plasma. Estas amostras foram
centrifugadas a 4°C durante 5 min a 1000g e o sobrenadante (soro ou plasma) foi
coletado em aliquotas de 0,5 mL e posteriormente congelado a -10°C para
posterior utilizacdo nos ensaios cromatograficos. Nao foram realizados “pool” das
amostras de soro e plasma humano coletadas para posterior alimentacdo nas

colunas cromatograficas.
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3.2. METODOS

3.2.1. Quantificacao de proteinas totais

A concentracdo de proteinas totais nas fracbes cromatograficas foi
determinada de acordo com a metodologia de Bradford, sendo usado o
microensaio (Bradford, 1976). A curva analitica para este método foi construida
utilizando-se solugbes padrdes de albumina do soro bovino (BSA).

3.2.2. Eletroforese SDS-PAGE e de focalizacao isoelétrica (/soelectric
Focusing — IEF)

A técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida sob condicbes
desnaturantes e nado redutora (SDS-PAGE) foi utilizada para determinacdo da
pureza das fracdes protéicas obtidas nas etapas de lavagem, adsorcao e eluicao
das cromatografias. As analises foram realizadas no equipamento Mini Protean Il
(BioRad, EUA) utilizando gel de poliacrilamida (30% de acrilamida e 2,7% de
bisacrilamida), conforme protocolo apresentado por Laemmli (1970), na
concentracdo de 7,5%. As fracbes cromatograficas de cada etapa foram
aquecidas a 100°C por 10 min e aliquotas de 10 a 15 uL de cada amostra foram
aplicadas aos géis. Os géis foram submetidos a uma voltagem de 180 V, em
cubas verticais e a coloragcdo foi realizada com nitrato de prata, conforme
Morrissey (1981).

A eletroforese de focalizacao isoelétrica (/soelectric Focusing - IEF) é uma
técnica baseada na separacdo de moléculas de acordo com seu ponto isoelétrico
(pl). A técnica consiste na aplicacdo da solucao de proteina (neste estudo, solugcéao
de IgG comercial com elevada pureza) sobre um gel de acrilamida que apresenta
um gradiente continuo de pH e neste gel é aplicado um campo elétrico que
promove o deslocamento da proteina até a regidao de pH que corresponde ao seu
pl, ndo havendo deslocamento a partir deste ponto. O PhastSystem (Pharmacia,

Sweden) e géis gradientes de pH 3 a 9 (GE, USA) foram usados para a IEF de
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acordo com o método descrito pelo fabricante. A coloragdo do gel foi realizada
com nitrato de prata, de acordo com Morrissey (1981).

3.2.3. Quantificacao de IgG, IgA, IgM, Trf e Alb

As proteinas 1gG, IgA, IgM, Trf e Alb contidas no soro humano e nas
fracoes cromatograficas foram quantificadas por nefelometria, de acordo com o
manual do nefeldmetro Array Protein System 360 (Beckman Coulter, EUA). As
fracoes cromatograficas de cada etapa foram agrupadas em “pools” de acordo
com a massa de proteinas totais em cada fracdo. O método nefelométrico baseia-
se no espalhamento de luz obtida pelos complexos anticorpo especifico-antigeno
em suspensao na amostra a ser medida quando submetido a um feixe luminoso
incidente. A variacdo da intensidade do espalhamento de luz medida pelo
nefeldbmetro é convertida em unidades de concentracdo (mg/dL). As
concentracbes minimas detectadas pelo equipamento sdo de 1,11 mg/dL, 0,93
mg/dL, 0,69 mg/dL, 0,62 mg/dL e 0,35 mg/dL para IgA, IgG, IgM, albumina e

transferrina, respectivamente.

3.2.4. Experimentos cromatograficos em géis diaminas-agarose

Experimentos cromatograficos foram realizados para determinacdo do
melhor adsorvente em condi¢cdes 6timas para a purificacéo de IgG a partir do soro
humano. Uma coluna cromatografica de marca Amersham Biosciences (EUA)
(modelo C 10/10; 10 mm de didmetro interno x 10 cm de altura) foi preenchida
com 3,0 mL de gel diamina-agarose (volume 6timo definido por ensaios
preliminares com volume de 1,0 mL de gel) e conectada a um sistema de
cromatografia de baixa pressao (Gilson, EUA). A corrente de saida foi conectada a
um monitor de medida de absorbancia a 280 nm e este ligado ao coletor de
fracOes, conforme ilustrado na Figura 3-1.
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Figura 3-1. Esquema do sistema cromatografico de baixa pressdo. 1) reservatorio de
solugcdo; 2) bomba peristaltica; 3) coluna cromatografica; 4) monitor de medida de
absorbancia a 280 nm; 5) registrador; 6) coletor de fracdes. (Adaptado de Bresolin, 2006).

A coluna contendo os adsorventes w-aminopropil-agarose, w-aminohexil-
agarose, w-aminooctil-agarose, w-aminohexil-bisoxirano-agarose, w-aminodecil-
bisoxirano-agarose ou w-aminododecil-bisoxirano-agarose foi equilibrada a
temperatura ambiente a uma vazdo de 0,5 ou 0,4 mL/min, conforme o
experimento, com o tampao de adsorcdo (tampao de equilibrio). Conforme o
experimento foram utilizados na etapa de adsorcao os tampdes MES 25 mM a pH
(5,5, 6,5 € 6,7), MOPS 25 mM a pH (6,5, 7,2 e 7,9), HEPES 25 mM a pH (6,8, 7,5
e 8,2).

A alimentagéo foi realizada na mesma vazao da etapa de equilibrio. A
coluna foi alimentada com uma concentracdo média de proteinas totais do soro
humano de 3,5 mg/mL, para os experimentos realizados com 3,0 mL dos
adsorventes w-aminopropil-agarose, w-aminohexil-agarose, w-aminooctil-agarose,
w-aminohexil-bisoxirano-agarose e w-aminodecil-bisoxirano-agarose. Apds o
término da alimentacao, a coluna foi lavada com o mesmo tampéo de adsorcao,
na mesma vazao, até que todas as proteinas nao adsorvidas fossem retiradas da

coluna.

A eluicao foi realizada por adicao de cloreto de sédio a 1,0 M adicionado
no tampao de adsorcao. A coluna foi regenerada com solucao de NaOH 25 mM.
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A corrente de saida foi coletada durante todas as etapas cromatograficas
em fragdes de volume de 1,0 mL. As fracGes obtidas foram monitoradas a 280 nm,
quantificadas pelo método de Bradford e por nefelometria e aquelas situadas nos
picos de proteina foram analisadas por eletroforese SDS-PAGE. O tempo dos

ensaios cromatogréficos foi de aproximadamente 1 h.

Os experimentos foram realizados, no minimo, em duplicata (Apéndice D
e E).

3.2.4.1. Determinacao das curvas de ruptura de IgG

Para a determinacao das curvas de ruptura de IgG, estabeleceu-se que o
ponto de ruptura é o ponto em que a lgG comeca a ser detectada com impurezas
na saida da coluna. Este procedimento é utilizado em processos industriais para
minimizar a perda de produtos na linha de saida durante a etapa de alimentagéo
(Charcosset, et al., 1995).

Segundo Charcosset e colaboradores (1995), pode-se considerar o valor
de C/Cypigual a 0,1, em que C é a concentracao de proteinas totais na saida da
coluna e Cp € a concentracdo inicial de proteinas totais na solugdo de
alimentagdo, como um valor representativo no qual se interrompe a alimentacao
em aplicacdes industriais. O valor de massa de proteina injetada até o ponto onde
C/Cy igual 0,1 é chamada capacidade dindmica da matriz sob as condi¢cdes de
adsorcdo estudadas. Neste trabalho, considerou-se como ponto de ruptura o
ponto em que ocorre o inicio da nao retencao de impurezas (proteinas do soro

diferentes de 1gG).
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Outro fator importante a ser considerado é o tempo de residéncia (), que
€ a razao entre o volume intersticial do gel (30% do volume total de gel na coluna)
e a vazao da bomba (Charcosset, et al.,, 1995). Nos experimentos realizados, o
volume (V) do adsorvente e vazao (Q) da bomba foram constantes e iguais a 3,0
mL e 0,5 mL/min, respectivamente, assim o t, para o processo pode ser calculado

pela equacéo 3.1:

tr = 0’2(\/ =1,8min (3.1)

Deste modo, experimentos cromatograficos foram realizados com o
objetivo de identificar o ponto em que a IgG é detectada com impurezas na saida
da coluna. As condigdes cromatograficas destes experimentos sao apresentadas
na Tabela 3-2. Os experimentos foram realizados em tampao de adsorcao HEPES
25 mM pH 6,8 para soro humano e os tampdes de adsorcado MOPS 25 mM e
HEPES pH 8,2 para plasma humano. O soro e plasma humano foram diluidos
vinte vezes em tampdo de adsorcdo para a alimentagdo da coluna. Os
adsorventes testados para o soro humano foram w-aminohexil-agarose (1), w-
aminooctil-agarose (2), w-aminohexil-bisoxirano-agarose (3), w-aminodecil-
bisoxirano-agarose (4), w-aminododecil-bisoxirano-agarose (5) e o gel DEAE-
agarose (6) e para o plasma humano foram testados os adsorventes w-

aminohexil-bisoxirano-agarose e w-aminodecil-bisoxirano-agarose.

Para analisar o efeito da diluicdo do plasma e soro humano na purificacéo
de IgG, realizaram-se experimentos com os adsorventes w-aminohexil-bisoxirano-
agarose e w-aminodecil-bisoxirano-agarose com alimentacdo de soro e plasma
diluidos dez vezes. As massas de proteinas injetadas nestes ensaios foram
aproximadamente iguais as dos experimentos de curvas de ruputura de 30,0 mL
de soro e 15,0 mL de plasma injetados.

Os adsorventes citados anteriormente foram equilibrados, a temperatura
ambiente, a uma vazao de 0,5 mL/min com o tampao de adsorcdao. O soro e
plasma humano foram alimentados na coluna a vazao de 0,5 mL/min até que IgG
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fosse obtida com impurezas na saida da coluna. Apés o término da alimentacao, a
coluna foi lavada com o mesmo tampao de adsorcdo, na mesma vazao, até que

todas as proteinas nao adsorvidas fossem retiradas da coluna.

A eluicdo das proteinas adsorvidas nos adsorventes foi realizada, por
adicdo de 1,0 M de NaCl ao tampéao de adsorcao. Os géis foram regenerados com
solucdo de NaOH 25 mM e lavados sequencialmente com agua ultrapura. A
corrente de saida foi monitorada a 280 nm e coletada em fragdes de 1,0 e 2,0 mL,
conforme experimento. As fracdes foram quantificadas pelo método de Bradford e
aquelas correspondentes a etapa de alimentacdo e aos picos obtidos durante a
etapa de eluicdo foram analisadas por eletroforese SDS-PAGE e realizado “pool”

para analise nefelométrica.

Tabela 3-2. Condi¢des cromatograficas das curvas de ruptura de IgG.

Proteinas® (mg/mL)

Adsorvente VA? (mL) PTI°(mg/mL) TEY (h)
lgG  Alb Trf IgA IgM
1 15,0 50,50 789 392 2 195 066 1,5
2 15,0 43,78 7,13 374 222 11 084 15
3 30,0 97,28 16,53 56,1 3,36 2,14 212 2,0
4 30,0 92,82 18,09 546 295 207 206 2,0
5 30,0 94,53 - - - - - 12,0
6 30,0 97,90 18,45 645 369 211 215 2,0

4VA: volume de solucéo de soro humano alimentada na coluna
® Proteina Total Inicial: Dosagem pelo método de Bradford, 1976
° Proteinas dosadas por nefelometria

4TE: Tempo do ensaio cromatografico

Volume do leito: 3,0 mL.

3.2.4.2. Determinacao dos pontos isoelétricos das moléculas de IgG das
fracoes cromatograficas retidas e nao retidas

Experimentos cromatograficos com o gel aminohexil-bisoxirano-agarose e

aminodecil-bisoxirano-agarose e eletroforese de focalizagao isoelétrica (/soelectric
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Focusing — |EF) foram realizados para determinacdo dos pontos isoelétricos das
moléculas de IgG que séo adsorvidas e nao adsorvidas na matriz.

Alimentaram-se 1,34 mg de IgG com elevada pureza/mL em tampao
HEPES pH 6,8 (IgG obtida da Aventis Behring, Alemanha) nos géis w-aminohexil-
bisoxirano-agarose e w-aminodecil-bisoxirano-agarose. Esta concentracdo foi
escolhida para a nado saturar a capacidade dos géis, permitindo, assim, a
identificacdo dos pontos isoelétricos da IgG das fracdes cromatograficas retidas e
nao retidas.

A eluicédo das proteinas adsorvidas nos géis foi realizada por adicdo de 1,0
M de NaCl ao tampéao de adsorcédo. Os géis foram regenerados com solucao de
NaOH 25 mM e lavados sequencialmente com agua ultrapura. A corrente de saida
foi monitorada a 280 nm e coletada em fracées de 1,0 mL. As fracbes foram
quantificadas pelo método de Bradford e aquelas correspondentes as etapas de
lavagem e eluicdo foram agrupadas e analisadas por IEF, método descrito no item
3.2.2.

3.2.5. Isotermas de Adsorcao

Para a determinacéo das isotermas de adsorcao foram utilizadas solugcdes
de 1gG e Alb humanas de alta pureza, obtidas comercialmente (Aventis Behring,
Alemanha). Os experimentos para a obtencao das isotermas de adsorcao foram
realizados em frascos agitados (agitagédo orbital), a temperatura ambiente (25°C),
utilizando-se 50 mg dos adsorventes w-aminohexil-bisoxirano-agarose e w-
aminodecil-bisoxirano-agarose em tubos Eppendorf de capacidade de 1,5 mL. Em
cada tubo, com os adsorventes previamente equilibrados com o tampao de
adsorcao (HEPES 25 mM a pH 6,8), foram adicionadas 1,0 mL de soluc¢des de IgG
de alta pureza em concentragdes de 0,5 a 28,0 mg/mL e Alb de alta pureza em
concentracoes de 0,5 a 50,0 mg/mL. Os frascos foram agitados durante 3 hs,
tempo suficiente para que o equilibrio fosse atingido, determinado previamente.
Apés este tempo, o sobrenadante foi recuperado e as quantificagées de IgG e Alb
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foram realizadas a 280 nm. A partir das absorbancias (Aps) obtidas e fatores de
diluicdes (F4), obteve-se a concentracdo de IgG e Alb no equilibrio (C*) (Equacao
3.2).

Na Equacdo 3.1, “p” é a absortividade especifica obtida por curvas
padrbées que tem como referéncia as proteinas IgG e Alb de alta pureza. Para IgG

e Alb “p” é igual a 1,36 e 0,53 (mL.cm)/mg, respectivamente.

A quantidade de proteina adsorvida por grama de adsorvente (Q*) foi

calculada usando a Equacgao 3.3:

~ (cC)v

4 M

em que C é a concentragao inicial de IgG e Alb, C* é a concentracao de
lgG e Alb no equilibrio (mg/mL), V o volume de solu¢cdo adicionado no tubo

Eppendorf (mL) e M a massa de adsorvente (g).

Diante dos valores de Q* e C* foram utilizados os modelos de Langmuir
(Equacéo 3.4) (Langmuir, 1913) e Langmuir-Freundlich (Equacéo 3.5) (Andrade e
Hadly, 1985), para determinar os repectivos parametros de cada modelo. A
escolha do modelo foi baseada na melhor representagdo dos resultados

experimentais obtidos.
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_ Q,C 34
—(KdJr 3 (3.4)
. Q. (C)
g= (&) (3.5
Kaam* (C)

Em que:
Qm = capacidade maxima de adsorgao;
K4 = constante de dissociacao do complexo proteina-ligante imobilizado;

Kqwr) = constante de dissociacdo aparente do complexo proteina-ligante

imobilizado;

n = coeficiente de Langmuir-Freundlich, indica a cooperatividade presente
no sistema de adsorcdo, sendo que n = 1, ndo ha cooperatividade entre as
proteinas, ou os sitios de adsorcdo sado independentes, n > 1 identifica uma
cooperatividade positiva e para 0 < n < 1, uma cooperatividade negativa é
atribuida ao processo (Sharma e Agarwal, 2001).
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Capitulo 4: Resultados e discussao

Neste capitulo apresentam-se os resultados e discussao do estudo da
purificacdo de IgG humana por cromatografia negativa, que foi realizado em cinco
etapas. A primeira compreendeu o estudo do efeito do tamanho da cadeia
alifdtica da diamina contendo trés, seis e oito carbonos, imobilizada em géis de
agarose ativados com CNBr, na purificagdo de IgG (adsorventes w-aminopropil-
agarose, w-aminohexil-agarose e w-aminooctil-agarose). Inicialmente o0s
experimentos foram realizados com soro humano (diluido em tamp&o), por
apresentar composicao proxima a do criossobrenadante (auséncia de fibrinogénio
e fatores de coagulacdo), que é a solugao inicial utilizada pelas industrias de
hemoderivados para obtencédo de IgG e outras proteinas do plasma. A segunda
etapa compreendeu a analise da influéncia do tipo de ativacao do gel, realizada
por experimentos com o gel de agarose ativado com 1,4 butanodioldiglicidil éter
(bisoxirano). Como ligantes, foram utilizadas diaminas com cadeias alifaticas
contendo seis, dez e doze carbonos (w-aminohexil-bisoxirano-agarose, w-
aminodecil-bisoxirano-agarose e w-aminododecil-bisoxirano-agarose). Nao se
realizou ensaios com o gel w-aminooctil-agarose ativado por bisoxirano, pois este
nao se encontra disponivel comercialmente. Nesta etapa, os experimentos foram
realizados com solucoes de soro e plasma humano diluidos em tampao. Na
terceira etapa, comparou-se os resultados da purificacdo de IgG a partir do soro
humano obtidos com os géis com diaminas imobilizadas com os obtidos com o
adsorvente DEAE-agarose. Na quarta etapa, analisou-se 0s pontos isoelétricos
das moléculas de IgG retidas e nao retidas nos géis w-aminohexil-bisoxirano-
agarose e w-aminodecil-bisoxirano-agarose a partir de experimentos
cromatograficos com IgG humana de alta pureza e eletroforese de focalizagao
isoelétrica (IEF). Na quinta etapa determinou-se isotermas de adsorcao de IgG e
Alb para os géis w-aminohexil-bisoxirano-agarose e w-aminodecil- bisoxirano-
agarose, com a finalidade de determinar os parametros capacidade de adsorgao e
constante de dissociacao do complexo IgG-diamina e Alb-diamina.
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4.1. Efeito do tamanho da cadeia carbonica da diamina na purificacao de IgG
por cromatografia negativa: géis ativados com CNBr

A influéncia do tamanho da cadeia carbbnica da diamina imobilizada em
géis ativados com CNBr na purificacdo de IgG por cromatografia negativa foi
estudada em diaminas com cadeias alifaticas lineares de trés, seis e oito
carbonos. Os efeitos estéricos, hidrofébicos e de cargas foram considerados na
analise da adsorcdo de IgG e das outras proteinas do soro humano nestes

adsorventes.

4.1.1. Cadeia alifatica de trés carbonos: w-aminopropil-agarose

A capacidade de adsorgao e a seletividade do adsorvente w-aminopropil-
agarose foi avaliada por meio de ensaios cromatograficos, testando-se trés
tampdes de adsorcao zwiteribnicos MES, MOPS e HEPES nas suas respectivas
faixas tamponantes. Todos os experimentos foram realizados alimentando-se
solucao de soro humano diluido vinte vezes no tampao de adsorcéo, esta diluicdo
foi analisada baseada em resultados obtidos por Pitiot et al. (2001), que
mostraram ser esta condicao favoravel para purificacdo de IgG humana por
cromatografia negativa. As porcentagens de proteinas totais retidas e nao retidas
no gel w-aminopropil-agarose para cada sistema tamponante sdo mostradas na

Figura 4-1.

A retencdo de proteinas do soro foi possivel em todos os sistemas
tamponantes, entretanto, os valores foram muito baixos (Figura 4-1). Dentre todos
os sistemas tamponantes testados, o tampao HEPES pH 6,8 favoreceu a maior
adsorcao de proteinas (17,6%), diferenca significativa em relacao ao tampao MES,
que se encontra em pH muito proximo ao do HEPES. Analisando o pKa dos
tampodes, observa-se que o Unico que se apresenta com carga liquida zero é o
HEPES a pH 6,8, enquanto que os outros se apresentam com carga negativa. A
carga negativa dos tampdes pode ter influenciado na adsorcdo das proteinas do
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soro em w-aminopropil-agarose, uma vez que os ions do tampao podem ter

competido com as proteinas pelos sitios de carga positiva do adsorvente.
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Figura 4-1. Porcentagens de Proteinas Totais: PA (proteinas adsorvidas) e PNA
(proteinas nao adsorvidas) em w-aminopropil-agarose em presenca dos tampdes MES pH
6,7, MOPS pH 7,9, HEPES pH 6,8 e pH 8,2. Alimentacdo: 1,0 mL de solugdo de soro
humano diluido vinte vezes no tampao de adsorcdo (3,4 mg de proteinas totais/mL).
Eluicdo por acréscimo de 1,0 M NaCl nos tampdes de adsorgéo. Volume de leito de 3,0

mL.

