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RESUMO

Nos tltimos tempos t€m-se estudado plantas como biorreatores para a produgao de
proteinas recombinantes de interesse industrial e farmacéutico. Quando comparadas a
outros sistemas de expressdo, as plantas apresentam algumas vantagens, como a realizagdao
de modificagdes pds traducionais, baixo custo de producdo, baixos riscos de contaminagao
por patégenos humanos, possibilidade das proteinas serem acumuladas em Orgaos
especificos que podem gerar maior estabilidade das mesmas. Visando a obtencdo de
conhecimento de base para posterior aplicacdo na purificacdo de proteinas recombinantes
produzidas em plantas transgénicas, realizaram-se estudos de purificagdo por cromatografia
negativa em Sepharose-TREN de proteinas contendo ampla faixa de pl (IgG humana), pl
acidos (HSA e BSA) e pl alcalinos (aprotinina e lisozima), adicionadas artificialmente
(“spiking”) a extrato de soja. Na cromatografia negativa, a proteina alvo € recuperada na
fracdo ndo retida, enquanto as proteinas do extrato de soja permanecem adsorvidas na
matriz. Visando maximizar a adsor¢do de proteinas do extrato de soja, avaliaram-se
diferentes sistemas tamponantes, sendo que 2,8% das proteinas alimentadas foram
detectadas na etapa de lavagem, quando se utilizou MES 25 mmol/L pH 6,5. Adicionando-
se IgG humana na forma de “spiking” ao extrato de soja na concentracdo de 1,0 mg/mL,
recuperou-se 38% na lavagem com pureza de 86% e fator de purificacao de 4,6. Por meio
de experimentos de curva de ruptura, determinou-se a capacidade dindmica de Sepharose-
TREN como sendo 25,4 mg/mL de gel a uma vazdo de 0,5 mL/min. Para proteinas de
valores de pl 4cidos, houve adsorcdo total das proteinas alimentadas enquanto que proteinas
de pl alcalinos foram parcialmente adsorvidas, indicando que as interacdes que
predominam entre o adsorvente Sepharose-TREN e proteinas sdo de natureza eletrostatica.
Para efeitos de comparagdo foram realizados experimentos de IMAC com ions Ni(Il) e
Cu(II) imobilizados em Sepharose-TREN alimentando-se extrato de soja com “‘spiking” de
IgG humana. Resultados mostraram que a IgG apresentou pureza similar, porém com
menor recuperacdo que em cromatografia negativa em Sepharose-TREN. Experimentos em
Sepharose-DEAE foram realizados alimentando-se extrato de soja com “spiking” de IgG
humana, possibilitando a adsor¢do de proteinas do extrato de soja e a purificacdo de IgG,

porém com menor recuperacdo de IgG na lavagem quando comparado a Sepharose-TREN.
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ABSTRACT

In recent years, plants have been studied as bioreactors for the production of
recombinant proteins with industrial and pharmaceutical interest. When compared to other
expression systems, plants have several advantages, such as the possibility of post-
tranlationals modification, low production cost, low risk of contamination by human
pathogens, and the accumulation of proteins in specific organs that can generate greater
protein stability. Bioseparation is a key step in the bioprocessing of plant material used as
biorreactors and chromatography a key unit operation in the bioseparation train. Negative
chromatography — a chromatography in which the target protein is recovered in the
nonretained fractions while impurities remain adsorbed in the matrix — allows product
recovery in one step. Aiming to obtain the basic knowledge for further application in the
purification of recombinant proteins produced in transgenic plants, in this work we
evaluated the use of negative chromatography on Sepharose-TREN with spiking of proteins
of wide pl range (human IgG), high pI (HSA and BSA) and low pl (aprotinin and
lysozyme) added in soybean extract. Experiments using MES 25 mmol/L pH 6.5 as
adsorption buffer, 2.8% of the total protein fed was found in flowthrough fractions. Adding
1.0 mg/mL of human IgG in soybean extracts, 38% of total protein was recovered in the
washing step with 86% purity and purification factor of 4.6. Breakthrough curves showed
that Sepharose-TREN presented a dynamic capacity of 25.4 mg of total protein per
milliliter of gel at a flow rate of 0.5 mL/min. Total protein adsorption was achieved when
proteins of low pI were used while proteins of high pl were partially adsorbed, showing that
the interactions between the adsorbent and TREN-Sepharose proteins are electrostatic.
Sepharose-TREN was used as chelating ligand in IMAC with immobilized Ni(II) and
Cu(II). Experiments with soybean extract spiked with IgG as feedstream solution resulted
in similar purity but a lower IgG recovery than those with Sepharose-TREN in negative
chromatography. Classic ion exchanger Sepharose-DEAE adsorbed the native soybean
proteins while IgG was recovered in nonretained fractions with similar purity but lower