Quanto a seletividade do adsorvente w-aminopropil-agarose, este nao se
mostrou adequado para purificacao de IgG, visto a baixa capacidade de adsorcao
de proteinas do soro humano. A Figura 4-2 e Tabela 4-1 ilustram a cromatografia
em tampao HEPES pH 6,8 (os experimentos realizados com os outros tampdes

encontram-se no Apéndice A).
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Figura 4-2. Perfil cromatografico e eletroforético de adsor¢gdo de proteinas em w-
aminopropil-agarose, a partir de solugao de soro em tampao HEPES pH 6,8. (I) Injegao:
1,0 mL de solugdo de soro diluido vinte vezes (3,14 mg de proteinas totais/mL). (L)
lavagem: tampao HEPES pH 6,8; (E) eluicdo: HEPES, NaCl 1,0 M pH 6,8; (R)
regeneragdo: NaOH 25 mM. Volume do leito: 3,0 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Fragdes
coletadas: 1,0 mL. Eletroforese SDS-PAGE: Faixas: (M) marcador de alta massa
molecular; () injecao; (5-8) lavagem; (19-21) eluicdo; (N) marcador de IgG.

Tabela 4-1. Balango de massa da cromatografia referente ao adsorvente w-aminopropil-
agarose, a partir de solugdo de soro em tampao HEPES pH 6,8 e dessorgédo por
acréscimo de 1,0 M NaCl no tampao de adsorgao.

Etapas PT3(mg) %P
Injecao 3,14 100,0
Lavagem 2,55 81,5
Eluicao 0,55 17,6
Regeneracao 0,01 0,4
Recuperacéao 3,12 99,5
Proteinas totais adsorvidas 0,57 18,2

? Proteina Total: Dosagem pelo método de Bradford, 1976.
® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina inicial no processo multiplicado
por 100.

Volume do leito: 3,0 mL.
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De acordo com a eletroforese apresentada na Figura 4-2, praticamente
todas as proteinas injetadas ndo foram adsorvidas, resultado obtido também nos

experimentos realizados com os demais tampdes (Apéndice A).

O comportamento observado nesses ensaios pode ser explicado nao
somente pela carga negativa dos tampdes, que podem ter influenciado na
adsorcdo das proteinas do soro em w-aminopropil-agarose, como observado
anteriormente, mas também pelo impedimento estérico, ou seja, as proteinas do
Soro nao conseguem interagir com o sitio ativo do adsorvente devido ao fato do w-
aminopropil possuir apenas trés carbonos ligados a extremidade amino. Assim,
realizaram-se experimentos com o gel w-aminohexil-agarose para analise do
efeito de um maior nimero de carbonos do ligante na adsor¢ao de proteinas do

SOro.

4.1.2. Cadeia alifatica de seis carbonos: w-aminohexil-agarose

Dando seqiéncia a analise da influéncia dos efeitos eletrostaticos e
impedimentos estéricos na adsorcdo de proteinas do soro, realizaram-se
experimentos com o gel w-aminohexil-agarose. Quando comparado com o gel w-
aminopropil-agarose, este possui maior hidrofobicidade e o grupo amino esta mais
acessivel as interacées com as proteinas devido ao tamanho da cadeia carbdnica.

Inicialmente alimentaram-se a coluna cromatografica com volume de 0,4
mL de solucao de soro humano diluido vinte vezes para anélise do melhor sistema
tamponante para purificacdo de IgG (dados apresentados no Apéndice B). Em
seguida, realizaram-se experimento com a melhor condicdo obtida com

alimentacao de 1,0 mL de solugéo de soro diluido vinte vezes.

Os ensaios cromatograficos foram conduzidos em coluna de 3,0 mL de gel
e as condicoes cromatograficas nos valores intermediarios de pH dos sistemas
tamponantes MES, MOPS e HEPES, dentro das suas respectivas faixas

tamponantes. As fracdes de cada etapa cromatografica foram analisadas por
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nefelometria para quantificacdo de 1gG, IgA, IgM, Alb e Trf e as porcentagens de
proteinas retidas e nao retidas no gel w-aminohexil-agarose para os sistemas
tamponantes MOPS e HEPES sao mostradas nas Figuras 4-3 e 4-4. Os
cromatogramas, eletroforeses e balancos de massas destes experimentos
encontram-se no Apéndice B (as duplicatas de todos os experimentos sao
apresentadas no apéndice D). O tampao MES nao propiciou purificacdo de IgG
nas fragbes ndo retidas, assim os resultados sdo somente apresentados no

Apéndice B.

O efeito do pH das solu¢des tamponantes na capacidade de adsorcao de
impurezas esta fortemente ligada a interacdo de cargas entre as proteinas, o gel e
o tampao e a efeitos hidrofébicos. A IgG humana foi parcialmente adsorvida em w-
aminohexil-agarose em todos os sistemas tamponantes (HEPES, MOPS e MES),
aumentando a porcentagem de IgG nao retida com o aumento do valor de pH do
tampdo. A alta pureza de IgG observada em pH em torno de 6,5 ndo esta
associada ao valor de pH e sim a ionizagao do tampao. Quando o tampao MES a
pH 6,5 € empregado para a diluigao do soro, IgG nao é obtida livre de impurezas
nas fragdes nao retidas (apéndice B). A IgG é obtida livre de impurezas nas
fracoes nao retidas quando o pH do tampao encontra-se abaixo de seu valor de
pKa (7,2 e 7,55 para MOPS e HEPES, respectivamente), ou seja, quando o
tampao estd com carga liquida zero. Para ambos os tampdes nesta condicao,
obteve-se de 32 a 35% da IgG injetada recuperada com alta pureza nas fracoes
nao retidas. Observa-se que, quando o valor de pH do tampéo ¢é idéntico ao valor
do seu pKa, a proteina transferrina é parcialmente adsorvida no gel w-aminohexil-

agarose, quando o soro € alimentado na coluna diluido em tampao MOPS.



Capitulo 4 - Resultados e discussao

44

')

g 100,0

@ 80,0

]

’§ 60,0

g 40,0

D

L |

2 0,0

pH 6,5 pH 7,2 pH 7,9
‘I IgG 31,6 69,3 53,6
O Trf 0,0 64,1 80,0
@ Alb 0,0 0,0 0,0
IgA 0,0 0,0 0,0
0 IgM 0,0 0,0 0,0
(b)

100,0

@ )

3

e 80,0

% 60,0

]

g 40,0

[9]

g 20,0

R

0,0
pH 6,5 pH 7,2 pH 7,9

‘I IgG 53,4 17,2 29,4
O Trf 92,7 30,8 13,0
@ Alb 89,8 82,7 92,5
IgA 85,7 95,3 96,5
@ IgM 93,5 87,3 95,0

Figura 4-3. Porcentagens de proteinas (a) ndo adsorvidas e (b) adsorvida em w-

aminohexil-agarose em presenga do tampao MOPS pH 6,5, 7,2 e 7,9 e eluicdo por
acréscimo de 1,0 M NaCl nos tampdes de adsorgao. Alimentacdo: 0,4 mL de solugéo de
soro humano diluido vinte vezes no tampao de adsor¢éo (3,98 mg de proteinas totais/mL).
Volume de leito de 3,0 mL.
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Figura 4-4. Porcentagens de proteinas (a) nao adsorvidas e (b) adsorvida das
cromatografias em w-aminohexil-agarose em HEPES pH 6,8, 7,5 e 8,2. Aimentagéo: 0,4
mL de solugao de soro humano diluido vinte vezes no tampéao de adsorgao (3,98 mg de

proteinas totais/mL). Volume de leito de 3,0 mL.
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A diferenca na capacidade de adsorcdo de impurezas nos diferentes
valores pH pode ser explicada pela andalise dos pontos isoelétricos (pl) das
proteinas: IgG (entre os pH 4,35 e 9,95), Alb (pH 4,7), Trf (entre os pH 5,2 e 5,9),
IgM (entre os pH 5,5 a 6,7) e IgA (entre os pH 4,7 e 5,9) (Prin etal., 1995).
Observa-se que a porcentagem de IgA, IgM e Alb adsorvidas em w-aminohexil-
agarose varia muito pouco, independente do tampéao e do pH utilizado. A IgM,
mesmo podendo ter carga nula ou positiva dependendo do pH, foi adsorvida na
coluna, provavelmente devido a efeitos hidrofébicos com a cadeia alifatica do
ligante. No entanto, a porcentagem de transferrina adsorvida diminui com o
aumento do pH do tampao, apesar desta estar sempre com carga negativa em
todos os pHs estudados.

Tendo-se como melhor resultado a purificagdo de IgG em tampao HEPES
a pH 6,8, realizou-se experimento com maior volume de alimentacao (1,0 mL de
solugéo de soro humano diluido vinte vezes) com a finalidade de comparar o perfil
cromatografico com o obtido com o gel w-aminopropil-agarose. O perfil
cromatografico e eletroforético estdo apresentados na Figura 4-5 e o balango de
massa na Tabela 4-2.
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Figura 4-5. Perfil cromatografico e eletroforético de adsorcdo de proteinas em w-
aminohexil-agarose, a partir de solugdo de soro em tampdo HEPES pH 6,8. () Injegéo:
1,0 mL de solucdo de soro diluido vinte vezes (4,15 mg de proteinas totais /mL). (L)
lavagem: tampao HEPES pH 6,8; (E) eluicdo: HEPES, NaCl 1,0 M pH 6,8; (R)
regeneragao: NaOH 25 mM. Volume do leito: 3,0 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Fragdes
coletadas: 1,0 mL. Eletroforese SDS-PAGE: Faixas: (M) marcador de alta massa

molecular; (1) inje¢ao; (4-7) lavagem; (23-25) eluigao; (N) marcador de IgG.

Tabela 4-2. Balango de massa da cromatografia referente ao gel w-aminohexil-agarose, a

partir de solugdo de soro em tampao HEPES pH 6,8 e dessorgao por acréscimo de 1,0 M
NaCl no tampao de adsorgao.

Etapas PT23(mg) %P

Injecao 4,15 100,0
Lavagem 0,26 6,4

Eluicéo 3,73 89,8
Regeneracgao 0,02 0,5
Recuperacéao 4,01 96,7
Proteinas totais adsorvidas 3,75 90,4

% Proteina Total: Dosagem pelo método de Bradford, 1976.

® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina inicial no processo multiplicado
100.

Volume do leito: 3,0 mL.
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A andlise dos resultados obtidos por eletroforese (Figura 4-5), demonstra
lgG recuperada com alta pureza na etapa de lavagem e o balanco de massa da
Tabela 4-2, apresenta uma massa de 0,09 mg de proteinas totais/mL de
adsorvente na lavagem. Deste modo, realizou-se analise nefelométrica para
constatar a recuperacao de IgG livre de impurezas na etapa de lavagem. Os
resultados obtidos por nefelometria estdo ilustrados na Figura 4-6 e Tabela 4-3.

100,0
80,0
g 60,0
g 40,0
S

20,0

0,0 . ;

N&ao Adsorvidas Adsorvidas

m 1gG 40,0 44,8

OTrf 0,0 94,8

@ Alb 0,0 89,6

m IgA 0,0 89,4

m IgM 0.0 90,4

Figura 4-6. Porcentagens de proteinas ndo adsorvidas e adsorvidas da cromatografia em
w-aminohexil-agarose em HEPES 6,8.

Com relacdo aos experimentos cromatograficos realizados com o gel w-
aminopropil-agarose, observa-se que, 0 numero de carbonos da cadeia ligada ao

terminal amino teve grande efeito na capacidade de adsorcao de impurezas.
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Tabela 4-3. Massa obtida por nefelometria referente ao “pool” das fragcdes de proteinas
mais concentradas de cada etapa da cromatografia em w-aminohexil-agarose. Adsorcao:
HEPES pH 6,8. Dessorcao: acréscimo de 1,0 M NaCl no tampéao de adsorcao.

Purificacédo de

Proteinas (mg) G
g

Etapas

Pureza®
lgG Alb Trf IgA IgM PT® ) FP°
Injecé@o 0,61 2,21 0,12 0,10 0,05 4,15 14,6 1,00
Lavagem 0,24 n.d n.d n.d n.d 0,26 93,5 6,39
Eluicédo 0,27 1,98 0,11 0,09 0,04 3,73 7,3 0,50

Regeneracgao - - - - - 0,02 - -

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

® Pureza: razdo entre a massa de IgG da fragdo e a PT® de cada etapa multiplicado por 100.
° FP: Fator de purificagéo, razao entre a pureza da fracdo e a pureza do material injetado.
n.d.: abaixo do limite de detec¢éo do aparelho (0,93 mg/dL de IgG, 0,62 mg/dL para Alb, 1,11
mg/dL para IgA, 0,69 mg/dL para IgM e 0,35 mg/dL para Trf).

Volume do leito: 3,0 mL.

Determinacao do ponto de ruptura de IgG

Com o intuito de determinar o ponto de ruptura, ou seja, ponto em que
ocorre o0 inicio da nao retencao de impurezas (proteinas do soro diferentes de IgG)
no gel w-aminohexil-agarose, alimentou-se a coluna com 15,0 mL de solugéo de
soro humano diluido vinte vezes (3,37 mg de proteinas totais/mL). A Figura 4-7

apresenta o inicio da curva de ruptura e eletroforeses realizadas.
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Figura 4-7. (a) Inicio da curva de ruptura de IgG em gel w-aminohexil-agarose para
proteinas totais. Volume de alimentacdo: 15,0 mL de solugdo de soro humano diluido
vinte vezes (3,37 mg de proteinas totais/mL). (b) Eletroforese SDS-PAGE das fracoes de
alimentagdo, lavagem e eluigdo: Faixas: M: marcador de alta massa molecular; 1-15:
pontos da curva de ruptura (alimentagéo); 16-20: fracées da lavagem; 21-22: fragbes da
eluicdo; N: marcador de IgG.

Segundo a eletroforese da Figura 4-7 (b), IgG € recuperada livre de
impurezas das fracoes 4 a 9, ou seja, até a passagem de 9,0 mL de solucéao de
alimentacdo. Albumina e transferrina comecaram a ser detectadas a partir das
fracoes 10 e 11, respectivamente, sendo IgG recuperada com impurezas das
fracoes 10 a 20. Observa-se da curva da Figura 4-7 (a) que nao houve saturacao
da coluna (C/Co(méaximo) igual a 0,27, em que C € a concentragdo em cada fracao
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e Cp € a concentracao inicial), mas esta saturacdo nao precisou ocorrer para que
lgG fosse recuperada com impurezas na saida da coluna. A partir dos resultados
obtidos, determinou-se o ponto de ruptura de 9,0 mL, ou seja, o volume maximo
de solucao de soro humano que pode ser injetado na coluna para obter-se IgG de

alta pureza.

Como houve purificacdo de IgG, determinou-se sua pureza e o fator de
purificacdo por andlise nefelométrica. As analises foram realizadas agrupando-se
as fracoes cromatograficas de 4 a 9, referentes a etapa de alimentacéo, as fracdes
de 10 a 20, das etapas de alimentacdo e lavagem e, finalmente, as fracées da
etapa de eluicdo. Os resultados obtidos sao apresentados na Tabela 4-4 e Figura
4-8.

Os valores de pureza obtidos superiores a 100% para IgG na etapa de
alimentacao podem ser explicados pelas diferencas nos métodos de quantificagao
de proteinas, pois para quantificar proteinas totais utilizou-se o método de
Bradford (1976), que subestima a concentragdo de IgG nestas fragées, uma vez
que elas estdo com grau de pureza elevado. O método de Bradford apresenta
grande variacdo de resposta, dependendo da proteina dosada, sendo que
apresenta uma maior sensibilidade para Alb (Hammond e Kruger, 1988). O
método nefelométrico para quantificacao de IgG, Alb, Trf, IgA e IgM é altamente
especifico, pois as interacdes ocorridas para a quantificacao de proteinas sao do
tipo antigeno-anticorpo, assim, tem-se a quantidade de IgG real na amostra.
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Tabela 4-4. Massa obtida por nefelometria referente ao “pool” das fragdes das etapas da
cromatografia em w-aminohexil-agarose. Tampao de adsor¢do: HEPES pH 6,8.

) Purificagéo de
Proteinas (mg)

lgG
Etapas 5
Pureza
IgG  Alb Trf IgA IgM PT? ) FP°
Solucgéo inicial 7,89 39,15 2,00 1,95 0,66 50,50 15,6 1,00
Alimentacao
y 18 nd nd nd nd 1,06 1494 9,56
(fracbes de 4 a 9)

Alimentagao + Lavagem

3,89 10,90 1,76 nd nd 17,40 22,3 1,43
(fracGes de 10 a 20)

Eluicao
1,13 26,30 0,20 1,74 0,62 29,50 3,8 0,25
(fracbes de 21 a 22)
Regeneracao - - - - - 0,1 - -

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

® Pureza: razdo entre a massa de IgG da fracdo e a PT? de cada etapa multiplicado por 100.
° FP: Fator de purificagéo, razao entre a pureza da fracdo e a pureza do material injetado.
n.d.: abaixo do limite de deteccéo do aparelho (0,93 mg/dL de IgG, 0,62 mg/dL para Alb, 1,11
mg/dL para IgA, 0,69 mg/dL para IgM e 0,35 mg/dL para Trf).

Volume do leito: 3,0 mL.



Capitulo 4 - Resultados e discussao 53

100,0 -
80,0
g 60,0
g 40,0
&
0.0 . .
Alimentacao Lavagem + Eluicao
m IgG 20,1 63,6
O Trf 0,0 98,2
0 Alb 0,0 95,0
| IgA 0,0 89,4
O IgM 0,0 94,5

Figura 4-8. Porcentagens de recuperacdo de IgG de alta pureza na alimentagao e
proteinas recuperadas nas etapas de lavagem e eluicdo da cromatografia em w-
aminohexil-agarose em HEPES pH 6,8.

Os resultados obtidos por nefelometria confirmam o perfil eletroforético,
lgG é recuperada com alta pureza nas fracées de 4 a 10 da alimentacédo. Apesar
da recuperacao de IgG ter sido de 20,1% da proteina injetada, a massa de IgG
obtida por mililitro de gel (0,53 mg) recuperada com elevada pureza é significativa

em relacao aos demais experimentos ja realizados.

Comparando-se a massa de IgG obtida por mililitro de gel (0,53 mg) com
os dados da literatura, tem-se que Pitiot et al., (2001) obtiveram 3,23 mg de IgG
por mililitro de gel, valor aproximadamente seis vezes maior do que o obtido neste
trabalho, nas fracées nao retidas, quando 1,0 mL de plasma humano diluido vinte
vezes em tampao de adsorcdo MOPS pH 7,2 foi injetado na coluna contendo o gel
histidina-aminohexil-Sepharose 4B usado como um adsorvente em cromatografia

negativa.

Como os resultados obtidos ndo foram comparaveis aos de Pitiot et al.,
(2001) em termos de massa de IgG obtida com alta pureza por mililitro de gel,
realizaram-se experimentos com o0 gel w-aminooctil-agarose visando a obtencgéo

de maior capacidade de adsorcao de proteinas e maior massa de IgG purificada
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(maior porcentagem de IgG nas fracdes nao retidas). Este adsorvente possui
cadeia alifatica de oito carbonos ligados ao terminal amino, dois carbonos a mais

do que o gel w-aminohexil-agarose.

4.1.3. Cadeia alifatica de oito carbonos: w-aminooctil-agarose

Os ensaios com w-aminooctil-agarose foram realizados com os tampdes
MES, MOPS e HEPES nos seus limites inferiores e superiores de valores de pH
de tamponamento, alimentando-se a coluna com 1,0 mL de solugao de soro
diluida vinte vezes. Os resultados obtidos por nefelometria encontram-se
apresentados na Figura 4-9 e os balancos de massas e os perfis cromatograficos
e eletroforéticos destes experimentos encontram-se no Apéndice C.

A retencdo de IgG no gel w-aminooctil-agarose diferiu muito daquela
observada em w-aminohexil-agarose em tampao MOPS pH 7,9 e HEPES pH 8,2,
observando-se a alta retencao de IgG nestes pHs. A porcentagem de recuperacao
de IgG adsorvida para estes pHs nao se aproxima do valor total de IgG injetada,
que seria 100%. Este comportamento pode ter se dado devido ao fato das
analises nefelométricas terem sido realizadas somente com o “pool” das fracbes
mais concentradas das etapas de lavagem e eluicdo. Como em cada fracao de
lavagem a massa de proteinas totais nao foi superior a 0,07 mg, as concentracoes
das proteinas dos “pools” ficaram abaixo do limite de deteccao do nefelémetro.

Para os tampdes MES pH 6,7 e HEPES pH 6,8, observa-se um aumento
da nao retencéo de IgG (49,7% e 42,7% de 1gG nao adsorvida, respectivamente)
quando comparado ao gel w-aminohexil-agarose. Além disso, para o tampao MES
pH 6,7, ndo houve necessidade do mesmo estar na sua forma zwiteridnica para
que a IgG fosse obtida livre de impurezas nas fracées nao retidas, ou seja, o pH
do tampao encontrava-se acima de seu valor de pKa (pka de 6,15 para o tampao
MES). Conclui-se que, para o gel w-aminooctil-agarose, o pH do tampao é
determinante para nao retencao de IgG, mais que o estado de ionizacdo do
tampao.
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Figura 4-9. Porcentagens de proteinas (a) ndo adsorvidas e (b) adsorvidas em w-

aminooctil-agarose em MES pH 6,7, MOPS pH 7,9, HEPES pH 6,8 e pH 8,2.

A Figura 4-10 ilustra o perfil cromatografico e eletroforético do experimento

de purificacdo de IgG realizado com o tampao HEPES pH 6,8 e 0 as andlises

nefelométricas e fator de purificacdo podem ser observados na Tabela 4-5.

Recuperou-se IgG com elevada pureza na etapa de lavagem (0,07 mg/mL

do adsorvente, Tabela 4-5) com um fator de purificacdo de 7,9 vezes.
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Comparando-se este resultado com o obtido com o gel w-aminohexil-agarose na
condicdo HEPES pH 6,8 e volume de injecdo de 1,0 mL de solugdo de soro,
observa-se que o aumento de 2 carbonos da cadeia alifatica nao influenciou

significamente na nao retencao de IgG.
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Figura 4-10. Perfil cromatografico e eletroforético de adsor¢cdo de proteinas em w-
aminooctil-agarose, a partir de solucdo de soro em tampao HEPES pH 6,8. (I) Inje¢do:1,0
mL de solucao de soro humano diluido vinte vezes (3,31 mg de proteinas totais /mL). (L)
lavagem: tampao HEPES pH 6,8; (E) eluicdo: HEPES, NaCl 1,0 M pH 6,8; (R)
regeneragdo: NaOH 25 mM. Volume do leito: 3,0 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Fragdes
coletadas: 1,0 mL. Eletroforese SDS-PAGE: Faixas: (M) marcador de alta massa
molecular; () injecao; (5-8) lavagem; (20-22) eluicdo; (N) marcador de IgG.
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Tabela 4-5. Massa obtida por nefelometria referente ao “pool” das fragbes de proteinas
mais concentradas de cada etapa da cromatografia em w-aminooctil-agarose. Adsorgao:

HEPES pH 6,8. Dessorcao: acréscimo de 1,0 M NaCl no tampao de adsorgao.

Proteinas (mg) Purificacédo de IgG
Etapas Pureza®
lgG  Alb Trf IgA IgM PT? ) FP°
Injegéo 0,50 2,86 0,15 0,13 0,05 3,31 15,2 1,0
Lavagem 0,22 nd n.d n.d n.d 0,18 119,4 7,9
Eluicao 0,20 2,80 0,15 0,91 0,05 3,08 6,5 0,4
Regeneracgao - - - - - 0,02 - -

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

® Pureza: razdo entre a massa de IgG da fracdo e a PT? de cada etapa multiplicado por 100.
° FP: Fator de purificagéo, razao entre a pureza da fracdo e a pureza do material injetado.
n.d.: abaixo do limite de detec¢éo do aparelho (0,93 mg/dL de IgG, 0,62 mg/dL para Alb, 1,11
mg/dL para IgA, 0,69 mg/dL para IgM e 0,35 mg/dL para Trf).

Volume do leito: 3,0 mL.

Com a finalidade de determinar o ponto de ruptura de IgG em gel w-
aminooctil-agarose, alimentou-se a coluna com volume de 15,0 mL de solugéo de
soro humano diluido vinte vezes (2,91 mg de proteinas totais/mL). A Figura 4-11
apresenta a curva de ruptura e eletroforeses realizadas com o intuito de

determinar o ponto em que ocorre o inicio da ndo retencao de impurezas.
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Figura 4-11. (a) Inicio da curva de ruptura de IgG do experimento em gel w-aminooctil-
agarose, volume final de alimentagdo: 15 mL de solugdo de soro humano diluido vinte
vezes (2,91 mg de proteinas totais/mL). (b) Eletroforese SDS-PAGE das fragbes de
alimentacao, lavagem e eluicdo: Faixas: M: marcador de alta massa molecular; 1-15:
pontos da curva de ruptura (alimentagao); 16-21: fracées da lavagem; 22-23: fracbes da
eluicdo; N: marcador de IgG.

Segundo a eletroforese da Figura 4-11 (b), IgG € recuperada com alta
pureza nas fracdes 4 a 15, ou seja, durante toda a etapa de alimentacao da coluna
(15,0 mL de solucdo de soro diluida vinte vezes). As impurezas albumina e
transferrina comecaram a ser detectadas a partir da fracdo 16, sendo IgG
recuperada com impurezas das fragbes 16 a 23. Conclui-se que o maximo de
volume de solugédo de alimentacdo que pode ser injetado na coluna com gel w-
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aminooctil-agarose para que IgG seja recuperada com elevada pureza é de 15,0
mL de solucéo de soro diluida vinte vezes, nas condigdes analisadas.

Como houve purificacdo de IgG determinou-se sua pureza e o fator de
purificacdo por andlise nefelométrica. As analises foram realizadas agrupando-se
em “pool” as fracbes cromatograficas referentes as etapas de alimentacao
(fracoes de 4 a 15), de lavagem (“pool” das fracoes de lavagem de 16 a 21) e de
eluicdo (“pool” das fragbes 22 e 23). Os resultados obtidos sdo apresentados na
Figura 4-12 e Tabela 4-6.
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IgA 0,00 97,9
OIgM 0,00 89,7

Figura 4-12. Porcentagens de recuperacdo de IgG de alta pureza na alimentacdo e
proteinas recuperadas na lavagem e eluicdo em w-aminooctil-agarose em presenca do
tampéao de adsorgdo HEPES pH 6,8 e eluigéo por acréscimo de 1,0 M NaCl nos tampdes

de adsor¢ao.



Capitulo 4 - Resultados e discussao 60

Tabela 4-6. Massa obtida por nefelometria referente ao “pool” das fragcdes de proteinas
mais concentradas de cada etapa da cromatografia em gel w-aminooctil-agarose.
Adsorcao: HEPES pH 6,8. Dessorc¢ao: acréscimo de 1,0 M NaCl no tampao de adsorcéo.

Purificacédo de

Proteinas (mg) G
¢)

Etapas

Pureza®
IgG  Ab T IgA  IgM  PT® o Fpe

Solugdo inicial 7,13 37,35 222 1,10 0,84 43,78 16,3 1,0
Alimentacédo 2,62 n.d n.d n.d n.d 1,59 164,99 10,1
Lavagem 1,81 0,08 0,05 n.d n.d 2,44 73,9 4,5
Eluicéo 1,78 32,40 2,08 1,08 0,76 37,43 4,8 0,3
Regeneracgao - - - - - 0,10 - -

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

® Pureza: razdo entre a massa de IgG da fracdo e a PT? de cada etapa multiplicado por 100.
° FP: Fator de purificagéo, razao entre a pureza da fracdo e a pureza do material injetado.
n.d.: abaixo do limite de detecgéo do aparelho (0,93 mg/dL de IgG, 0,62 mg/dL para Alb, 1,11
mg/dL para IgA, 0,69 mg/dL para IgM e 0,35 mg/dL para Trf).

Volume do leito: 3,0 mL.

Obteve-se 36,7% (Figura 4-12) de IgG recuperada com alta pureza na
etapa de alimentacdo. A massa de IgG obtida por mililitro do adsorvente (0,87 mg,
Tabela 4-6) recuperada com alta pureza € maior em relacdo a massa de IgG
obtida com alta pureza no experimento com o gel w-aminohexil-agarose (0,53 mg
de lgG, Tabela 4-4) nas mesmas condi¢cdes estudadas. Possivelmente a maior
cadeia carbbnica do octil, dois carbonos a mais em relagdo ao aminohexil, tenha
possibilitado maior disponibilidade de elétrons da amina do ligante, permitindo,
assim, maior interagao entre o adsorvente e as impurezas contidas na solucao de

alimentacgao.

Apesar dos resultados com o gel w-aminooctil-agarose terem sido
melhores em termos da massa de IgG com alta pureza recuperada por mililitro de
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gel (0,87 mg/mL) do que com o gel w-aminohexil-agarose (0,53 mg/mL), este valor
ainda é menor quando comparado com os da literatura (3,23 mg/mL) (Pitiot et al.,
2001).

Tendo-se observado um efeito significativo do nimero de carbonos da
diamina na capacidade de adsorcao de impurezas e na massa de IgG nao retida
bem como no grau de pureza da IgG purificada, investigou-se se bracos

espacgadores teriam um efeito positivo na nao retencao de IgG.

4.2. Efeito do tamanho da cadeia carbonica da diamina na purificacao de IgG:

por cromatografia negativa: géis ativados com bisoxirano

O efeito do tamanho da cadeia carbdnica da diamina imobilizada em géis
ativados com bisoxirano na purificagdo de IgG por cromatografia negativa foi
estudada com diaminas de cadeias alifaticas lineares de seis, dez e doze
carbonos. A ativacdo da agarose com bisoxirano introduz no gel, segundo o
fornecedor Sigma-Aldrich, um brago espacador de 12 atomos, tendo-se, assim,
um longo brago com caracteristicas hidrofobicas. Os efeitos hidrofébicos e de
cargas foram considerados na analise da adsorcao de IgG e das outras proteinas
do soro e do plasma humano nestes adsorventes. Os resultados obtidos foram
comparados com os dos experimentos com os géis ativados com CNBr.

4.2.1. Cadeia alifatica de seis carbonos: w-aminohexil-bisoxirano-agarose

Com a finalidade de analisar o efeito da ativagdo do gel na purificacao de
lgG e do brago espacador de 12 atomos, realizou-se experimentos com o
adsorvente w-aminohexil-agarose ativado com bisoxirano, que doravante neste
trabalho sera denominado w-aminohexil-bisoxirano-agarose. Com o objetivo de
comparar o desempenho deste gel com o w-aminohexil-agarose ativado com
CNBr, realizou-se ensaios cromatograficos em condi¢cdes idénticas as dos

experimentos para obtencdo dos pontos de ruptura para IgG descritas no item
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4.1.2, alimentando-se a coluna com 15,0 mL de solugdo de soro humano diluido
vinte vezes em tampdao HEPES pH 6,8. Os resultados cromatograficos e
eletroforéticos obtidos encontram-se na Figura 4-13 e as analises nefelométricas
na Figura 4-14 e Tabela 4-7.
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Figura 4-13 (a) Inicio da curva de ruptura de IgG do experimento em gel w-aminohexil-
bisoxirano-agarose, volume final de alimentagdo: 15,0 mL de solugédo de soro humano
diluido vinte vezes (3,29 mg de proteinas totais/mL). (b) Eletroforese SDS-PAGE das
fracOes de alimentacdo, lavagem e eluigdo: Faixas: M: marcador de alta massa molecular;
3-15: pontos da curva de ruptura (alimentagado); 16-23: fracbes da lavagem; 24-26:
fracoes da eluicao; R: regeneracdo; N: marcador de IgG.
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Tabela 4-7. Massa obtida por nefelometria referente ao “pool” das fragbes de proteinas
mais concentradas de cada etapa da cromatografia em gel w-aminohexil-bisoxirano-
agarose. Adsorcao: HEPES pH 6,8. Dessorgao: acréscimo de 1,0 M NaCl no tampéao de

adsorc¢ao.
] Purificacdo de
Proteinas (mg) G
Etapas gb
Pureza
lgG Alb Trf IgA  IgM PT? FP°

(%)

Solucao inicial 8,50 3225 1,69 1,03 1,09 49,40 17,2 1,0
Alimentacéao 4,00 n.d nd nd nd 3,36 119,0 6,9

Lavagem 2,46 n.d nd nd nd 2,38 103,3 6,0
Eluicéo 1,78 31,39 1,67 0,98 1,04 40,83 4,4 0,3
Regeneracao - - - - - 0,27 - -

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

® Pureza: razdo entre a massa de IgG da fracdo e a PT? de cada etapa multiplicado por 100.
° FP: Fator de purificagéo, razao entre a pureza da fracdo e a pureza do material injetado.
n.d.: abaixo do limite de detec¢éo do aparelho (0,93 mg/dL de IgG, 0,62 mg/dL para Alb, 1,11
mg/dL para IgA, 0,69 mg/dL para IgM e 0,35 mg/dL para Trf).

Volume do leito: 3,0 mL.
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Figura 4-14. Porcentagens de recuperacdo de IgG de alta pureza na alimentacdo e
lavagem e proteinas recuperadas na eluicdo em w-aminohexil-bisoxirano-agarose em
presenca do tampédo HEPES pH 6,8. Volume final de alimentag&o: 15,0 mL de solu¢édo de
soro humano diluido vinte vezes.
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Segundo a eletroforese da Figura 4-13 (b), a I9G é recuperada livre de
impurezas nas etapas de alimentacao e lavagem, diferindo bastante do resultado
obtido com o gel w-aminohexil-agarose ativado com CNBr, em termos de
capacidade de adsorcdo de impurezas. Nota-se forte efeito da ativacdo por
bisoxirano na purificacao de IgG, pois o ponto de ruptura para o gel w-aminohexil-
agarose foi de 9,0 mL (Figura 4-7), enquanto que para o gel w-aminohexil-
bisoxirano-agarose, foi possivel injetar todo o volume de alimentacdo sem ser
observado o ponto de ruptura, recuperando-se 76% da IgG injetada livre de
impurezas (Figura 4-14) contra 20,1% obtido com o gel w-aminohexil-agarose.

Comparando-se os resultados obtidos com este gel com o os dados
obtidos por Pitiot et al. (2001), em que utilizaram 2,0 ml adsorvente histidina-
aminohexil-agarose (gel ativado com epicloridrina) e alimentagdo de 1,0 mL de
plasma diluido vinte vezes, observa-se que o gel sem histidina (w-aminohexil-
bisoxirano-agarose; coluna com 3,0 mL de gel ), purificou a mesma quantidade de
lgG (6,46 mg) que o gel com histidina imobilizada, mas em relagcdo a massa de
lgG néo retida por mililitro de adsorvente, o gel com histidina imobilizada obteve
3,23 mg, enquanto que a proporcao para o gel estudado foi de 2,15 mg. Porém,
nao se tem ao certo nocao sobre a pureza das fracdes nao retidas obtidas por
Pitiot ef al. (2001), pois apenas IgG e Alb foram quantificadas.

Comportamento similar a Pitiot et al., (2001) foi apresentado por Bresolin
et al. (2009), em que obtiveram aproximadamente 7,0 mg (35,5% da IgG injetada
na coluna) de IgG com alta pureza nas fragcdes cromatograficas nao retidas,
quando 19,72 mg de IgG foram alimentadas na coluna contendo 1,0 mL do
adsorvente TREN-agarose. Porém, Bresolin et al. (2009) quantificaram apenas
proteinas totais e detectou IgG somente por eletroforese, assim, ndo se pode
verificar a pureza das fragcdes cromatograficas obtidas.

Com o intuito de determinar o ponto de ruptura para este adsorvente,
alimentou-se na coluna o dobro do volume de solucdo de soro humano diluido
vinte vezes em tampao HEPES pH 6,8, ou seja, 30,0 mL. Os resultados
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cromatograficos e eletroforéticos obtidos encontram-se na Figura 4-15 e as

andlises nefelométricas na Tabela 4-8 e Figura 4-16.
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Figura 4-15. (a) Inicio da curva de ruptura de IgG do experimento em gel w-aminohexil-
bisoxirano-agarose, volume final de alimentagdo: 30,0 mL de solugédo de soro humano
diluido vinte vezes (3,24 mg de proteinas totais/mL). (b) Eletroforese SDS-PAGE das
fracoes de alimentagdo, lavagem e eluicdo: Faixas: HMW: marcador de alta massa
molecular; I: amostra de inje¢céo; 6-30: pontos da curva de ruptura (alimentagéo); 31-38:
fracOes da lavagem; 60-62: fragdes da eluigao; R: fragcdo de regeneracao; M: marcador de
lgG.
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Tabela 4-8. Massa obtida por nefelometria referente ao “pool” das fragbes de proteinas
mais concentradas de cada etapa da cromatografia em gel w-aminohexil-bisoxirano-

agarose. Adsorcao: HEPES pH 6,8. Dessorgao: acréscimo de 1,0 M NaCl no tampéao de

adsorc¢ao.
) Purificagéo de
Proteinas (mg) G
Etapas gb
Pureza
lgG Alb Tt IgA IgM PT? FP°

(%)

Solucao inicial 16,53 56,10 3,36 2,14 2,12 97,28 17,0 1,0
Alimentacao 10,12 n.d n.d n.d n.d 8,43 120,0 7,1

Lavagem 2,57 n.d nd nd n.d 2,08 123,4 7,3
Eluicéo 3,10 5490 329 2,11 2,10 83,40 3,7 0,2
Regeneracao - - - - - 0,17 - -

% Proteina Total: Dosagem pelo método de Bradford, 1976.

® Pureza: razdo entre a massa de IgG da fragdo e a PT® de cada etapa multiplicado por 100.
° FP: Fator de purificagéo, razao entre a pureza da fracdo e a pureza do material injetado.
n.d.: abaixo do limite de deteccéo do aparelho (0,93 mg/dL de IgG, 0,62 mg/dL para Alb, 1,11
mg/dL para IgA, 0,69 mg/dL para IgM e 0,35 mg/dL para Trf).

Volume do leito: 3,0 mL.
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Figura 4-16. Porcentagens de recuperacdo de IgG de alta pureza na alimentacdo e
lavagem e proteinas recuperadas na eluicdo em w-aminohexil-bisoxirano-agarose em
presenca do tampao HEPES pH 6,8. Volume final de alimentacédo: 30,0 mL de solugéo de

soro humano diluido vinte vezes.
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Observa-se que o ponto de ruptura nao foi atingido para alimentagéo de
volume de 30,0 mL. A obtencdo de maior massa de IgG com alta pureza nas
fracbes nao retidas nos ensaios com o gel w-aminohexil-bisoxirano-agarose (4,23
mg de IgG/mL de adsorvente) pode ser, provavelmente, devido a hidrofobicidade e
a diminuicao dos efeitos estéricos, pois a ativacdo com bisoxirano insere a matriz
um braco espacador com 12 atomos, enquanto que a ativacdo por CNBr insere

apenas 1, levando a maior capacidade de adsorcao de proteinas.

Como nao foi obtido o ponto de ruptura para IgG, analisou-se a influéncia
da diluicdo da solugédo de soro alimentado na coluna cromatogréafica. Realizaram-
se experimentos cromatograficos com volume de alimentagcdo de 15,0 mL de
solugdo de soro diluido dez vezes, assim pode-se avaliar se a mesma massa
alimentada (96,9 mg de proteinas totais), porém com um volume menor de
alimentacao e solugcdo menos diluida, apresentavam efeito na purificacdo de IgG
por cromatografia negativa. Os resultados obtidos encontram-se apresentados na
Figuras 4-17 e Tabela 4-9.



Capitulo 4 - Resultados e discussao 68

o o NO®
o o o o
S & & oS

D
o o
S o

Concentracao de proteinas (mg/mL)
—_ N
[=) o
o o

0,00

60

212 kDa
170 kDa
116 kDa

IgG

[ZR SR SN S =

76 kDa

Trf
53 kbDa Alb

M 45 6 7 8 910 111213 14 15 1617 1819 20 21 22 2324 44 46 R N

Figura 4-17. (a) Curva de ruptura de IgG do experimento em gel w-aminohexil-bisoxirano-
agarose, volume final de alimentacao: 15,0 mL de solu¢cdo de soro humano diluido dez
vezes (6,46 mg de proteinas totais/mL). |: Injecdo da amostra; L: Lavagem; E: Eluicédo; R:
Regeneracéo. (b) Eletroforese SDS-PAGE das fragdes de alimentacao e eluicdo: Faixas:
M: marcador de alta massa molecular; I: amostra de injecdo; 4-15: pontos da curva de
ruptura (alimentagao); 16-24: fracoes da lavagem; 44-46: fracoes da eluicao; R: fracao de
regeneracgao; N: marcador de IgG.
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Tabela 4-9. Massa obtida por nefelometria referente ao “pool” das fragbes de proteinas
mais concentradas de cada etapa da cromatografia em gel w-aminohexil-bisoxirano-

agarose. Adsorcao: HEPES pH 6,8. Dessorgao: acréscimo de 1,0 M NaCl no tampéao de

adsorc¢ao.
] Purificacdo de
Proteinas (mg) G
Etapas J
Pureza
lgG  Alb Trf IgA  IgM  PT? > 9%) FP°

Solugéo inicial 18,30 61,50 3,53 2,10 2,12 96,88 18,9 1,0
Alimentacao+Lavagem
(fracbes 4-24)
Eluicao 292 61,20 3,42 190 2,20 70,69 4,1 0,2
Regeneracgao - - - - - 0,31 - -

536 nd nd nd nd 16,05 957 5,1

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

® Pureza: razdo entre a massa de IgG da fracdo e a PT? de cada etapa multiplicado por 100.
° FP: Fator de purificagéo, razao entre a pureza da fracdo e a pureza do material injetado.
n.d.: abaixo do limite de detec¢éo do aparelho (0,93 mg/dL de IgG, 0,62 mg/dL para Alb, 1,11
mg/dL para IgA, 0,69 mg/dL para IgM e 0,35 mg/dL para Trf).

Volume do leito: 3,0 mL.

A partir da analise da eletroforese da Figura 4-17, observa-se que para o
experimento com alimentacado de soro diluido dez vezes, tem-se IgG obtida com
boa pureza nas fracdes 4 a 24, correspondentes a alimentacao e lavagem, porém
com pureza eletroforética menor que aquela obtida quando o soro foi diluido 20
vezes (Figura 4-15). Pelas andlises nefelométricas tem-se IgG com alta pureza
nas etapas de alimentacdo e lavagem (5,13 mg de IgG com alta pureza por
mililitro de adsorvente).