recovery than when using Sepharose-TREN.
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6,5; (E) eluicdo MES 25 mmol/L, NaCl 0,5 mol/L pH 6,5; (R) regenera¢ao: NaOH 50
mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condi¢des desnaturantes e ndo-redutoras:
(a) gel a 7,5%; (b) gel a 15%. Faixas: (A) amostra inicial; (L) “pool” das fracdes 4 a 10 da
lavagem; (E) “pool” das fracdes 18 a 20 da eluicdo e (R) “pool” das fracdes 37 a 40 da
regeneracao; (HMW) marcador de alta massa molecular; (M) marcador de IgG; (LMW)
marcador de baixa massa MOIECUIAT. ...........ccceiiiiiiiiiiiee e e 63

Figura 4-10. (a) Perfil cromatografico de adsorcao de proteinas da soja com “‘spiking” de
IgG humana em Sepharose-TREN, a partir de extrato de soja em MES 25mM, pH 6,5.
Volume do leito: 2,0 mL. Vazdo: 1,0 mL/min. Fracdes coletadas: 1,0 mL. (A) alimentacdo:
8,0 mL de extrato de soja com “spiking” de 160 uL de 1gG humana (50 mg/mL), com
concentracdo de IgG de 1,0 mg/mL no extrato; (L) lavagem: MES 25 mmol/L pH 6,5; (E)
eluicilo MES 25 mmol/L, NaCl 0,5 mol/L pH 6,5; (R) regeneracdao: NaOH 50 mmol/L.
Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condicdes desnaturantes e ndo-redutoras: (b) gel a
7,5%; (c) gel a 15%. Faixas: (A) amostra inicial; (1 a 8) fragdes “flowthrough”; (9 a 20)
fracdes da lavagem; (E) “pool” das fracdes 94 a 99 da eluicdo e (R) “pool” das fracdes 183
a 193 da regeneracdo; (HMW) marcador de alta massa molecular; (M) marcador de IgG;
(LMW) marcador de baixa massa MOIECUIAT. ............ccccovuvreiieiiiiiiiiiiiieee e e 64

Figura 4-11. (a) Curva de ruptura de extrato de soja em Sepharose-TREN em tampao MES
25 mmol/L pH 6,5. Volume do leito 5,0 mL. Vazdo: 1,0 mL/min. Fra¢cdes coletadas: 2,0
mL. (A) alimentacdo: 100,0 mL de extrato de soja (4,62 mg de proteina total/mL) (L)
lavagem MES 25 mmol/L pH 6,5; (E) eluicdo MES 25 mmol/L NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R)
regeneracdo: NaOH 50 mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condicdes
desnaturantes e ndo-redutoras: (b) gel a 7,5%; (c) gel a 15%. Faixas: (A) amostra inicial; (4
a 14): fracdes “flowthrough”; (E) “pool” das fracdes 85 a 88 da eluicdo e (R) “pool” das
fracdes 103 a 105 da regeneracdo; (HMW) marcador de alta massa molecular; (LMW)
marcador de baixa massa MOIECUIAT. ...........cccuiriiiieiiiieceeece e 67