Observa-se a partir destes experimentos que o ponto de ruptura também
nao foi atingido. Para alcancar este objetivo, alimentou-se a coluna cromatografica
até que a concentracao de saida da coluna fosse igual a de entrada. O volume de
alimentacao necessario para a saturacao da coluna foi de 106,0 mL de solucao de
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soro humano diluido vinte vezes em tampao HEPES pH 6,8. As fraces coletadas
durante a cromatografia foram de 2,0 mL. O perfil cromatografico e eletroforético
obtidos estdo apresentados na Figura 4-18 e o0s resultados das analises
nefelométricas na Tabela 4-10.
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Figura 4-18. (a) Curva de ruptura de IgG do experimento em gel w-aminohexil-bisoxirano-
agarose, volume final de alimentagao: 106,0 mL de solugdo de soro humano diluido vinte
vezes (3,39 mg de proteinas totais/mL). I: Injecdo da amostra; L: Lavagem. (b)
Eletroforese SDS-PAGE das fragbes de alimentagao e eluigdo: Faixas: M: marcador de
alta massa molecular; |: amostra de injecdo; 4-43: pontos da curva de ruptura
(alimentagéo); 72-74: fracbes da eluicdo; R: fracdo de regeneracao; N: marcador de IgG.



Capitulo 4 - Resultados e discussao 71

Tabela 4-10. Massa obtida por nefelometria referente ao “pool” das fragdes de proteinas
mais concentradas de cada etapa da cromatografia em gel w-aminohexil-bisoxirano-
agarose. Adsorcao: HEPES pH 6,8. Dessorgao: acréscimo de 1,0 M NaCl no tampéao de

adsorc¢ao.
] Purificacdo de
Proteinas (mg) G
Etapas bg
Pureza
IgG Alb Trf IgA IgM PT? FP°

(%)
Solucdo inicial 72,50 213,1 18,70 22,40 9,68 359,58 20,2 1,0

Alimentacao
(fracbes de 4 a 24)
Alimentacao +
Lavagem (fracbes 42,50 109,0 17790 nd nd 19421 21,9 1,1

2113 nd nd nd nd 1538 1374 6,8

de 25 a 56)
Eluicdo 6,68 128,0 1,53 20,51 8,96 149,30 4,5 0,2
Regeneracgao - - - - - 0,52 - -

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

® Pureza: razdo entre a massa de IgG da fracdo e a PT? de cada etapa multiplicado por 100.
° FP: Fator de purificacéo, razao entre a pureza da fracdo e a pureza do material injetado.
n.d.: abaixo do limite de detecgéo do aparelho (0,93 mg/dL de IgG, 0,62 mg/dL para Alb, 1,11
mg/dL para IgA, 0,69 mg/dL para IgM e 0,35 mg/dL para Trf).

Volume do leito: 3,0 mL.

A eletroforese da Figura 4-18 (b) mostra que as proteinas transferrina e
albumina comecgam a ser detectadas a partir da fracdo cromatografica 25 (volume
de alimentacao de 50,0 mL de solucéo de soro), deste modo, o ponto de ruptura
para IgG € de 48,0 mL de solucdo de alimentacdo, representando uma
recuperacao de massa de IgG com alta pureza por mililitro do adsorvente de 7,04
mg (Tabela 4-10). A saturacdo da coluna C/Cy igual a 1,0 foi obtida com
aproximadamente 80,0 mL de alimentacao (Figura 4-18 (a)). Os valores maiores
que 1,0 para C/Cy apresentados na Figura 4-18 (a) pode ser devido a uma parte



Capitulo 4 - Resultados e discussao 72

das proteinas que estavam adsorvidas fracamente na coluna foi dessorvida pela

solucéo de soro alimentada.

Como os resultados obtidos foram satisfatérios para purificacéo de IgG a
partir de solucado de soro humano, realizaram-se, em seguida, experimentos com
alimentacdo de solucdo de plasma humano que contém uma maior massa de
proteinas do que o soro. Para os experimentos com plasma empregou-se 0s
tampoées MOPS a pH 7,9 e HEPES a pH 8,2. Estas condicbes de pH foram
utilizadas devido ao fato das proteinas do plasma humano terem precipitado em
tampdes com valores de pH abaixo de 7,9.

Realizaram-se experimentos com plasma diluido dez e vinte vezes nos
tampoées MOPS pH 7,9 e HEPES pH 8,2 com o adsorvente w-aminohexil-
bisoxirano-agarose em condicdes similares as dos experimentos para obtencao
dos pontos de ruptura para IgG descritas no item 4.1.2, alimentando-se a coluna
com 15,0 mL de solugcdo de plasma humano diluido vinte vezes em tampao
HEPES pH 8,2 e MOPS pH 7,9 e plasma humano diluido dez vezes em tampéao
MOPS pH 7,9. Os resultados cromatogréaficos e eletroforéticos obtidos para a
diluicdo de vinte vezes encontram-se nas Figuras 4-19 e 4-20 e as analises
nefelométricas na Tabela 4-11.
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Figura 4-19. (a) Inicio da curva de ruptura de IgG do experimento em w-aminohexil-
bisoxirano-agarose, volume de alimentagdo: 15,0 mL de solugdo de plasma humano
diluido vinte vezes em tampao MOPS pH 7,9 (3,40 mg de proteinas totais/mL). (l) Injecéo
da amostra; (L) lavagem; (E) eluicdo; (R) regeneracao. (b) Eletroforese SDS-PAGE das
fracOes de alimentacado, lavagem e elui¢do: Faixas: M: marcador de alta massa molecular;
I: injecdo 6-15: fragbes da alimentagéo; 16-22: fragbes da lavagem; 44-45: fragcbes da
eluicao; R: regeneragao; N: marcador de IgG.
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Figura 4-20. (a) Inicio da curva de ruptura de IgG do experimento em w-aminohexil-
bisoxirano-agarose, volume de alimentagdo: 15,0 mL de solugdo de plasma humano
diluido vinte vezes em tampao HEPES pH 8,2 (3,29 mg de proteinas totais/mL). () Injecéo
da amostra; (L) lavagem; (E) eluicado; (R) regeneracao. (b) Eletroforese SDS-PAGE das
fracoes de alimentacado, lavagem e elui¢do: Faixas: M: marcador de alta massa molecular;
I: injecdo 6-15: fragbes da alimentacdo; 16-22: fragdes da lavagem; 60-61: fracdes da
eluicdo; R: regeneracgao; N: marcador de IgG.
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Tabela 4-11. Massa obtida por nefelometria referente ao “pool” das fragdes de proteinas
mais concentradas de cada etapa cromatografica de purificacdo de IgG a partir do plasma
humano em gel w-aminohexil-bisoxirano-agarose. Adsorcao: MOPS pH 7,9 e HEPES pH
8,2. Dessorcgao: acréscimo de 1,0 M NaCl no tampao de adsorgao.

] Purificacao
Proteinas (mg)
. de IgG
Sistema Etapas 5
Pureza
IgG Alb Trf IgA IgM PT? ) FP°

Solucéo inicial 8,07 27,9 1,74 1,00 1,09 51,03 158 1,0

Alimentacdo 3,08 nd nd nd nd 249 1237 7.8

MOPS pH 7,9 Lavagem 251 nd nd nd nd 230 1090 6,9
Eluigao 1,89 25,7 1,64 1,02 1,1 4395 43 0,3

Regeneracao - - - - - 0,68 - -

Solugdo inicial 8,48 29,7 1,82 0,90 1,74 49,37 172 1,0

Alimentacdo 3,07 nd nd nd nd 290 1059 6,2

HEPES pH 8,2 Lavagem 239 nd nd nd nd 191 1251 73
Eluicao 2,57 275 1,75 0,86 1,63 3790 6,8 04

Regeneragdo - - - - - 0,16 - -

? Proteina Total: Dosagem pelo método de Bradford

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

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

n.d.: abaixo do limite de detecgéo do aparelho (0,93 mg/dL para IgG, 0,62 mg/dL para Alb, 1,11
mg/dL para IgA, 0,69 mg/dL para IgM e 0,35 mg/dL para Trf).

Volume do leito: 3,0 mL.

As eletroforeses das Figuras 4-19 e 4-20 e os resultados de nefelometria
mostraram que IgG é detectada na etapa de alimentacdo e lavagem, juntamente
com uma banda de proteina de massa molecular de aproximadamente 100 kDa,
que nao foi detectada nos experimentos com soro humano. As analises
nefelométricas ndo acusaram presenca de IgA, IgM, albumina ou transferrina nas

fracdes protéicas nao retidas.
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A banda de proteina de massa molecular de aproximadamente 100 kDa
localiza-se na mesma altura da banda detectada na faixa do marcador de IgG

comercial, sendo possivel que esta proteina seja um fragmento de IgG.

Nota-se pequeno efeito do tipo de solucao alimentada na coluna contendo
gel w-aminohexil-bisoxirano-agarose, pois foi possivel injetar todo o volume de
alimentacdo de 15 mL, tanto de solugdo de plasma quanto de solucdo de soro,
sem ser observado o ponto de ruptura, recuperando-se 76,0% de IgG injetada livre
de impurezas para alimentacao de solucédo de soro e 69 e 64% de IgG injetada

livre de impurezas para alimentacao de solugédo de plasma.

Comparando-se estes resultados com os obtidos por Pitiot et al. (2001),
observa-se que foi obtido 15,6% menos massa de IgG purificada. Este resultado
pode ter sido influenciado pelas condicbes tamponantes, pois as proteinas do
plasma humano precipitaram em tampdes com valores de pH abaixo de 7,9,
fenbmeno que nao foi relatado por Pitiot et al. (2001), pois a melhor condicao
analisada foi MOPS pH 7,9.

Para andlise do efeito da diluicdo do plasma na purificacdo de IgG,
realizaram-se experimentos com alimentacdo de 8,0 mL de solugcdo de plasma
diluido dez vezes no tampao MOPS pH 7,9 (melhor condicdo para a diluicdo de
vinte vezes). Os resultados obtidos para este experimento encontram-se
apresentados na Figura 4-21 e Tabela 4-12.
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Figura 4-21. (a) Inicio da curva de ruptura de IgG do experimento em w-aminohexil-
bisoxirano-agarose, volume de alimentacao: 8,0 mL de solug¢do de plasma humano diluido
dez vezes em tampao MOPS pH 7,9 (6,46 mg de proteinas totais/mL). (I) Injecdo da
amostra; (L) lavagem; (E) eluicdo; (R) regeneragao. (b) Eletroforese SDS-PAGE das
fracOes de alimentacado, lavagem e elui¢do: Faixas: M: marcador de alta massa molecular;
I: injecdo 4-8: fragbes da alimentagdo; 9-16: fragbes da lavagem; 35-37: fragbes da
eluicao; R: regeneragao; N: marcador de IgG.

A partir das analises da eletroforese da Figura 4-21 e Tabela 4-12,
observa-se que IgG é obtida com alta pureza nas fracoes 4-16 correspondentes as
etapas de alimentacado e lavagem. A massa de IgG obtida com alta pureza por
mililitro de adsorvente para a diluicdo de dez vezes (1,81 mg) foi similar a obtida
com a diluicao de vinte vezes (1,87 mg). Este resultado indica que ambas as
diluicdes sao favoraveis a purificacao de IgG a partir do plasma humano.



Capitulo 4 - Resultados e discussao 78

Tabela 4-12. Massa obtida por nefelometria referente ao “pool” das fragdes de proteinas
mais concentradas de cada etapa cromatografica de purificacdo de IgG a partir do plasma
humano em gel w-aminohexil-bisoxirano-agarose. Adsor¢dao: MOPS pH 7,9. Dessorcéo:
acréscimo de 1,0 M NaCl no tampao de adsorgao.

] Purificacdo de
Proteinas (mg)

lgG
Etapas 5
Pureza
lgG Alb Trf IgA IgM PT? ) FP°
Solucgéo inicial 992 31,2 1,77 1,08 1,10 51,7 192 1,0

Alimentacédo+Lavagem
543 nd nd nd nd 538 1009 5,3
(Fracoes 4-16)

Eluicao 4,04 30,1 1,74 1,02 1,00 40,4 10,0 0,5
Regeneracgao - - - - - 0,25 - -

? Proteina Total: Dosagem pelo método de Bradford
® Pureza: razdo entre a massa de IgG da fragdo e a PT® de cada etapa multiplicado por 100.
° FP: Fator de purificacéo, razao entre a pureza da fracdo e a pureza do material injetado.
n.d.: abaixo do limite de deteccéo do aparelho (0,93 mg/dL para IgG, 0,62 mg/dL para Alb, 1,11
mg/dL para IgA, 0,69 mg/dL para IgM e 0,35 mg/dL para Trf).
Volume do leito: 3,0 mL.

Observa-se que nos experimentos realizados com plasma nao foi atingida
o ponto de ruptura para IgG. Deste modo, realizou-se experimento com
alimentacao de 50,0 mL de solucdo de plasma diluido vinte vezes em tampao
MOPS pH 7,9 (melhor condi¢do) para a obtencao do ponto de ruptura para IgG.
Os resultados obtidos encontram-se apresentados na Figura 4-22 e Tabela 4-13.
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Figura 4-22. (a) Inicio da curva de ruptura de IgG do experimento em w-aminohexil-
bisoxirano-agarose, volume de alimentagdo: 50,0 mL de solugdo de plasma humano
diluido vinte vezes em tampao MOPS pH 7,9 (2,60 mg de proteinas totais/mL). (I) Injecao
da amostra; (L) lavagem; (E) eluicdo; (R) regeneracado. (b) Eletroforese SDS-PAGE das
fracoes de alimentacao, lavagem e elui¢do: Faixas: M: marcador de alta massa molecular;
I: injecdo 4-25: fracbes da alimentacdo; 26-27: fragdes da lavagem; 35-36: fracdes da
eluicdo; R: regeneracgao; N: marcador de IgG.
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Tabela 4-13. Massa obtida por nefelometria referente ao “pool” das fragdes de proteinas
mais concentradas de cada etapa cromatografica de purificacdo de IgG a partir do plasma
humano em gel w-aminohexil-bisoxirano-agarose. Adsor¢dao: MOPS pH 7,9. Dessorcéo:
acréscimo de 1,0 M NaCl no tampao de adsorgao.

Proteinas (mgq) Purificacdo de IgG

Etapas Pureza®

IgG  Alb Trf IgA IgM PT?
(%)

Soluc¢éo inicial 20,55 96,0 6,05 2,76 2,07 1298 158 1,0
Alimentacéao (Fracoes 4-20) 10,62 nd nd nd nd 8,03 1323 84
Lavagem 6,14 nd 032 nd nd 4,71 1304 8,2
Eluicao 3,04 941 6,06 2,71 2,00 107,0 2,8 0,2

Regeneracgao - - - - - 0,74 - )

? Proteina Total: Dosagem pelo método de Bradford

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

° FP: Fator de purificacéo, razao entre a pureza da fracdo e a pureza do material injetado.

"n.d.: abaixo do limite de deteccéo do aparelho (0,93 mg/dL para IgG, 0,62 mg/dL para Alb, 1,11
mg/dL para IgA, 0,69 mg/dL para IgM e 0,35 mg/dL para Trf).

Volume do leito: 3,0 mL.

Observa-se pela eletroforese da Figura 4-22 que o ponto de ruptura para
lgG foi obtido na fragdo 21, correspondendo a 42,0 mL de volume alimentado de
plasma diluido vinte vezes (para este experimento foi coletado 2,0 mL de
amostra). Assim, pode-se alimentar 40,0 mL de solugao de plasma diluido vinte
vezes para obtencao de IgG com alta pureza. A massa de IgG obtida com alta
pureza foi de 3,54 mg por mililitro de adsorvente, valor semelhante ao relatado na
literatura (3,23 de IgG mg por mililitro de adsorvente) (Pitiot et al., 2001).

Como o gel w-aminohexil-bisoxirano-agarose apresentou comportamento
distinto do observado com o gel w-aminohexil-agarose e dos apresentados na
literatura, realizaram-se experimentos com o gel w-aminodecil-agarose ativado
com bisoxirano para analisar se 0 aumento da cadeia carb6nica do ligante,

repercutia efeito na purificagcao de IgG.
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4.2.2. Cadeia alifatica de dez carbonos: w-aminodecil-bisoxirano-agarose

Os ensaios cromatograficos com o gel w-aminodecil-bisoxirano-agarose
foram conduzidos nos valores intermediarios de pH dos sistemas tamponantes
MES, MOPS e HEPES demonstraram que, dentro das suas respectivas faixas
tamponantes, todos os sistemas tamponantes testados favoreceram a purificacao
de IgG nas fracdes nao retidas (Apéndice E). O tampao que apresentou melhores
resultados foi, similarmente aos outros géis estudados, o HEPES, pH 6,8.

Com a finalidade de comparar o desempenho do gel w-aminodecil-
bisoxirano-agarose com o w-aminohexil-bisoxirano-agarose, realizou-se ensaios
cromatograficos em condicdes idénticas ao experimento descrito no item 4.2.1,
alimentando-se a coluna com 15,0 mL de solu¢do de soro humano diluido vinte
vezes (3,38 mg/mL de proteinas totais) em tampao HEPES pH 6,8. A Figura 4-23
apresenta os resultados cromatogréficos e eletroforeses realizadas e na Tabela 4-
14 e Figura 4-24, os resultados das anélises nefelométricas.
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Figura 4-23. (a) Inicio da curva de ruptura de IgG do experimento em gel w-aminodecil-
bisoxirano-agarose, volume final de alimentacao: 15,0 mL de solucao de soro diluido vinte
vezes (3,38 mg de proteinas totais/mL). (b) Eletroforese SDS-PAGE das fracdes de
alimentagéo, lavagem e eluicdo: Faixas: M: marcador de alta massa molecular; 1-15:
pontos da curva de ruptura (alimentagao); 16-21: fracées da lavagem; 22-23: fracbes da

eluicdo; N: marcador de IgG.
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Tabela 4-14. Massa obtida por nefelometria referente ao “pool” das fragdes de proteinas
mais concentradas de cada etapa da cromatografia em gel w-aminodecil-bisoxirano-
agarose. Adsorcao: HEPES pH 6,8. Dessorcéao: por acréscimo de 1,0 M NaCl em tampéao

de adsorcao.

Proteinas (mgq) Purificacdo de IgG
Etapas Pureza®
gG  Ab Trf IgA IgM  PT? %) FP°

Solucdo inicial 9,12 30,2 1,48 1,06 1,15 4524 20,2 1,00
Alimentagédo 4,67 n.d n.d n.d n.d 4,29 108,9 5,40
Lavagem 2,72 n.d n.d n.d n.d 2,45 111,0 5,51
Eluicéo 1,36 293 144 097 1,12 35,91 3,8 0,19

Regeneracgao - - - - - 0,37 - -

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

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

° FP: Fator de purificacéo, razao entre a pureza da fracdo e a pureza do material injetado.

n.d.: abaixo do limite de detecg&o do aparelho (0,93 mg/dL para IgG, 0,62 mg/dL para Alb, 1,11
mg/dL para IgA, 0,69 mg/dL para IgM e 0,35 mg/dL para Trf).

Volume do leito: 3,0 mL.

100,0
3
g 80,0
]
< 60,0
9
& 40,0
S
20,0
0.0 , :
Alimentacao + Lavagem Eluicao
W IgG 81,0 14,9
O Trf 0,00 97,3
O Alb 0,00 97,0
IgA 0,00 91,5
@ IgM 0,00 97,4

Figura 4-24. Porcentagens de proteinas (a) nao adsorvidas e (b) adsorvidas em w-
aminodecil-bisoxirano-agarose em presenca dos tampbées MES pH 6,7, MOPS pH 7,9,
HEPES pH 6,8 e pH 8,2, eluicao por acréscimo de 1,0 M NaCl nos tampdes de adsorgéao.
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Segundo a eletroforese da Figura 4-23 (b), tem-se que IgG foi recuperada
livre de impurezas das fracbes 3 a 21, que correspondem as fragdes coletadas
durante a etapa de alimentagcdo e de lavagem da coluna. A capacidade deste gel
em adsorver proteinas do soro € alta, como observado igualmente para o gel w-
aminohexil-bisoxirano-agarose, pois foi possivel injetar o volume de alimentacao
de 15,0 mL sem ser observado o ponto de ruptura, recuperando-se 81% da IgG
injetada com alta pureza (massa de 2,46 mg de IgG/mL do adsorvente) (Tabela 4-
14 e Figura 4-24).

Realizaram-se duplicata para alimentacao de 15,0 mL de solugao de soro
diluido vinte vezes e obteve-se também IgG com alta pureza nas fracdes de

alimentacao e lavagem da coluna (Apéndice E).

Com o intuito de determinar o ponto de ruptura para este adsorvente,
alimentou-se na coluna o dobro do volume, ou seja, 30,0 mL de solugéao de soro
humano diluido vinte vezes em tampao HEPES pH 6,8. O perfil cromatogréafico e
eletroforético obtidos estdo apresentados na Figura 4-25 e os resultados das
analises nefelométricas na Tabela 4-15 e Figura 4-26.
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Figura 4-25. (a) Inicio da curva de ruptura de IgG do experimento em gel w-aminodecil-
bisoxirano-agarose, volume final de alimentagdo: 30,0 mL de solugdo de soro humano
diluido vinte vezes (3,09 mg de proteinas totais/mL). (b) Eletroforese SDS-PAGE das
fracoes de alimentacado, lavagem e elui¢do: Faixas: M: marcador de alta massa molecular;
1-30: pontos da curva de ruptura (alimentacdo); 31-36: fracbes da lavagem; 65-66:
fracoes da eluicdo; M: marcador de IgG.
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Tabela 4-15. Massa obtida por nefelometria referente ao “Pool” das fracdes de proteinas
mais concentradas de cada etapa da cromatografia em gel w-aminodecil-bisoxirano-
agarose. Adsorcao: HEPES pH 6,8. Dessorcgao: por acréscimo de 1,0 M NaCl no tampéao

de adsorcao.

Proteinas (mg) Purificacdo de IgG
Etapas Pureza®
IgG  Alb Trf IgA IgM PT? %) FP°
Solugéo inicial 18,09 54,6 2,95 2,07 2,06 92,82 19,5 1,0

Alimentacao

) 1352 nd nd nd nd 10,65 126,9 6,5
(fracoes de 1 a 26)

Alimentacao+

Lavagem (fracbes 3,26 0,18 0,15 nd nd 3,43 95,1 4.9

de 27 a 36)
Eluicao 1,22 526 2,71 2,02 1,983 75,59 1,6 0,1
Regeneracao - - - - - 0,41 - N

% Proteina Total: Dosagem pelo método de Bradford, 1976.

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

° FP: Fator de purificacéo, razao entre a pureza da fracdo e a pureza do material injetado.

n.d.: abaixo do limite de deteccéo do aparelho (0,93 mg/dL para IgG, 0,62 mg/dL para Alb, 1,11
mg/dL para IgA, 0,69 mg/dL para IgM e 0,35 mg/dL para Trf).

Volume do leito: 3,0 mL.

A eletroforese da Figura 4-25 (b), mostra que IgG foi recuperada com alta
pureza das fragcdes 1 a 26 (etapa de alimentagao), correspondendo a 74,7% da
massa de IgG injetada e 4,51 mg de IgG nao retida por mililitro de adsorvente
(Figura 4-26 e Tabela 4-15). As impurezas albumina e transferrina comegaram a
ser detectadas a partir da fracdo 27, o qual foi denominado ponto de ruptura.
Estas impurezas continuaram a ser detectadas nas etapas de lavagem e eluicdo
da coluna cromatogréfica. O volume maximo a ser alimentado na coluna com gel
w-aminodecil-bisoxirano-agarose para a obtencao de IgG com alta pureza é de

27,0 mL de solucao de soro humano diluido vinte vezes.
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Figura 4-26. Porcentagens de recuperagao de IgG de alta pureza na alimentagédo e
proteinas recuperadas na lavagem e eleuigdo em w-aminodecil-agarose em presenca do

tampao HEPES pH 6,8 e eluigao por acréscimo de 1,0 M NaCl nos tampdes de adsorcao.

Em relacdo a massa de IgG purificada com alta pureza, o adsorvente w-
aminodecil-bisoxirano-agarose teve uma menor massa de IgG recuperada com
alta pureza por mililitro de adsorvente (4,51 mg), enquanto que a massa obtida
para o gel w-aminohexil-bisoxirano-agarose foi de 7,04 mg de IgG com alta
pureza por mililitro de adsorvente, mostrando, assim, que a maior cadeia
carbdnica do gel w-aminodecil-bisoxirano-agarose acarretou na maior adsor¢ao de
lgG. A recuperacdao de IgG obtida pelos dois géis apresentam resultados
satisfatorios quando comparados aos dados obtidos por Pitiot et al. (2001) (3,23

mg de 1gG por mililitro de gel).

Para analisar a influéncia do volume e diluicdo da solugcdo de soro
alimentada na coluna cromatografica, realizaram-se experimentos cromatograficos
com volume de alimentacdao de 15,0 mL de solucdo de soro diluido dez vezes,
assim pode-se avaliar se um volume menor de alimentagdo com mesma massa de
proteinas totais alimentada (aproximadamente 80,0 mg de proteinas totais)
influenciam na purificacdo de IgG por cromatografia negativa. Os resultados
obtidos encontram-se apresentados na Figura 4-27.



Capitulo 4 - Resultados e discussao 88

O T T T T T T 1
0 5 10 15
Fracoes

(b)

212kDa [IVEE =a
170kDa [ -I"'"'----'-I". ol

116kDa b

76kDa o | - ———— Trt
e Alb
53kDa--‘ : s
M 1 1 23 4 56 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 1718 19 20 21 N

Figura 4-27. Curva de ruptura do experimento em gel w-aminodecil-agarose, volume de
alimentagao 15,0 mL de solu¢do de soro diluido dez vezes. Eletroforese SDS-PAGE das
fracOes de alimentacdo, lavagem e elui¢do: Faixas: M: marcador de alta massa molecular;
1-8: pontos da curva de ruptura (alimentacao); 9-15: pontos da lavagem; 16-17: pontos da
eluicdo; N: marcador de IgG.
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Tabela 4-16. Massa obtida por nefelometria referente ao “pool” das fragdes de proteinas
mais concentradas de cada etapa da cromatografia em gel w-aminodecil-agarose. Volume
de alimentacdo 15,0 mL de solugéo de soro diluido dez vezes.

Proteinas (mg) Purificacao de IgG
Etapas Pureza®

IgG  Alb Trf IgA  IgM PT? ) FP°

Injecéo 16,35 53,55 2,98 2,64 1,26 84,80 19,3 1,0
Alimentacao 5,68 n.d n.d n.d nd 3,36 169,0 8,7
Lavagem 8,28 0,94 0,71 n.d nd 9,97 83,0 4.3
Eluicdo 1,22 48,7 2,21 245 1,16 66,67 1,8 0,1

Regeneragdo - - - - - 0,58 - -

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

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

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

n.d.: abaixo do limite de detec¢ao do aparelho (0,93 mg/dL para 1gG, 0,62 mg/dL para Alb, 1,11
mg/dL para IgA, 0,69 mg/dL para IgM e 0,35 mg/dL para Trf).

Volume do leito: 3,0 mL.

O experimento realizado com volume de alimentacdo de 15,0 mL de
solucdo de soro diluido dez vezes (Figura 4-27) mostra que IgG é apenas
recuperada com alta pureza das fragdes 1-10 da etapa de alimentacdo (1,89 mg
de IgG/mL do adsorvente, Tabela 4-16), sendo que na diluicado de vinte vezes
obteve-se maior massa de IgG com elevada pureza nas fracées 1 a 26 da etapa
de alimentacao (4,51 mg de IgG/mL do adsorvente, Tabela 4-15). Estes resultados
mostram que a capacidade de adsorcao de proteinas do gel foi mais significativa

na maior diluicdo da alimentacéao (vinte vezes).

Este comportamento pode ser explicado com base na condutividade das
solugcdes de soro. Bresolin e colaboradores (2009) mediram a condutividade do
soro humano (9,21 mS/cm, pH 7,4) e de solucdes de soro com diluicbes de cinco
(3.02 mS/cm, pH 6,9), dez (2.10 mS/cm, pH 6,7) e vinte (1,595 mS/cm, pH 6,5)
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vezes e observaram que a capacidade de adsorcao de proteinas no gel TREN-
agarose foi mais eficiente a baixos valores de condutividade e pH préximos a 6,5,
sendo estas caracteristicas coerentes com o as interacdes eletrostaticas em
trocadores de ions classicos, em que a diluicdo do soro ou plasma €& necessaria
para maior adsorcdo devido a alta condutividade destes fluidos (Bresolin et al.,
2009).

Diante desses resultados, analisaram-se também o efeito do tipo de
alimentacao na purificagdo de IgG por cromatografia negativa. Alimentaram-se
solugdes de plasma humano diluido vinte e dez vezes na coluna contendo o gel w-
aminodecil-bisoxirano-agarose, com condicées similares as dos experimentos
para obtencdo dos pontos de ruptura para IgG descritas no item 4.1.2. Para a
diluicdo de vinte vezes, foram alimentados 15,0 mL de solucédo de plasma humano
diluido em tampao HEPES pH 8,2 e MOPS pH 7,9. Estas condi¢des de pH foram
utilizadas devido ao fato das proteinas do plasma humano terem precipitado em
tampdes com valores de pH abaixo de 7,9. Os resultados cromatograficos e
eletroforéticos obtidos para as duas condi¢cdes encontram-se nas Figuras 4-25 e 4-
26 e as analises nefelométricas na Tabela 4-14.

Para a diluicado de dez vezes, foram injetados 8,0 mL de solucdo de
plasma diluido dez vezes em tampao HEPES pH 8,2 (melhor resultado obtido da
diluicdo de vinte vezes). Os resultados obtidos para esta condicdo encontram-se
apresentados na Figura 4-30.
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Figura 4-28. (a) Inicio da curva de ruptura de IgG do experimento em w-aminodecil-
bisoxirano-agarose, volume de alimentagdo: 15,0 mL de solugdo de plasma humano
diluido vinte vezes em tampao MOPS pH 7,9 (3,40 mg de proteinas totais/mL). (I) Injecéo
da amostra; (L) lavagem; (E) eluicado; (R) regeneracao. (b) Eletroforese SDS-PAGE das
fracoes de alimentacao, lavagem e elui¢do: Faixas: M: marcador de alta massa molecular;
I: injecdo 1-15: fragbes da alimentacdo; 16-22: fracdes da lavagem; 40-42: fragbes da
eluicdo; N: marcador de IgG.
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Figura 4-29. (a) Inicio da curva de ruptura do experimento em w-aminodecil-bisoxirano-
agarose, volume de alimentacdo: 15,0 mL de solugdo de plasma humano diluido vinte
vezes em tampao HEPES pH 8,2 (3,34 mg de proteinas totais/mL). () Injecao da amostra;
(L) lavagem; (E) eluicdo; (R) regeneracdo. (b) Eletroforese SDS-PAGE das fragdes de
alimentagao, lavagem e eluigdo: Faixas: M: marcador de alta massa molecular; I: injecéo
1-15: fragbes da alimentacao; 16-22: fracées da lavagem; 40-43: fragdes da eluigdo; N:
marcador de IgG.
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Tabela 4-17. Massa obtida por nefelometria referente ao “pool” das fragdes de proteinas
mais concentradas de cada etapa cromatografica de purificacdo de IgG em gel w-
aminodecil-bisoxirano-agarose a partir do plasma diluido vinte vezes. Adsor¢do: MOPS
pH 7,9 e HEPES pH 8,2. Dessorc¢ao: acréscimo de 1,0 M NaCl no tampao de adsorcéo.

; Purificagcao
Proteinas (mg)
. de IgG
Sistema Etapas 5
Pureza
IgG Alb Trf IgA IgM PT? ) FP°
Solugéo inicial 10,4 29,3 1,65 1,05 1,19 51,0 204 1,0
Alimentacao

1949 nd nd nd nd 1,89 1026 5,0
(Fracoes 1-10)

MOPS Alimentacao +

pH 7,9 Lavagem 6,07 nd 032 nd nd 6,57 924 4,5
(Fracoes 11-22)

Eluigao 1,85 28,2 1,31 1,02 1,16 40,4 4,6 0,2

Regeneracao - - - - - 0,49 - -

Solugéo inicial 10,5 29,7 1,65 1,08 1,36 50,1 21,0 1,0
Alimentacao

282 nd nd nd nd 27 1044 50
(Fragbes 1-11)

HEPES  Alimentacao +

pH 8,2 Lavagem 486 nd 0,26 nd nd 49 99,2 4,7
(Fragbes 12-22)

Eluicao 1,98 289 1,28 1,02 1,23 38,6 5,1 0,2

Regeneracao - - - - - 043 - -

% Proteina Total: Dosagem pelo método de Bradford, 1976.

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

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

n.d.: abaixo do limite de detecgao do aparelho (0,93 mg/dL para IgG, 0,62 mg/dL para Alb, 1,11
mg/dL para IgA, 0,69 mg/dL para IgM e 0,35 mg/dL para Trf).

Volume do leito: 3,0 mL.
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As eletroforeses das Figuras 4-28 e 4-29 dos experimentos realizados com
o0 gel w-aminodecil-bisoxirano-agarose mostraram que IgG é recuperada sem
impurezas das fracoes cromatograficas da alimentacdode 1 a10 ede 1 a 11 para
os tampdées MOPS pH 7,9 e HEPES pH 8,2, respectivamente. As proteinas
transferrina e albumina comecaram a ser detectadas eletroforeticamente e
nefelometricamente (somente a transferrina) nas fracdes finais da etapa de
alimentacao e lavagem. Comparando-se estes resultados com os obtidos com
injecdo de solugdo de soro humano, observa-se um grande efeito do tipo de
solugdo alimentada em gel w-aminodecil-bisoxirano-agarose, pois com a
alimentacao de soro humano, a IgG foi recuperada com alta pureza nas etapas de
alimentacao e lavagem, enquanto que para a alimentacao de plasma, detectou-se
a presenca de transferrina e albumina nas fragbes néo retidas. Conclui-se que a
capacidade de adsorcao de proteinas do plasma do gel w-aminodecil-bisoxirano-
agarose € menor que a do gel w-aminohexil-bisoxirano-agarose. Ressalta-se que
0s experimentos com plasma foram realizados com valores mais altos de pH,
sendo que a ionizacdo do tampao pode ter influenciado na ndo retengcdo de
transferrina e albumina.

A eletroforese da Figura 4-30 do experimento realizado com o gel w-
aminodecil-bisoxirano-agarose e alimentacdo de plasma diluido dez vezes
mostraram que IgG é recuperada com impurezas a partir da fracdo 8 (final da
alimentacao). Das fracdes com alta pureza (4-7) obteve-se apenas 0,81 mg de
proteinas totais, sendo este resultado inferior ao obtido com a diluigdo de vinte
vezes, em que se obteve 2,82 mg de IgG com alta pureza.
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Figura 4-30. (a) Experimento com w-aminodecil-bisoxirano-agarose, volume de
alimentacao: 8,0 mL de solugédo de plasma humano diluido dez vezes em tampéao HEPES
pH 8,2 (6,35 mg de proteinas totais/mL). (I) Injecdo da amostra; (L) lavagem; (E) eluicao;
(R) regeneracdo. (b) Eletroforese SDS-PAGE das fracées de alimentagdo, lavagem,
eluicdo e regeneragdo: Faixas: M: marcador de alta massa molecular; I: injecao 4-8:
fracoes da alimentacdo; 9-16: fragcdes da lavagem; 30-33: fragbes da eluicao; N: marcador
de IgG.

Realizaram-se com o gel w-aminododecil-agarose ativado com bisoxirano
para analisar se 0 aumento da cadeia carbdnica do ligante, repercutia efeito na
purificacdo de IgG.
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4.2.3. Cadeia alifatica de doze carbonos: w-aminododecil-bisoxirano-agarose

Realizou-se experimento com volume de alimentacdo de 30,0 mL de
solucao de soro humano diluido vinte vezes (3,37 mg/mL de proteinas totais) em
tampao de adsorcdo HEPES pH 6,8 no gel w-aminododecil-bisoxirano-agarose.
Observou-se que a IgG foi recuperada nas etapas de alimentacao e lavagem com
poucas impurezas, mas as proteinas do soro humano ficaram fortemente
adsorvidas em w-aminododecil-bisoxirano-agarose, podendo estas serem eluidas
parcialmente adicionando-se sal (NaCl) no tampéao de adsor¢céo e regenerando-se
a coluna com hidréxido de soédio. A recuperacido total de proteinas neste
experimento foi de 63,0%. Para remover o restante das proteinas adsorvidas, fez-
se uso de solucao de SDS a 0,2%.

Outro experimento foi realizado com volume de alimentacdo de 30,0 mL
de solugao de soro humano diluido vinte vezes (3,15 mg de proteinas totais/mL)
em tampao de adsorcdo HEPES pH 6,8, sendo a eluicao realizada em etapas para
a dessorc¢ao das proteinas adsorvidas. Os eluentes HEPES acrescido de 1,0 M de
NaCl pH 6,8, citrato pH 3,0 e etilenoglicol a 80% foram testados, mas apenas
36,05% das proteinas foram recuperadas. A regeneracao da coluna foi feita com
guanidina 6,0 M, sendo recuperadas 2,1% das proteinas injetadas. A recuperacao
total de proteinas foi de 73,0%, sendo necessaria novamente a lavagem da coluna
com solucdo de SDS. O experimento foi realizado em 12,0 horas, devido a todas
as etapas de eluicdo e ap6s a lavagem com SDS, a coluna foi lavada por varias

horas para retirada do surfactante.

Para fins de purificacdo de IgG, o gel w-aminododecil-agarose nao se
mostrou eficiente, pois as proteinas adsorvem fortemente na coluna, sendo
necessario condicdes drasticas para a dessorcdo das mesmas, e,
consequentemente, havendo perda da capacidade de adsorcdo de proteinas a
cada ciclo cromatografico.
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4.3. Gel de troca ionica usado como controle: DEAE-agarose

Como descrito no capitulo Revisao Bibliografica, o grupo funcional DEAE
tem sido estudado por diversos autores para purificacdo de 1gG por cromatografia
negativa (Fahey e Horbett, 1959; Persson, 1987; Bird et al., 1984; Lowe et al,.
1982; Tanaka et al., 1998).

Devido ao fato do grupo funcional DEAE ter sido estudado por varios
autores, utilizou-se o adsorvente DEAE-agarose como controle para purificagao de
lgG a partir do soro humano. Solugdo de plasma humano n&o foi alimentada na
coluna com DEAE-agarose, pois 0s resultados obtidos em géis com diaminas
imobilizadas alimentados com plasma nao foram satisfatérios em relacédo a massa
de IgG obtida por mililitro de adsorvente (3,54 mg) quando comparado com a
massa obtida com alimentacao de soro (7,04 mg de IgG com elevada pureza por
mililitro de adsorvente). A condicéo testada para este adsorvente foi a de 30,0 mL
de solucdo de soro humano diluido vinte vezes em tampao HEPES pH 6,8, esta
condicao foi testada por ter sido uma boa condicdo de purificacdo de IgG em gel
w-aminohexil-bisoxirano-agarose. Os resultados obtidos encontram-se na Figura

4-31 e as analises nefelométricas na Tabela 4-18.

A eletroforese da Figura 4-31 (b), mostra que IgG foi obtida livre de
impurezas das fracdes cromatograficas de 1 a 9, durante a etapa de alimentagéao.
A partir da fracdo 10 detecta-se uma banda de proteina de massa molecular
elevada, superior a 212 kDa. As proteinas Alb e Trf comegcam a sair da coluna a
partir da fracdo 24. Os resultados das analises nefelométricas de IgG, Alb, Trf,
IgA e IgM (Tabela 4-18) indicaram apenas a presenca de IgG na etapa de
alimentacao (Fragdes de 1-22; 3,19 mg de IgG néao retidas por mililitro de
adsorvente). A proteina de massa molecular elevada (acima de 212 kDa) que
aparece na eletroforese ndo foi quantificada. Provavelmente sejam
apolipoproteinas, que possuem massa molecular entre 132-545 KDa (Atmeh,
1990).
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Figura 4-31. (a) Perfil cromatografico de adsorgao de proteinas em DEAE-agarose, Inicio
da curva de ruptura, volume de alimentacao: 30,0 mL de solugéo de soro humano diluido
vinte vezes em tampao HEPES pH 6,8 (3,26 mg/mL de proteinas totais). (I) Injecdo da
amostra; (L) lavagem; (E) eluicdo; (R) regeneragao. (b) Eletroforese SDS-PAGE das
fracOes de alimentacdo, lavagem e elui¢do: Faixas: M: marcador de alta massa molecular;
I: injecdo 1-27: fragbes da alimentagéo; 28-32: fragbes da lavagem; 55-57: fragdes da
eluicao; R: regeneragao; N: marcador de IgG.

Segundo a literatura, as interagées envolvidas na adsorcao de proteinas no
gel DEAE-agarose podem ser de natureza eletrostatica, pontes de hidrogénio,
bem como interagdes do tipo dipolo-dipolo entre moléculas de proteinas e o grupo
DEAE carregado. Estas interagbes sdo muito sensiveis a mudangas na
concentragdo, composicao e pH do tampéao de eluigcdo (Tishchenko et al., 1998).
Todas estas interacées podem estar ocorrendo em conjunto, entre o DEAE e as
proteinas do soro, observando-se que uma parte das moléculas de IgG nao foram
adsorvidas devido a ampla faixa de pl.
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Tabela 4-18. Massa obtida por nefelometria referente ao “pool” das fragdes de proteinas
mais concentradas de cada etapa da cromatografia em gel DEAE-agarose. Adsorcao:
HEPES pH 6,8. Dessorcao: acréscimo de 1,0 M NaCl no tampéao de adsor¢ao.

Proteinas (mg) Purificacdo de IgG
Etapas Pureza®
IgG  Alb Trf IgA IgM PT? %) FPe

Solugéo inicial 18,45 64,50 3,69 2,11 2,15 97,90 18,8 1,0
Alimentacéao
9,57 nd n.d n.d nd 9,20 104,0 5,5
(FracOes de 1-22)
Lavagem
402 023 0,04 nd 0,08 5,10 78,8 4,2
(Fragbes de 23-34)
Eluicéo 431 61,28 3,55 1,92 2,01 76,94 5,6 0,3

Regeneracao - - - - - 0,16 - -

% Proteina Total: Dosagem pelo método de Bradford, 1976.