Figura 4-12. (a) Curva de ruptura de extrato de soja em Sepharose-TREN em tampao MES
25 mmol/L pH 6,5. Volume do leito 5,0 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Fra¢des coletadas: 2,0
mL. (A) alimentacdo: 100,0 mL de extrato de soja (4,00 mg de proteina total/mL); (L)
lavagem MES 25 mmol/L pH 6,5; (E) eluicao MES 25 mmol/L NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R)
regeneragdo: NaOH 50 mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condi¢oes
desnaturantes e nao-redutoras: (b) gel a 7,5%; (c) gel a 15%. Faixas: (A) amostra inicial; (4
a 14): fracoes “flowthrough”; (E) “pool” das fragdes 71 a 738 da elui¢do e (R) “pool” das
fracdes 85 a 87 da regeneragdo; (HMW) marcador de alta massa molecular; (LMW)
marcador de baixa massa MOIECULAT. ............coviiiiiiiiiiiiiieee e 68

Figura 4-13. (a) Curva de ruptura de extrato de soja em Sepharose-TREN em tampao MES
25 mmol/L pH 6,5. Volume do leito 5,0 mL. Vazao: 0,25 mL/min. Fracdes coletadas: 2,0
mL. (A) alimentacdo: 100,0 mL de extrato de soja (4,01 mg de proteina total/mL); (L)
lavagem MES 25 mmol/L pH 6,5; (E) eluicdo MES 25 mmol/L NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R)
regeneracdo: NaOH 50 mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condi¢des
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desnaturantes e ndo-redutoras: (b) gel a 7,5%; (c) gel a 15%. Faixas: (A) amostra inicial; (9
a 14): fracdes “flowthrough”; (E) “pool” das fracdes 83 a 85 da eluicdo e (R) “pool” das
fracdes 106 a 108 da regeneracdo; (HMW) marcador de alta massa molecular; (LMW)
marcador de baixa massa MOIECUIAT. ...........ccccuiieiiiieiiieee e 69

Figura 4-14. (a) Perfil cromatografico de adsorcdo de proteinas da soja em Sepharose-
TREN, a partir de extrato de soja em MES 25mM, pH 6,5. Volume do leito: 5,0 mL.
Vazdo: 0,5 mL/min. Fracdes coletadas: 2,0 mL. (A) alimentagdo: 82,0 mL de extrato de
soja na concentragdo de 1,33 mg/mL; (L) “Pool” de 40,0 mL das fracdes de lavagem em
MES 25 mmol/L pH 6,5; (E) “Pool” de 30,0 mL das fracdes de eluicdo em MES 25
mmol/L, NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R) “Pool” de 36,0 mL das fra¢des de regeneracdo em
NaOH 50 mmol/L. (b) Fotografia das fracdes 17 a 41 “flowthrough” e das fracdes 42 a 44
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Figura 4-15. (a) Perfil cromatografico de adsorcdo de proteinas da soja em Sepharose-
TREN, a partir de extrato de soja em MES 25mM, pH 6,5. Volume do leito: 5,0 mL.
Vazao: 0,5 mL/min. Fracoes coletadas: 2,0 mL. (A) alimentagdo: 82,0 mL de extrato de
soja na concentragdo de 1,93 mg/mL; (L) “Pool” de 50,0 mL das fracdes de lavagem em
MES 25 mmol/L pH 6,5; (E) “Pool” de 40,0 mL das fracdes de eluicdo em MES 25
mmol/L, NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R) “Pool” de 52,0 mL das fra¢des de regeneracdo em
NaOH 50 mmol/L. (b) Fotografia das fragdes 14 a 41 “flowthrough”. ............ccoccceerienne 73