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

° FP: Fator de purificacéo, razao entre a pureza da fracdo e a pureza do material injetado.

n.d.: abaixo do limite de detecgao do aparelho (0,93 mg/dL para IgG, 0,62 mg/dL para Alb, 1,11
mg/dL para IgA, 0,69 mg/dL para IgM e 0,35 mg/dL para Trf).

Volume do leito: 3,0 mL.

Comparando-se os resultados eletroforéticos e de nefelometria obtidos com
adsorvente DEAE-agarose com os obtidos com os géis w-aminohexil-bisoxirano-
agarose e w-aminodecil-bisoxirano-agarose nas mesmas condi¢coes, para as
diaminas tem-se maior porcentagem de IgG com alta pureza nas fracbes nao
retidas (76,8 e 74,7%, respectivamente), enquanto recupera-se 51,9% de IgG com
elevada pureza para o gel DEAE. Em termos de massa de IgG n&o retida com alta
pureza por mililitro de adsorvente, tem-se 4,23, 4,51 e 3,19 mg por mililitro, para
w-aminohexil-bisoxirano-agarose, w-aminodecil-bisoxirano-agarose e DEAE-
agarose, respectivamente. Este resultado mostra o potencial dos géis diamina-
agarose para purificacdo de IgG humana como alternativa aos géis classicos de

troca idnica.
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4.4. Pontos isoelétricos das moléculas de IgG retidas e nao retidas nos géis

w-aminohexil- e w-aminodecil-bisoxirano-agarose

7

Como a IgG obtida a partir do soro ou plasma humano é policlonal,
apresentando moléculas de 4 subclasses (I1gG+, 1gGo, 1gGs e 19G4) com variados
pontos isoelétricos (pl) e afinidades, um dado essencial para a elucidacao do tipo
predominante de interagdo entre adsorvente-adsorbato € a determinacdo dos pl
das moléculas presentes nas fracoes retidas e nao retidas das cromatografias.
Para esta determinacao, foram realizados experimentos cromatograficos em w-
aminohexil-bisoxirano-agarose e w-aminodecil-bisoxirano-agarose com IgG
humana diluida em Hepes pH 6,8, para posterior analise dos pontos isoelétricos
das moléculas de IgG contidas nas fracdes cromatograficas retidas e nao retidas.
Este sistema tamponante e adsorventes foram utilizados por terem propiciado os

melhores resultados de purificagdo de IgG humana por cromatografia negativa.

Na Figura 4-32 apresentam-se os cromatogramas e eletroforeses de
focalizacao isoelétrica (IEF) dos experimentos realizados com os adsorventes w-
aminohexil-bisoxirano-agarose e w-aminodecil-bisoxirano-agarose, segundo

procedimento descrito no item 3.2.2 do capitulo Materiais e métodos.
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Figura 4-32. (a) e (b) Cromatogramas dos experimentos realizados com IgG de alta
pureza diluida em Hepes pH 6,8, em w-aminohexil-bisoxirano-agarose e w-aminodecil-
bisoxirano-agarose, respectivamente. (l) injegdo; (L) lavagem; (E) eluicdao; (R)
regenerecao. (c) Eletroforese de focalizagao isoelétrica (IEF): marc. IEF: marcador de
ponto isoelétrico; IgG: IgG de alta pureza, 1: “pool” das fragbes de lavagem da
cromatografia em w-aminohexil-agarose; 2: “pool” das fracbes de eluicdo da
cromatografia em w-aminohexil-agarose; 3: “pool” das fragbes de lavagem da
cromatografia em w-aminodecil-agarose; 4: “pool” das fracbes de eluicdo da
cromatografia em w-aminodecil-agarose.

As moléculas de IgG nao retidas (obtidas na etapa de lavagem) nos géis
w-aminohexil-bisoxirano-agarose e w-aminodecil-bisoxirano-agarose apresentam
valores de pl na faixa de aproximadamente 7,5 e 9,3, sendo, portanto, moléculas
carregadas positivamente em pH 6,8. O resultado indica que estas moléculas
sofreram repulsao eletrostatica devido a carga positiva dos adsorventes.
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As moléculas de IgG com cargas negativas, neutras e levemente
positivas em pH 6,8, com valores de pl na faixa de aproximadamente 5,5 a 7,5,
foram adsorvidas nos dois géis analisados, indicando que, possivelmente, as
interacoes dessas moléculas de IgG com o0s adsorventes sejam
predominantemente de natureza eletrostatica. Interacées do tipo hidrofobicas e
van der Waals ndo podem ser descartadas, no entanto, provavelmente ocorram
em menor grau. Qi e colaboradores estudaram as interacbes das proteinas
contidas no soro de rato e o adsorvente de troca ibnica com o grupo funcional
DEAE e observaram que as proteinas adsorvidas possuiam valores de pl acidos,
mostrando, assim, um comportamento semelhante ao observado nos

experimentos realizados neste trabalho (Qi et.al., 2001).

4.5. Isotermas de adsorcao de IgG e Alb em w-aminohexil- e w-aminodecil-

bisoxirano-agarose

As isotermas de adsorcdo foram determinadas visando o calculo de
parametros essenciais para o0 escalonamento do processo, como a capacidade
maxima (Qn) dos géis w-aminohexil- e w-aminodecil-bisoxirano-agarose em
adsorver IgG e Alb e as constantes de dissociacao (Kq) dos complexos IgG- e Alb-
diamina. Os experimentos de adsorcao foram realizados com IgG e Alb por serem
as principais proteinas do soro e do plasma humano adsorvidas nos géis citados.
Os resultados experimentais de adsorcéo e as curvas ajustadas com base nos
modelos de Langmuir e Langmuir-Freundlich para as proteinas IgG e Alb séo
apresentados nas Figuras 4-33 e 4-34 e os parametros ajustados dos respectivos
modelos estdo apresentados nas Tabelas 4-19 e 4-20.

O modelo inicialmente empregado para representacdo dos dados
experimentais foi o de Langmuir, em que € considerada a adsorcdo em
monocamada, superficie interna do sélido homogénea e presenca de numero finito
de sitios, nao interacao entre moléculas adsorvidas e ndo ha adsorcao competitiva
(Langmuir, 1913). Como o modelo de Langmuir ndo representou bem os sistemas
para a maioria dos casos, empregou-se o modelo de Langmuir-Freundlich.
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Figura 4-33. Isotermas de adsorcdo de IgG humana em (a) w-aminohexil-bisoxirano-
agarose e (b) w-aminodecil-bisoxirano-agarose: pontos experimentais e curvas ajustadas

segundo os modelos de Langmuir e Langmuir-Freundlich.
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Tabela 4-19. Parametros obtidos a partir do ajuste ndo-linear dos modelos de Langmuir e
Langmuir-Freundlich aos dados de adsorcdo de IgG humana em w-aminohexil- e w-

aminodecil-bisoxirano-agarose.

Modelos
Parametros Langmuir Langmuir-Freundlich
w-aminohexil w-aminodecil w-aminohexil ~ w-aminodecil
Qm (mg/mL) psf* 30,8+5,8 150,4 + 64,1 18,8 +0,72
Kq (mol/L) psf* (6,4 £2,5)x 107 - -
KaLr (Mol/L) - - (1,4 £0,5) x (3,9+2,3) x
107 10
n - - 1,69 £ 0,33 2,70+ 0,40
Coeficiente de - 0,95 0,94 0,99
correlacao
Varianga - 0,37 13,8 0,64

* psf: apds convergéncia, os parametros nao apresentaram significado fisico.
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Figura 4-34. Isotermas de adsorcdo de Alb humana em (a) w-aminohexil-bisoxirano-
agarose e (b) w-aminodecil-bisoxirano-agarose: pontos experimentais e curvas ajustadas
segundo os modelos de Langmuir e Langmuir-Freundlich.
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Tabela 4-20. Parametros obtidos a partir do ajuste ndo-linear dos modelos de Langmuir e
Langmuir-Freundlich aos dados de adsorcdo de Alb humana em w-aminohexil- e w-

aminodecil-bisoxirano-agarose.

Modelos

Parametros Langmuir Langmuir-Freundlich

w-aminohexil w-aminodecil  w-aminohexil w-aminodecil

Qn(mg/mL)  2066%132  786+70  4488+2124 20292220
Kq (mol/L) (29+0,8) x  (1,7+0,9) x

10° 10°
KaLr (mol/L) ) i (6,2+0,3) x (6,6 £9,1) x
10° 10°
n - - 0,35+ 0,07 0,31+£0,13
Coeficientg de 0,94 0,84 0,99 0.95
correlacéo
Varianga 375,9 163,8 102,3 58,1

A adsorcao de IgG humana em w-aminohexil-bisoxirano-agarose nao foi
bem representada por ambos os modelos, sendo que para o0 modelo de Langmuir,
0s parametros ajustados nao apresentaram significado fisico. O modelo de
Langmuir-Freundlich, que considera a natureza heterogénea do sistema e a
cooperatividade de adsorcdo (Sharma e Agarwal, 2001), apresenta uma boa
correlacdo com os pontos experimentais para adsorcdo de IlgG humana em w-
aminodecil-bisoxirano-agarose (r? = 0,99, Tabela 4-19). Os parametros obtidos a
partir deste modelo mostram conformidade com os dados experimentais, em que
se observa capacidade experimental maxima de adsor¢do de aproximadamente
18,0 mg/mL gel (Figura 4-33). A constante aparente de dissociacdo Ky g tem
ordem de grandeza de 10* mol/L, indicando fraca afinidade de IgG pelo

aminodecil imobilizado. O parametro n, cujo valor € 2,7, caracteriza um sistema
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com cooperatividade positiva, em que a adsorcdo de uma molécula favorece a
adsorcdo de outras. Comparando-se os valores de n obtidos para os dois
adsorventes estudados, nota-se que o valor de n aumentou com o aumento da

cadeia carbodnica.

Quando se compara a adsor¢ao de IgG nos dois géis analisados, observa-
se maior adsorcdo de IgG no gel w-aminohexil-bisoxirano-agarose
(aproximadamente 70 mg de IgG/mL gel), enquanto que a capacidade maxima
para o gel w-aminodecil-bisoxirano-agarose é de aproximadamente 18 mg de
lgG/mL gel. Este resultado ndo condiz com os experimentos cromatogréaficos
realizados com os dois adsorventes alimentados com soro humano, visto que para
o gel w-aminohexil-bisoxirano-agarose obteve-se maior massa de IgG nao
adsorvida. O comportamento apresentado pode ter sido influenciado fortemente
pela adsorgdo das demais proteinas contidas no soro quando realizado os ensaios
cromatograficos, pois as isotermas foram realizadas apenas com IgG humana de
alta pureza.

O modelo de Langmuir-Freundlich foi o que melhor representou os dados
experimentais de adsorcdo de Alb em ambos adsorventes (r* = 0,99 e 0,95 para
w-aminohexil- e w-aminodecil-bisoxirano agarose, respectivamente), no entanto, o
valores de Qn, ajustados (448,8 e 202,9 mg de Alb/mL de gel para w-aminohexil e
w-aminodecil, respectivamente) ndo condizem com a maxima capacidade de
adsorcao experimental (aproximadamente 200 e 90 mg de Alb/mL de gel para w-
aminohexil e w-aminodecil, respectivamente. Os valores da constante de
dissociacao, para ambos os adsorventes e modelos empregados, sdo da ordem
de 10®° mol/L, indicando afinidade média de Alb pelas diaminas imobilizadas. Para
ambos adsorventes estudados, o parametro n, com valores de 0,31 e 0,35,
caracterizam sistemas de cooperatividade negativa, tipico de adsorventes de troca
ibnica, em que a adsorcao de uma molécula desfavorece a adsorcdo de outras
(provavelmente por repulsao eletrostatica).

A andlise do parametro de cooperatividade para as proteinas estudadas
mostra que a adsorcao de IgG nos dois adsorventes é favorecida pela interacéo
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proteina-proteina. Estas interacées podem ser devido a solugdo de alimentacao
de lgG possuir moléculas com cargas positivas, negativas e nulas (comportamento
observado por andlise de IEF em que alimentou-se solugcdo de IgG com alta
pureza) que possibilitam interagdes entre as moléculas.

A adsorcéo de Alb nos adsorventes estudados apresenta comportamento
diferente do observado para IgG em relacdo ao parametro de cooperatividade, ja
que a adsorcao de moléculas de Alb nao favorecem a adsorcdo de outras
moléculas por interagao proteina-proteina. Este comportamento pode ser devido a
repulsdo eletrostatica entre as moléculas adsorvidas (proteina-proteina) e as que
se encontram em solugao.

Dois comportamentos distintos podem ser analisados com as isotermas de
adsorcao obtidas. O primeiro sdo os altos valores de capacidade de adsorcao de
lgG e Alb para o gel w-aminohexil-bisoxirano-agarose (aproximadamente 70,0 e
200,0 mg/mL gel, respectivamente) e o segundo sao os baixos valores de
adsorcdo de IgG e Alb para o adsorvente w-aminodecil-bisoxirano-agarose
(aproximadamente 18,0 e 100,0 mg/mL gel, respectivamente). Estas isotermas de
adsorcdo mostram que o0 adsorvente w-aminodecil-bisoxirano-agarose possui
menor quantidade de sitios disponiveis para adsorcao das proteinas 1gG e Alb

quando comparado ao gel w-aminohexil-bisoxirano-agarose.
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Capitulo 5: Conclusoes

Os adsorventes w-aminohexil-bisoxirano-agarose e w-aminodecil-
bisoxirano-agarose apresentaram o0s maiores rendimentos em termos de
recuperacdao de IgG com alta pureza por mililitro de adsorvente. Para a
alimentacao de 15,0 mL de soro humano diluido vinte vezes em tampéao HEPES
pH 6,8, obteve-se rendimentos de 76 e 81 %, respectivamente, para w-aminohexil-
bisoxirano-agarose e w-aminodecil-bisoxirano-agarose, enquanto que 0s
adsorventes w-aminooctil-agarose e w-aminohexil-agarose apresentaram
rendimentos de 20,1 e 36,7% para o mesmo volume de soro alimentado. O
adsorvente w-aminopropil-agarose nao apresentou seletividade para a IgG em
todos os sistemas tamponantes testados e 0 w-aminododecil-bisoxirano-agarose
ndo pode ser regenerado adequadamente apds alimentagéo de soro humano.

A capacidade dinamica dos géis (determinada pelas curvas de ruptura)
variou com o tipo de ativacdo e tamanho da cadeia carbdnica da amina
imobilizada. Os géis w-aminohexil-bisoxirano-agarose e w-aminodecil-bisoxirano-
agarose apresentaram as maiores capacidades dinamica, obtendo-se 7,04 e 4,51
mg de IgG com alta pureza nas fracées néo retidas por mililitro de adsorvente,
respectivamente.

Quando se compara o rendimento dos géis alimentados com plasma e soro
humano, observa-se que 0s ensaios com soro apresentaram rendimentos
aproximadamente quatro vezes maiores do que com plasma. Este menor
rendimento obtido com plasma pode ter se dado pela maior competitividade das
proteinas do plasma pelos sitios de adsorcado, uma vez que o plasma possui maior
quantidade de proteinas.

Os adsorventes w-aminohexil-bisoxirano-agarose e  w-aminodecil-
bisoxirano-agarose mostraram-se mais eficientes para purificagcdo de IgG em
termos de rendimento e capacidade dindmica do que o gel controle DEAE-
agarose. Para alimentacdo de 30,0 mL de soro diluido vinte vezes em tampao
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Hepes pH 6,8, obteve-se 51,9% de rendimento e 3,19 mg de IgG de alta pureza
por mililitro de DEAE-agarose, enquanto que para os géis w-aminohexil-
bisoxirano-agarose e w-aminodecil-bisoxirano-agarose, obteve-se 76,8 e 74,7%
de rendimento e purificagdo de 4,23 e 4,51 mg de IgG/mL de adsorvente,
respectivamente. Ressalta-se, portanto, o potencial de emprego dos géis w-
aminohexil-bisoxirano-agarose e w-aminodecil-bisoxirano-agarose para

purificacdo de IgG humana em larga escala.
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Capitulo 6: Sugestoes para proximos trabalhos

Diante dos resultados de purificacdo de IgG obtidos por cromatografia
negativa em adsorventes com diaminas imobilizadas neste trabalho, torna-se
relevante a continuagcado da pesquisa envolvendo este tema. Assim, as sugestoes
aqueles que darao continuidade a este trabalho sao:

- Realizar cromatografias negativas com alimentacao de fracées obtidas
pela purificagdo de IgG pelo método de Cohn utilizando os adsorventes w-
aminohexil-bisoxirano-agarose e w-aminodecil-bisoxirano-agarose (melhores
resultados obtidos neste trabalho). Este estudo € importante devido a industria de
hemoderivados utilizar 1gG pré-purificada para alimentacdo de colunas de troca-

ibnica para purificacao de IgG.
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Apéndice A

Cromatogramas, eletroforeses e balancos de massas dos experimentos
realizados com o gel w-aminopropil-agarose em presengca dos tampdes de
adsorcao MES pH 6,7, MOPS pH 7,9, HEPES pH 8,2 e eluigdo por adicao de 1,0
M de NaCl ao tampao de adsorcdo. Estes resultados sao referentes aos

experimentos descritos no item 4.1.1.
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Figura A-1. Perfil cromatografico e eletroforético de adsor¢cdo de proteinas em w-
aminopropil-agarose, a partir de solu¢do de soro em tampao MES pH 6,7.

Volume do leito: 3,0 mL. Vazao: 0,5 mL/min. FracGes coletadas: 1,0 mL. (I) Injecédo: 1,0
mL de solugéo de soro humano diluido vinte vezes (3,56 mg/mL de proteinas totais). (L)
lavagem: tampao MES pH 6,7; (E) eluicdo: MES, NaCl 1,0 M pH 6,7; (R) regeneracao:
NaOH 25 mM. Eletroforese SDS-PAGE: Faixas: (M) marcador de alta massa molecular; (1)
injecao; (4-7) lavagem; (15-17) eluicao; (N) marcador de IgG.
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Figura A-2. Perfil cromatografico e eletroforético de adsorcdo de proteinas em w-
aminopropil-agarose, a partir de solugdo de soro em tampao MOPS pH 7,9.

Volume do leito: 3,0 mL. Vazao: 0,5 mL/min. Fragbes coletadas: 1,0 mL. () Injecdo: 1,0
mL de solugéo de soro humano diluido vinte vezes (3,32 mg/mL de proteinas totais). (L)
lavagem: tampao MOPS pH 7,9; (E) eluicdo: MOPS, NaCl 1,0 M pH 7,9; (R) regeneracao:
NaOH 25 mM. Eletroforese SDS-PAGE: Faixas: (M) marcador de alta massa molecular; (1)
injecao; (4-7) lavagem; (16-18) eluicao; (N) marcador de IgG.
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cromatografico e eletroforético de adsor¢do de proteinas em w-

aminopropil-agarose, a partir de solugao de soro em tampao HEPES pH 6,8.

Volume do leito: 3,0 mL. Vazéo: 0,5 mL/min. FracGes coletadas: 1,0 mL. (I) Injecédo: 1,0

mL de solugao de soro humano diluido vinte vezes (3,14 mg/mL de proteinas totais). (L)

lavagem: tampéo

HEPES pH 6,8; (E) eluicdo: HEPES, NaCl 1,0 M pH 8,2; (R)

regeneragdao: NaOH 25 mM. Eletroforese SDS-PAGE: Faixas: (M) marcador de alta

massa molecular; (I) injecao; (5-8) lavagem; (19-21) elui¢éo; (N) marcador de IgG.
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Figura A-4. Perfil cromatografico e eletroforético de adsor¢cdo de proteinas em w-

aminopropil-agarose, a partir de solugéo de soro em tampao HEPES pH 8,2.

Volume do leito: 3,0 mL. Vazao: 0,5 mL/min. Fragbes coletadas: 1,0 mL. (I) Injecdo: 1,0

mL de solugao de soro humano diluido vinte vezes (3,43 mg/mL de proteinas totais). (L)
lavagem: tampao HEPES pH 8,2; (E) eluicdo: HEPES, NaCl 1,0 M pH 8,2; (R)
regeneragdo: NaOH 25 mM. Eletroforese SDS-PAGE: Faixas: (M) marcador de alta

massa molecular; (I) injecao; (4-7) lavagem; (19-21) elui¢do; (N) marcador de IgG.

Tabela A-1. Balango de massa da cromatografia referente aos tampdes de adsor¢cdo MES

pH 6,7 e MOPS pH 7,9 e dessorcao por acréscimo de 1,0 M NaCl no tampao de

adsorc¢ao.
MES pH 6,7 MOPS pH 7,9
Etapas
PT?(mg) %" PT?(mg) %"
Injegao 3,56 100,0 3,32 100,0
Lavagem 3,32 93,3 3,13 94,2
Eluicao 0,18 5,0 0,15 4,5
Regeneracgao 0,00 0,1 0,01 0,4
Recuperacéao 3,51 98,4 3,29 99,2
Proteinas totais adsorvidas 0,18 5,1 0,16 4,8

? Proteina Total: Dosagem pelo Método de Bradford, 1976

® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina inicial no processo x 100.

Volume do leito: 3,0 mL.



Apéndice A 128

Tabela A-2. Balango de massa da cromatografia referente aos tampdes HEPES pH 6,8 e
pH 8,2 e dessorcao por acréscimo de 1,0 M NaCl no tampéao de adsor¢ao.

HEPES pH 6,8 HEPES pH 8,2
Etapas

PT%mg) %P PT%(mg) %P
Injecao 3,14 100,0 3,43 100,0

Lavagem 2,55 81,5 3,20 93,3

Eluicéo 0,55 17,6 0,16 4,7

Regeneracao 0,01 0,4 0,01 0,4
Recuperacéao 3,12 99,5 3,38 98,5

Proteinas totais adsorvidas 0,57 18,2 0,18 5,3

? Proteina Total: Dosagem pelo Método de Bradford, 1976.
® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina inicial no processo x 100.

Volume do leito: 3,0 mL.
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Apéndice B

Cromatogramas, eletroforeses e balancos de massas dos experimentos
realizados com volume de 1,0 e 3,0 mL de gel w-aminohexil-agarose em presenca
dos tampdes de adsorcdo MES pH 5,5 e 6,5, MOPS pH 6,5, 7,2 e 7,9, HEPES pH
6,8, 7,5 e 8,2 e eluicao por adicdo de 1,0 M de NaCl ao tampao de adsorcao.
Estes experimentos foram descritos no item 4.1.2.
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Figura B-1. Perfil cromatografico e eletroforético de adsor¢cdo de proteinas em w-
aminohexil-agarose, a partir de solugéo de soro em tampao MES pH 5,5.

Volume do leito: 1,0 mL. Vazao: 0,5 mL/min. FracGes coletadas: 1,0 mL. (I) Injecédo: 1,0
mL de solugdo de soro diluido vinte vezes (2,57 mg/mL de proteinas totais). (L)
lavagem: tampdo MES pH 5,5; (E) eluigcdo: MES, NaCl 1,0 M pH 5,5; (R) regeneracgéo:
NaOH 25 mM. Eletroforese SDS-PAGE: Faixas: (M) marcador de alta massa molecular; (1)
injecao; (4-8) lavagem; (11) eluicado; (R) regeneracao; (N) marcador de IgG.
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Figura B-2 Perfil cromatografico e eletroforético de adsorcdo de proteinas em w-

aminohexil-agarose, a partir de solugao de soro em tampao MES pH 6,5.

Volume do leito: 1,0 mL. Vaz&o: 0,5 mL/min. Frag6es coletadas: 1,0 mL. (I) Inje¢édo: 1,0

mL de solugdo de soro diluido vinte vezes (3,21 mg/mL de proteinas totais). (L)
lavagem: tampao MES pH 6,5; (E) eluigcdo: MES, NaCl 1,0 M pH 6,5; (R) regeneragéo:

NaOH 25 mM. Eletroforese SDS-PAGE: Faixas: (M) marcador de alta massa molecular; (1)

injecado; (4-7) lavagem; (21-22) eluicao; (R) regeneragao; (N) marcador de IgG.

Tabela B-1. Balango de massa da cromatografia referente ao tampao de adsor¢gdao MES

pH 5,5 e 6,5 e dessorgao por acréscimo de 1,0 M NaCl no tampéao de adsorgéo.

pH 5,5 pH 6,5
Etapas
PT3(mg) %P PT? (mg) %P
Injecéo 2,57 100,0 3,21 100,0
Lavagem 2,12 82,5 1,32 40,9
Eluicao 0,47 18,2 1,81 56,2
Regeneracgao 0,03 1,0 0,03 1,0
Recuperacéo 2,62 101,8 3,15 98,1
Proteinas totais adsorvidas 2,04 19,4 1,84 57,3

% Proteina Total: Dosagem pelo Método de Bradford, 1976.

® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina inicial no processo x 100.

Volume do leito: 1,0 mL.
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cromatografico e eletroforético de adsor¢cdo de proteinas em w-

aminohexil-agarose, a partir de solugéo de soro em tampao MES pH 5,5.

Volume do leito: 3,0 mL. Vazéo: 0,4 mL/min. FracGes coletadas: 1,0 mL. (I) Injecédo: 0,4

mL de solugéo de soro humano diluido vinte vezes (5,08 mg/mL de proteinas totais). (L)
lavagem: tampao MES pH 5,5; (E) eluigao: MES, NaCl 1,0 M pH 5,5; (R) regeneragao:
NaOH 25 mM. Eletroforese SDS-PAGE: Faixas: (M) marcador de alta massa molecular; (1)
injecao; (4-8) lavagem; (12-13) eluicao; (N) marcador de IgG.
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Figura B-4. Perfil cromatografico e eletroforético de adsor¢cdo de proteinas em w-

aminohexil-agarose, a partir de solugéo de soro em tampao MES pH 6,5.

Volume do leito: 3,0 mL. Vaz&o: 0,4 mL/min. FragGes coletadas: 1,0 mL. (I) Injegédo: 0,4

mL de solugao de soro humano diluido vinte vezes (2,56 mg/mL de proteinas totais). (L)
lavagem: tampao MES pH 6,5; (E) eluigao: MES, NaCl 1,0 M pH 6,5; (R) regeneragao:
NaOH 25 mM. Eletroforese SDS-PAGE: Faixas: (M) marcador de alta massa molecular; (1)

injecao; (5-8) lavagem; (13-14) eluicao; (R) regeneragao; (N) marcador de IgG.

Tabela B-2. Balanco de massa da cromatografia referente ao tampao de adsor¢cdo MES

pH 5,5 e 6,5 e dessorcao por acréscimo de 1,0 M NaCl no tampéao de adsorgao.

Elapas PT?(mg) %P PT? (mg) %P
Injecéo 1,99 100,0 1,00 100,0
Lavagem 0,33 16,5 0,24 23,6
Eluicao 2,04 102,4 0,67 67,2
Regeneracgao 0,00 0,00 0,05 4,5
Recuperacéao 2,62 118,9 0,96 95,2
Proteinas totais adsorvidas 2,04 102,4 0,72 71,7

? Proteina Total: Dosagem pelo Método de Bradford, 1976.

® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina inicial no processo x 100.

Volume do leito: 3,0 mL.
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Figura B-5. Perfil cromatografico e eletroforético de adsorcdo de proteinas em w-
aminohexil-agarose, a partir de solugéo de soro em tampao MOPS pH 6,5.

Volume do leito: 3,0 mL. Vazéo: 0,4 mL/min. FracGes coletadas: 1,0 mL. (I) Injecédo: 0,4
mL de solugéo de soro humano diluido vinte vezes (3,05 mg/mL de proteinas totais). (L)
lavagem: tampao MOPS pH 6,5; (E) eluicdo: MOPS, NaCl 1,0 M pH 6,5; (R) regeneracao:
NaOH 25 mM. Eletroforese SDS-PAGE: Faixas: (M) marcador de alta massa molecular; (1)
injecao; (4-7) lavagem; (13-15) eluicao; (N) marcador de IgG.
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Figura B-6. Perfil cromatografico e eletroforético de adsor¢cdo de proteinas em w-
aminohexil-agarose, a partir de solugéo de soro em tampao MOPS pH 7,2.

Volume do leito: 3,0 mL. Vazéo: 0,4 mL/min. FracGes coletadas: 1,0 mL. (I) Injecédo: 0,4
mL de solugéo de soro humano diluido vinte vezes (3,25 mg/mL de proteinas totais). (L)
lavagem: tampao MOPS pH 7,2; (E) eluicdo: MOPS, NaCl 1,0 M pH 7,2; (R) regeneracao:
NaOH 25 mM. Eletroforese SDS-PAGE: Faixas: (M) marcador de alta massa molecular; (1)
injecao; (4-8) lavagem; (15-16) eluicao; (N) marcador de IgG.
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cromatografico e eletroforético de adsor¢cdo de proteinas em w-

aminohexil-agarose, a partir de solugéo de soro em tampao MOPS pH 7,9.

Volume do leito: 3,0 mL. Vaz&o: 0,4 mL/min. FragGes coletadas: 1,0 mL. (I) Injegédo: 0,4

mL de solugédo de soro humano diluido vinte vezes (3,7 mg/mL de proteinas totais). (L)
lavagem: tampao MOPS pH 7,9; (E) eluicdo: MOPS, NaCl 1,0 M pH 7,9; (R) regeneracéo:
NaOH 25 mM. Eletroforese SDS-PAGE: Faixas: (M) marcador de alta massa molecular; (1)
injecao; (5-8) lavagem; (15-17) eluicao; (N) marcador de IgG.
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Figura B-8. Perfil cromatografico e eletroforético de adsor¢cdo de proteinas em w-
aminohexil-agarose, a partir de solugéo de soro em tampao HEPES pH 6,8.

Volume do leito: 3,0 mL. Vazao: 0,4 mL/min. Fragbes coletadas: 1,0 mL. (I) Inje¢do: 0,4
mL de solugéo de soro humano diluido vinte vezes (3,48 mg/mL de proteinas totais). (L)
lavagem: tampao HEPES pH 6,8; (E) eluicdo: HEPES, NaCl 1,0 M pH 6,8; (R)
regeneragdo: NaOH 25 mM. Eletroforese SDS-PAGE: Faixas: (M) marcador de alta
massa molecular; () injecao; (4-8) lavagem; (16-17) eluicao; (N) marcador de IgG.
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Figura B-9. Perfil cromatografico e eletroforético de adsor¢cdo de proteinas em w-
aminohexil-agarose, a partir de solugao de soro em tampao HEPES pH 7,5.

Volume do leito: 3,0 mL. Vaz&o: 0,4 mL/min. FragGes coletadas: 1,0 mL. (I) Injegédo: 0,4
mL de solugé@o de soro humano diluido vinte vezes (3,55 mg/mL de proteinas totais). (L)
lavagem: tampao HEPES pH 7,5; (E) eluicdo: HEPES, NaCl 1,0 M pH 7,5; (R)
regeneragdo: NaOH 25 mM. Eletroforese SDS-PAGE: Faixas: (M) marcador de alta
massa molecular; () injecéo; (4-7) lavagem; (13-15) eluicdo; (N) marcador de IgG.
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Figura B-10. Perfil cromatografico e eletroforético de adsorcdo de proteinas em w-
aminohexil-agarose, a partir de solugao de soro em tampao HEPES pH 8,2.

Volume do leito: 3,0 mL. Vazéo: 0,4 mL/min. FragGes coletadas: 1,0 mL. (I) Injegédo: 0,4
mL de solugé@o de soro humano diluido vinte vezes (3,58 mg/mL de proteinas totais). (L)
lavagem: tampao HEPES pH 8,2; (E) eluicdo: HEPES, NaCl 1,0 M pH 8,2; (R)
regeneragdo: NaOH 25 mM. Eletroforese SDS-PAGE: Faixas: (M) marcador de alta
massa molecular; () injegcéo; (5-9) lavagem; (16-17) elui¢cdo; (N) marcador de IgG.

Tabela B-3. Balanco de massa da cromatografia referente ao tampéao de adsorcdo MOPS
pH 6,5, 7,2 e 7,9 e dessorgao por acréscimo de 1,0 M NaCl no tampao de adsorcao.

pH 6,5 pH 7,2 pH 7,9

Etapas b b b

PT*mg) %  PT*mg) %  PT*mg) %
Injecao 1,22 100,0 1,30 100,0 1,47 100,0
Lavagem 0,09 7,4 0,23 17,4 0,20 13,8
Eluicdo 1,03 84,2 1,07 82,1 1,15 78,2

Regeneracgao 0,01 0,5 0,00 0,1 0,02 1,4
Recuperacéao 1,12 921 1,29 99,6 1,37 93,5

Proteinas totais adsorvidas 1,03 84,7 1,07 82,2 1,17 79,6

? Proteina Total: Dosagem pelo Método de Bradford, 1976.
® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina inicial no processo x 100.
Volume do leito: 3,0 mL.
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Tabela B-4. Balanco de massa da cromatografia referente ao tampao de adsorcéo
HEPES pH 6,8, 7,5 e 8,2 e dessorcao por acréscimo de 1,0 M NaCl no tampéao de

adsorgao.
pH 6,8 pH 7,5 pH 8,2
Etapas

PT3mg) %° PT¥mg) %° PT¥mg) %"
Injegéo 1,39 1000 1,42 1000 1,43 100,0

Lavagem 0,09 6,7 0,13 8,9 0,18 12,9

Eluicao 1,26 90,2 1,26 88,6 1,21 84,9

Regeneracgao 0,02 1,2 0,00 0,2 0,00 0,2
Recuperacéao 1,37 98,1 1,39 97.8 1,40 97,9

Proteinas totais adsorvidas 1,27 914 1,26 88,9 1,21 85,0

? Proteina Total: Dosagem pelo Método de Bradford, 1976.
® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina inicial no processo x 100.

Volume do leito: 3,0 mL.
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Tabela B-5. Massa obtida por nefelometria referente ao “Pool” das fragbes de proteinas
mais concentradas de cada etapa cromatografica. Adsorcdo: MOPS a pH 6,5, 7,2 e 7,9.
Dessorcao: acréscimo de 1,0 M NaCl no tampao de adsorcao.

Proteinas (mg) Purificacdo de IgG
Etapas pH Pureza®
IgG  Ab Trf IgA IgM PT? %) FpPe

6,5 025 0,76 0,04 0,03 0,03 1,22 20,2 1,0
Injegéo 72 024 074 0,04 0,03 0,03 1,30 18,8 1,0
79 028 093 005 0,04 0,02 147 19,0 1,0

65 008 nd nd nd nd 0,09 86,7 4,3
Lavagem 72 017 nd 003 nd nd 0,23 73,6 3,9
79 015 nd 0,04 nd nd 0,20 75,0 3,9

6,5 0,13 0,68 0,04 0,02 0,03 1,03 12,8 0,1
Eluigéo 72 0,04 061 0,01 0,03 003 1,07 3,9 0,1
79 0,08 086 0,01 0,04 0,02 1,15 7,2 0,1

- - - - - - 0,01 - -
Regeneragdo - - - - - - 0,00 - -
- - - - - - 0,02 - -

% Proteina Total: Dosagem pelo Método de Bradford, 1976.

® Pureza: razdo entre a massa de IgG da fracdo e a PT? do material injetado x 100.

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

n.d.: abaixo do limite de detec¢éo do aparelho (0,62 mg/dL para Alb, 1,11 mg/dL para IgA, 0,69
mg/dL para IgM e 0,35 mg/dL para Trf).

Volume do leito: 3,0 mL
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Tabela B-6. Massa obtida por nefelometria referente ao “Pool” das fragbes de proteinas
mais concentradas de cada etapa cromatografica. Adsor¢cao: HEPES a pH 6,8, 7,5 e 8,2.
Dessorcao: acréscimo de 1,0 M NaCl no tampao de adsorcao.

Proteinas (mg) Purificacdo de IgG

Etapas pH Pureza®
IgG  Ab Trf IgA IgM PT® %) FP°
6,8 025 0,87 0,05 0,04 0,02 1,39 17,6 1,0
Injecao 75 024 0,83 0,05 0,04 0,02 1,42 16,9 1,0
82 025 0,89 0,056 0,04 0,03 1,43 17,5 1,0

6,8 009 nd nd nd nd 0,09 95,6 5,4
Lavagem 75 009 nd nd nd nd 0,13 66,2 3,9
82 0,5 nd 004 nd nd 0,18 83,3 4,8

6,8 0,12 0,83 0,04 0,04 0,02 1,26 9,8 0,1

Eluicao 75 0,12 0,76 0,05 0,04 0,02 1,26 9,8 0,1
82 0,07 082 0,01 0,04 0,03 1,21 5,8 0,1

- - - - - - 0,02 - -

Regeneracdo - - - - - - 0,00 - -
- - - - - - 0,00 - -

% Proteina Total: Dosagem pelo Método de Bradford, 1976.

® Pureza: razdo entre a massa de IgG da fracdo e a PT? do material injetado x 100.

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

n.d.: abaixo do limite de detec¢éo do aparelho (0,62 mg/dL para Alb, 1,11 mg/dL para IgA, 0,69
mg/dL para IgM e 0,35 mg/dL para Trf).

Volume do leito: 3,0 mL
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Apéndice C

Cromatogramas, eletroforeses e balancos de massas dos experimentos
realizados com o gel w-aminooctil-agarose em presenca dos tampdes de
adsorcao MES pH 6,7, MOPS pH 7,9, HEPES pH 8,2 e eluigdo por adicao de 1,0
M de NaCl ao tampéao de adsorcao. Estes experimentos foram descritos no item
4.1.3.
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Figura C-1. Perfil cromatografico e eletroforético de adsor¢cdo de proteinas em w-
aminooctil-agarose, a partir de solugéo de soro em tampao MES pH 6,7.

Volume do leito: 3,0 mL. Vaz&o: 0,5 mL/min. Frag6es coletadas: 1,0 mL. (I) Inje¢édo: 1,0
mL de solugé@o de soro humano diluido vinte vezes (3,63 mg/mL de proteinas totais). (L)
lavagem: tampao MES pH 6,7; (E) eluigao: MES, NaCl 1,0 M pH 8,2; (R) regeneragao:
NaOH 25 mM. Eletroforese SDS-PAGE: Faixas: (M) marcador de alta massa molecular; (1)
injecao; (4-8) lavagem; (25-26) eluicao; (N) marcador de IgG.
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cromatografico e eletroforético de adsorcdo de proteinas em w-
a partir de solugdo de soro em tampao MOPS pH 7,9.

Volume do leito: 3,0 mL. Vazao: 0,5 mL/min. Fragbes coletadas: 1,0 mL. () Injecdo: 1,0

mL de solugao de soro humano diluido vinte vezes (3,47 mg/mL de proteinas totais). (L)
lavagem: tampao MOPS pH 7,9; (E) eluigdo: MOPS, NaCl 1,0 M pH 7,9; (R) regeneragao:
NaOH 25 mM. Eletroforese SDS-PAGE: Faixas: (M) marcador de alta massa molecular; (1)
injecao; (6-10) lavagem; (16-17) eluicao; (N) marcador de IgG.
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Figura C-3. Perfil cromatografico e eletroforético de adsorcdo de proteinas em w-
aminooctil-agarose, a partir de solugédo de soro em tampao HEPES pH 6,8.

Volume do leito: 3,0 mL. Vazao: 0,5 mL/min. FragGes coletadas: 1,0 mL. (I) Injecédo: 1,0
mL de solugéo de soro humano diluido vinte vezes (3,31 mg/mL de proteinas totais). (L)
lavagem: tampao HEPES pH 6,8; (E) eluicdo: HEPES, NaCl 1,0 M pH 6,8; (R)
regeneragdo: NaOH 25 mM. Eletroforese SDS-PAGE: Faixas: (M) marcador de alta
massa molecular; (I) injecao; (5-8) lavagem; (20-22) elui¢do; (N) marcador de IgG.
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Figura C-4. Perfil cromatografico e eletroforético de adsorcdo de proteinas em w-
aminooctil-agarose, a partir de solugao de soro em tampéao HEPES pH 8,2.
Volume do leito: 3,0 mL. Vaz&o: 0,5 mL/min. Fracdes coletadas: 1,0 mL. (I) Injecédo: 1,0
mL de solugéo de soro humano diluido vinte vezes (3,60 mg/mL de proteinas totais). (L)
lavagem: tampao HEPES pH 8,2; (E) eluicdo: HEPES, NaCl 1,0 M pH 8,2; (R)
regeneragdao: NaOH 25 mM. Eletroforese SDS-PAGE: Faixas: (M) marcador de alta
massa molecular; (I) injecao; (6-11) lavagem; (22-23) eluigao; (N) marcador de IgG.

Tabela C-1. Balango de massa da cromatografia referente aos tampdes de adsorgdo MES
pH 6,7 e MOPS pH 7,9 e dessorcao por acréscimo de 1,0 M NaCl no tampao de
adsorcéao.

MES pH 6,7 MOPS pH 7,9
Etapas

PT%(mg) %P PT%(mg) %P
Injecéo 3,63 100,0 3,47 100,0

Lavagem 0,25 6,9 0,05 1,4

Eluicao 3,32 91,6 3,11 89,5

Regeneracgao 0,03 0,9 0,03 0,9
Recuperacéao 3,61 99,5 3,19 91,7
Proteinas totais adsorvidas 3,36 92,6 3,14 90,5

% Proteina Total: Dosagem pelo Método de Bradford, 1976.
® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina inicial no processo x 100.
Volume do leito: 3,0 mL.
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Tabela C-2. Balanco de massa da cromatografia referente aos tampdes de adsorcéao
HEPES pH 6,8 e pH 8,2 e dessorgdao por acréscimo de 1,0 M NaCl no tampao de
adsorcéao.

HEPES pH 6,8 HEPES pH 8,2
Etapas

PT%(mg) %P PT%(mg) %P
Injecao 3,31 100,0 3,60 100,0

Lavagem 0,18 5,6 0,07 1,9

Eluicao 3,08 93,1 3,15 87,7

Regeneracao 0,02 0,6 0,03 0,7
Recuperacéao 3,28 99,3 3,25 90,3
Proteinas totais adsorvidas 3,10 93,7 3,18 88,3

? Proteina Total: Dosagem pelo Método de Bradford, 1976.

® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina inicial no processo x 100.
Volume do leito: 3,0 mL.
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Tabela C-3. Massa obtida por nefelometria referente ao “Pool” das fragbes de proteinas
mais concentradas de cada etapa cromatografica. Adsorcao: MES pH 6,7, MOPS pH 7,9,
HEPES pH 6,8 e pH 8,2. Dessorcao: acréscimo de 1,0 M NaCl no tampéao de adsorgao.

Purificacédo de

Proteinas (mg) G
¢)

Sistema Etapas

Pureza®
IgG Ab Trf IgA IgM PT® o Fpe

Injecao 0,47 248 0,13 0,13 0,06 3,63 13,0 1,0
MespH Lavagem 023 nd nd nd nd 0,25 93,6 7,2
6,7 Eluicéo 0,13 2,32 0,13 0,13 0,04 3,32 4,0 0,3

Regeneragdo - - - - - 0,03 - -

Injecao 0,55 2,87 0,16 0,13 0,06 3,47 15,8 1,0
Mops Lavagem nd nd nd nd nd 0,05 0,0 0,0
pH 7,9 Eluicao 0,36 2,82 0,15 0,11 0,05 3,11 11,4 0,7

Regeneracao - - - - - 0,03 - -

Injecao 0,50 2,86 0,15 0,13 0,05 3,31 15,2 1,0
Hepes Lavagem 022 nd nd nd nd 0,18 119,4 7,9

pH 6,8 Eluicao 0,20 2,80 0,15 0,11 0,05 3,08 6,5 0,4
Regeneragao - - - - - 0,02 - -

Injecéo 0,50 2,61 0,14 0,13 0,06 3,6 13,8 1,0

Hepes Lavagem nd nd nd nd nd 0,07 0,0 0,0

pH 8,2 Eluicao 0,31 2,63 0,15 0,11 0,05 3,15 9,8 0,7
Regeneracdo - - - - - 0,03 - -

? Proteina Total: Dosagem pelo Método de Bradford, 1976.

® Pureza: razdo entre a massa de IgG da fracdo e a PT? do material injetado x 100.

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

n.d.: abaixo do limite de deteccdo do aparelho (0,62 mg/dL para Alb, 1,11 mg/dL para IgA, 0,69
mg/dL para IgM e 0,35 mg/dL para Trf).

Volume do leito: 3,0 mL
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Apéndice D

Duplicatas dos ensaios realizados com o gel w-aminohexil-agarose em
presenca dos tampdes de adsorcdo MOPS pH 6,5, 7,2, 7,9 e HEPES pH 6,8, 7,5,
8,2 e eluicdo por adicdo de 1,0 M de NaCl ao tampéao de adsor¢édo. A descricao
dos ensaios esta apresentada no item 4.1.2. Os cromatogramas, eletroforeses e
balancos de massas das duplicatas realizadas encontram-se a seguir.
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Figura D-1. Perfil cromatogréfico e eletroforético de adsorcdo de proteinas em w-
aminohexil-agarose, a partir de solugao de soro em tampao MOPS pH 6,5.

Volume do leito: 3,0 mL. Vaz&o: 0,4 mL/min. FragGes coletadas: 1,0 mL. (I) Injegédo: 0,4
mL de solugé@o de soro humano diluido vinte vezes (4,02 mg/mL de proteinas totais). (L)
lavagem: tampao MOPS pH 6,5; (E) eluicdo: MOPS, NaCl 1,0 M pH 6,5; (R) regeneragao:
NaOH 25 mM. Eletroforese SDS-PAGE: Faixas: (M) marcador de alta massa molecular; (1)
injecao; (1-4) lavagem; (5-7) eluicao; (N) marcador de IgG.
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Figura D-2. Perfil cromatografico e eletroforético de adsor¢cdo de proteinas em w-
aminohexil-agarose, a partir de solugao de soro em tampao MOPS pH 7,2.

Volume do leito: 3,0 mL. Vaz&o: 0,4 mL/min. Frag6es coletadas: 1,0 mL. (I) Injegédo: 0,4
mL de solugé@o de soro humano diluido vinte vezes (3,48 mg/mL de proteinas totais). (L)
lavagem: tampao MOPS pH 7,2; (E) eluicdo: MOPS, NaCl 1,0 M pH 7,2; (R) regeneracao:
NaOH 25 mM. Eletroforese SDS-PAGE: Faixas: (M) marcador de alta massa molecular; (1)
injecao; (1-5) lavagem; (6-7) eluicao; (N) marcador de IgG.
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Figura D-3. Perfil cromatografico e eletroforético de adsorcdo de proteinas em w-
aminohexil-agarose, a partir de solugao de soro em tampao MOPS pH 7,9.

Volume do leito: 3,0 mL. Vaz&o: 0,4 mL/min. Fracdes coletadas: 1,0 mL. (I) Injecédo: 0,4
mL de solugéo de soro humano diluido vinte vezes (3,62 mg/mL de proteinas totais). (L)
lavagem: tampao MOPS pH 7,9; (E) eluicdo: MOPS, NaCl 1,0 M pH 7,9; (R) regeneracao:
NaOH 25 mM. Eletroforese SDS-PAGE: Faixas: (M) marcador de alta massa molecular; (1)
injecao; (1-5) lavagem; (6-7) eluicao; (N) marcador de IgG.

Tabela D-1. Balango de massa da cromatografia referente ao tampéao de adsorcado MOPS
pH 6,5, 7,2 e 7,9 e dessorgao por acréscimo de 1,0 M NaCl no tampéao de adsorgao.

pH 6,5 pH 7,2 pH 7,9

Etapas b b b

PT3mg) % PT%mg) %> PT%mg) %
Injecéao 1,61 1000 1,39 100,0 1,45 100,0
Lavagem 0,63 39,5 0,20 14,2 0,26 18,2
Eluicao 0,98 60,9 1,20 86,6 1,09 74,8

Regeneracgao 0,00 0,30 0,01 0,92 0,00 0,0

Recuperacéo 1,62 100,7 1,41 101,7 1,35 93,05%

Proteinas totais adsorvidas 0,98 60,9 1,07 87,5 1,09 74.,85%

% Proteina Total: Dosagem pelo Método de Bradford, 1976.
® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina inicial no processo x 100.
Volume do leito: 3,0 mL.
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Figura D-4. Perfil cromatografico e eletroforético de adsor¢cdo de proteinas em w-
aminohexil-agarose, a partir de solugao de soro em tampao HEPES pH 6,8.

Volume do leito: 3,0 mL. Vaz&o: 0,4 mL/min. Fracdes coletadas: 1,0 mL. (l) Injecéo: 0,4
mL de solugéo de soro humano diluido vinte vezes (4,48 mg/mL de proteinas totais). (L)
lavagem: tampao HEPES pH 6,8; (E) eluicdo: HEPES, NaCl 1,0 M pH 6,8; (R)
regeneragdao: NaOH 25 mM. Eletroforese SDS-PAGE: Faixas: (M) marcador de alta
massa molecular; (I) injecao; (1-5) lavagem; (6-7) eluigao; (N) marcador de IgG.
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Figura D-5. Perfil cromatografico e eletroforético de adsor¢cdo de proteinas em w-
aminohexil-agarose, a partir de solugao de soro em tampao HEPES pH 7,5.

Volume do leito: 3,0 mL. Vaz&o: 0,4 mL/min. Fracdes coletadas: 1,0 mL. (l) Injecéo: 0,4
mL de solugéo de soro humano diluido vinte vezes (3,18 mg/mL de proteinas totais). (L)
lavagem: tampao HEPES pH 7,5; (E) eluicdo: HEPES, NaCl 1,0 M pH 7,5; (R)
regeneragdao: NaOH 25 mM. Eletroforese SDS-PAGE: Faixas: (M) marcador de alta
massa molecular; (I) injecao; (1-4) lavagem; (5-7) eluigao; (N) marcador de IgG.
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Figura D-6. Perfil cromatografico e eletroforético de adsorcdo de proteinas em w-
aminohexil-agarose, a partir de solugao de soro em tampao HEPES pH 8,2.
Volume do leito: 3,0 mL. Vaz&o: 0,4 mL/min. Fracdes coletadas: 1,0 mL. (l) Injecédo: 0,4
mL de solugéo de soro humano diluido vinte vezes (3,52 mg/mL de proteinas totais). (L)
lavagem: tampao HEPES pH 8,2; (E) eluicdo: HEPES, NaCl 1,0 M pH 8,2; (R)
regeneragdao: NaOH 25 mM. Eletroforese SDS-PAGE: Faixas: (M) marcador de alta
massa molecular; () injecéo; (1-4) lavagem; (5-7) eluicdo; (N) marcador de IgG.

Tabela D-2. Balango de massa da cromatografia referente ao tampao de adsorgéo
HEPES pH 6,8, 7,5 e 8,2 e dessorgao por acréscimo de 1,0 M NaCl no tampao de

adsorcéo.
pH 6,8 pH 7,5 pH 8,2
Etapas

PT3mg) %° PT¥mg) %° PT*mg) %°
Injecéao 1,799 1000 1,27 1000 1,41 100,0

Lavagem 0,38 21,1 0,11 8,7 0,20 14,5

Eluicao 1,43 79,9 1,13 88,9 1,21 85,9

Regeneracgao 0,00 0,2 0,01 0,8 0,00 0,1
Recuperacéao 1,82 101,3 1,25 98,4 1,41 100,6

Proteinas totais adsorvidas 1,44 80,5 1,14 89.8 1,21 86,0

% Proteina Total: Dosagem pelo Método de Bradford, 1976.
® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina inicial no processo x 100.
Volume do leito: 3,0 mL.
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Figura D-7. Perfil cromatogréfico e eletroforético de adsorcdo de proteinas em w-
aminohexil-agarose, a partir de solugéo de soro em tampao HEPES pH 6,8.

Volume do leito: 3,0 mL. Vaz&o: 0,5 mL/min. Fracdes coletadas: 1,0 mL. (I) Injecédo: 1,0
mL de solugédo de soro humano diluido vinte vezes (3,50 mg/mL de proteinas totais). (L)
lavagem: tampao HEPES pH 6,8; (E) eluicdo: HEPES, NaCl 1,0 M pH 6,8; (R)
regeneragdo: NaOH 25 mM. Eletroforese SDS-PAGE: Faixas: (M) marcador de alta
massa molecular; (l) injecao; (1-6) lavagem; (7) eluicdo; (N) marcador de IgG.

Tabela D-3. Balango de massa da cromatografia referente ao tampao HEPES pH 6,8, e
dessorgéao por acréscimo de 1,0 M NaCl no tampao de adsorgéo.

Etapas PT3(mg) %>

Injecao 3,50 100,0
Lavagem 0,22 6,4

Eluicao 3,13 89,3
Regeneracao 0,02 0,5
Recuperacéao 3,37 96,2
Proteinas totais adsorvidas 3,15 89,8

? Proteina Total: Dosagem pelo Método de Bradford, 1976.
® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina inicial no processo x 100.
Volume do leito: 3,0 mL
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Figura D-8. (a) Curva de ruptura de IgG do experimento em gel w-aminohexil-agarose,
volume final de alimentagédo: 15,0 mL de solu¢cdo de soro humano diluido vinte vezes
(5,07 mg/mL de proteinas totais). (b) Eletroforese SDS-PAGE das fragdes de alimentacao:
Faixas: M: marcador de alta massa molecular; 1-15: pontos da curva de ruptura

(alimentagao); N: marcador de IgG.
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Tabela D-4. Balango de massa da cromatografia referente ao tampédo HEPES pH 6,8, e
dessorcéao por acréscimo de 1,0 M NaCl no tampao de adsorcéo.

pH 6,8
Etapas PT%(mg) %P
Solugéo inicial 76,03 100
Alimentacao 6,06 7,9
Lavagem 21,72 28,6
Eluicao 44,44 58,5
Regeneracao 0,15 0,2
Recuperacao 72,36 95,2
Proteinas totais adsorvidas 44,59 58,7

? Proteina Total: Dosagem pelo Método de Bradford, 1976.

® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina inicial no processo x 100.
Volume do leito: 3,0 mL.
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Apéndice E

Cromatogramas, eletroforeses, balancos de massas e porcentagens de
proteinas adsorvidas e nao adsorvidas dos experimentos realizados com o gel w-
aminodecil-bisoxirano-agarose em presenca dos tampdes de adsorcdo MES pH
6,7, MOPS pH 7,9, HEPES pH 8,2 e eluicao por adicao de 1,0 M de NaCl ao
tampao de adsorcao. Estes experimentos foram detalhados no item 4.2.2.
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Figura E-1. Perfil cromatografico e eletroforético de adsorgdo de proteinas em w-
aminodecil-bisoxirano-agarose, a partir de solu¢éo de soro em tampao MES pH 6,7.

Volume do leito: 3,0 mL. Vaz&o: 0,5 mL/min. Frag6es coletadas: 1,0 mL. (I) Inje¢édo: 1,0
mL de solugé@o de soro humano diluido vinte vezes (2,52 mg/mL de proteinas totais). (L)
lavagem: tampao MES pH 6,7; (E) eluigao: MES, NaCl 1,0 M pH 6,7; (R) regeneragao:
NaOH 25 mM. Eletroforese SDS-PAGE: Faixas: (M) marcador de alta massa molecular; (1)
injecao; (4-8) lavagem; (22-23) eluicao; (N) marcador de IgG.
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Figura E-2. Perfil cromatografico e eletroforético de adsor¢cdo de proteinas em w-
aminodecil-bisoxirano-agarose, a partir de solugao de soro em tampao MOPS pH 7,9.
Volume do leito: 3,0 mL. Vaz&o: 0,5 mL/min. Fracdes coletadas: 1,0 mL. (l) Injec&do: 1,0
mL de solugéo de soro humano diluido vinte vezes (3,03 mg/mL de proteinas totais). (L)
lavagem: tampao MOPS pH 7,9; (E) eluicdo: MOPS, NaCl 1,0 M pH 7,9; (R) regeneracao:
NaOH 25 mM. Eletroforese SDS-PAGE: Faixas: (M) marcador de alta massa molecular; (1)
injecao; (4-8) lavagem; (20-21) eluicao; (N) marcador de IgG.
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Figura E-3. Perfil cromatografico e eletroforético de adsor¢cdo de proteinas em w-
aminodecil-bisoxirano-agarose, a partir de solucao de soro em tampao HEPES pH 6,8.

Volume do leito: 3,0 mL. Vaz&o: 0,5 mL/min. Frag6es coletadas: 1,0 mL. (I) Injegédo: 1,0
mL de solugé@o de soro humano diluido vinte vezes (3,64 mg/mL de proteinas totais). (L)
lavagem: tampao HEPES pH 6,8; (E) eluicdo: HEPES, NaCl 1,0 M pH 6,8; (R)
regeneragdao: NaOH 25 mM. Eletroforese SDS-PAGE: Faixas: (M) marcador de alta
massa molecular; (I) injecao; (4-8) lavagem; (17-18) eluicéo; (N) marcador de IgG.
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Figura E-4. Perfil cromatografico e eletroforético de adsor¢cdo de proteinas em w-
aminodecil-bisoxirano-agarose, a partir de solugcao de soro em tampao HEPES pH 8,2.
Volume do leito: 3,0 mL. Vaz&o: 0,5 mL/min. Fragdes coletadas: 1,0 mL. (I) Injecdo:1,0 mL
de solugdo de soro humano diluido vinte vezes (3,08 mg/mL de proteinas totais) . (L)
lavagem: tampao HEPES pH 8,2; (E) eluicdo: HEPES, NaCl 1,0 M pH 8,2; (R)
regeneragdo: NaOH 25 mM. Eletroforese SDS-PAGE: Faixas: (M) marcador de alta
massa molecular; () injecao; (4-8) lavagem; (20-21) eluicao; (N) marcador de IgG.

Tabela E-1. Balango de massa da cromatografia referente aos tampdes de adsorgdo MES
pH 6,7 e MOPS pH 7,9 e dessorgcao por acréscimo de 1,0 M NaCl no tampao de
adsorcéo.

MES pH 6,7 MOPS pH 7,9
Etapas

PT%(mg) %> PT%(mg) %P
Injecéo 2,52 100,0 3,03 100,0

Lavagem 0,21 8,5 0,25 8,1

Eluicao 1,97 78,1 2,47 81,7

Regeneracgao 0,16 6,5 0,05 1,7
Recuperacéao 2,35 93,1 2,77 91,5
Proteinas totais adsorvidas 2,14 84,9 2,52 83,2

% Proteina Total: Dosagem pelo Método de Bradford, 1976.
® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina inicial no processo x 100.
Volume do leito: 3,0 mL.
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Tabela E-2. Balangco de massa da cromatografia referente aos tampdes de adsorcao
HEPES pH 6,8 e pH 8,2 e dessorcado por acréscimo de 1,0 de NaCl no tampao de

adsorcéao.
pH 6,8 pH 8,2
Etapas
PT%(mg) %P PT%mg) %P
Injecao 3,64 100,0 3,08 100,0
Lavagem 0,28 7,7 0,28 9,0
Eluicao 3,34 91,8 2,62 85,1
Regeneracao 0,00 0,0 0,05 1,7
Recuperacéao 3,62 99,5 2,96 95,9
Proteinas totais adsorvidas 3,34 91,8 2,68 87,0

? Proteina Total: Dosagem pelo Método de Bradford, 1976.
® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina inicial no processo x 100.

Volume do leito: 3,0 mL.
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Figura E-5. Porcentagens de proteinas (a) ndo adsorvidas e (b) adsorvidas em w-
aminodecil-bisoxirano-agarose em presenca dos tampbées MES pH 6,7, MOPS pH 7,9,
HEPES pH 6,8 e pH 8,2, eluicao por acréscimo de 1,0 M NaCl nos tampdes de adsorgao.
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Tabela E-3. Massa obtida por nefelometria referente ao “Pool” das fracées de proteinas
mais concentradas de cada etapa cromatografica. Adsorcao: MES pH 6,7, MOPS pH 7,9,
HEPES pH 6,8 e pH 8,2. Dessorcao: acréscimo de 1,0 M NaCl no tampéao de adsor¢ao.

Proteinas (mg) Purificacdo de IgG
Sistema  Etapas Pureza®
IgG  Ab Trf IgA IgM PT® o Fpe

Injecéo 0,55 2,30 0,15 0,07 0,06 252 21,9 1,0
Mes pH Lavagem 0,22 nd n.d n.d nd 021 106,6 4,9
6,7 Eluicéo 0,19 197 0,12 0,05 0,05 1,97 9,4 0,4

Regeneragdo - - - - - 0,16 - -

Injecéo 0,47 244 0,14 0,12 0,05 3,03 153 1,0
Mops Lavagem 020 nd nd nd nd 025 799 5,2
pH 7,9 Eluicdo 0,10 2,45 0,11 0,10 0,04 2,47 4,0 0,3

Regeneragdo - - - - - 0,05 - -

Injecéo 0,64 3,12 0,17 0,96 0,06 3,64 17,7 1,0
Hepes Lavagem 0,31 nd n.d n.d nd 028 1121 6,3
pH 6,8 Eluicdo 0,20 2,72 0,15 0,13 0,06 3,34 59 0,3

Regeneragao - - - - - 0,00 - -

Injecéao 0,47 240 0,13 0,13 0,05 3,08 153 1,0
Hepes Lavagem 0,199 nd n.d n.d nd 028 675 4,4
pH 8,2 Eluicao 0,10 2,04 0,11 0,09 0,04 2,62 3,8 0,3

Regeneragdo - - - - - 0,05 - -

? Proteina Total: Dosagem pelo Método de Bradford, 1976

® Pureza: razdo entre a massa de IgG da fragdo e a PT® do material injetado x 100.

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

n.d.: abaixo do limite de detecgéo do aparelho (0,62 mg/dL para Alb, 1,11 mg/dL para IgA, 0,69
mg/dL para IgM e 0,35 mg/dL para Trf).

Duplicata do ensaio realizado com o gel w-aminodecil-bisoxirano-agarose

em que se alimentou a coluna cromatografica com 15,0 mL de solucao de soro
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humano diluido vinte vezes em tampéao de adsor¢cdo HEPES pH 6,8 e eluigdo por
adicdo de NaCl no tampao de adsorcao. A descricdo do ensaio esta apresentada
no item 4.2.2. Os cromatogramas, eletroforeses e balangcos de massas da

duplicata realizadas encontram-se a seguir.
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Figura E-6. (a) Curva de ruptura de IgG do experimento em gel w-aminodecil-bisoxirano-
agarose, volume final de alimentagdo: 15,0 mL de solugcdo de soro diluido vinte vezes
(3,01 mg/mL de proteinas totais). (b) Eletroforese SDS-PAGE das fragdes de alimentagao,
lavagem e eluicdo: Faixas: M: marcador de alta massa molecular; 1-15: pontos da curva
de ruptura (alimentacdo); 16-26: fragbes da lavagem; 27-29: fracbes da eluigdo; N:

marcador de IgG.
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Tabela E-4. Balanco de massa da cromatografia referente ao tampao de adsorgcéo
HEPES 25 mM pH 6,8, e dessorcao por acréscimo de 1,0 M de NaCl no tampao de

adsorgao.
Etapas PT3(mg) %P
Solucao inicial 50,67 100,0
Alimentacéao 3,71 7,3
Lavagem 2,75 5,4
Eluigéo 41,00 80,9
Regeneracao 0,34 0,67
Recuperacao 47,8 94,3
Proteinas totais adsorvidas 41,3 81,5

? Proteina Total: Dosagem pelo Método de Bradford, 1976.
® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina inicial no processo x 100.
Volume do leito: 3,0 mL.