Figura 4-16. (a) Perfil cromatografico de adsorc@o de proteinas da soja com ‘“‘spiking” de
IgG humana em Sepharose-TREN, a partir de extrato de soja em MES 25mM, pH 6,5.
Volume do leito: 5,0 mL. Vazao: 0,5 mL/min. Frac¢des coletadas: 2,0 mL. (A) alimentagao:
82,0 mL de extrato de soja com “spiking” de 820 uL de IgG humana (50 mg/mL),
perfazendo uma concentragao de IgG de 0,5 mg/mL; (L) lavagem: MES 25 mmol/L pH 6,5;
(E) eluicao MES 25 mmol/L, NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R) regeneracao: NaOH 50 mmol/L.
(b) Fotografia das fracdes 15 a 42 “flowthrough”. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em
condi¢cdes desnaturantes e ndo-redutoras: (c) gel a 7,5%; (d) gel a 12,5%. Faixas: (A)
amostra inicial; (3 a 15) fragdes “flowthrough”; (L) “pool” das fracdes 43 a 45 da lavagem:;
(E) “pool” das fracdes 67 a 74 da eluicdo e (R) “pool” das fracoes 100 a 102 da
regeneracdo; (HMW) marcador de alta massa molecular; (M) marcador de IgG; (LMW)
marcador de baixa massa MOIECUIAT. .........c..eoiiiiiiiiiiiiiiiieee e 75

Figura 4-17. Perfil cromatografico e eletroforético de adsorc@o de proteinas da soja com
“spiking” de IgG humana em Sepharose-TREN, a partir de extrato de soja em MES 25mM,
pH 6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Fracdes coletadas: 2,0 mL. (A)
alimentacdo: 10,0 mL de extrato de soja com “spiking” de 100 uL de IgG humana (50
mg/mL), perfazendo uma concentracdo de 1gG de 0,5 mg/mL; (L) lavagem: MES 25
mmol/L pH 6,5; (E) eluicio MES 25 mmol/L, NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R) regeneracao:
NaOH 50 mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condi¢des desnaturantes e nao-
redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a 12,5%. Faixas: (A) amostra inicial; (3 a 6) fracdes
“flowthrough”; (L) “pool” das fracdes 7 a 10 da lavagem; (E) “pool” das fragdes 25 a 27 da
eluicdo e (R) “pool” das fragdes 46 a 48 da regeneracdo; (HMW) marcador de alta massa
molecular; (M) marcador de IgG; (LMW) marcador de baixa massa molecular.................. 77

Figura 4-18. Perfil cromatografico e eletroforético de adsorc@o de proteinas da soja com
“spiking” de albumina de soro bovino (BSA) em Sepharose-TREN, a partir de extrato de
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soja em MES 25 mmol/L, pH 6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazado: 0,5 mL/min. Fracdes
coletadas: 2,0 mL. (A) alimentagdo: 10,0 mL de extrato de soja com “spiking” de 100 puL
de BSA (50 mg/mL), perfazendo uma concentracdo de BSA de 0,5 mg/mL; (L) lavagem:
MES 25 mmol/L, pH 6,5; (E) eluicado MES 25 mmol/L, NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R)
regeneragdo: NaOH 50 mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condi¢Oes
desnaturantes e nao-redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a 12,5%. Faixas: (A) amostra inicial;
(L) “pool” das fracdes 9 a 12 da lavagem; (E) “pool” das fracdes 20 a 24 da eluicdo e (R)
fracdo 33 da regeneracdo; (HMW) marcador de alta massa molecular; (M) marcador de
BSA; (LMW) marcador de baixa massa moOleCUlar............cccoovveeieiieiiiiiiiieeeeeee e, 80

Figura 4-19. Perfil cromatografico e eletroforético de adsorc@o de proteinas da soja com
“spiking” de albumina de soro humano (HSA) em Sepharose-TREN, a partir de extrato de
soja em MES 25 mmol/L, pH 6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazao: 0,5 mL/min. Frac¢des
coletadas: 2,0 mL. (A) alimentac¢do: 10,0 mL de extrato de soja com “spiking” de 100 uL
de HSA (50 mg/mL), perfazendo uma concentracdo de HSA de 0,5 mg/mL; (L) lavagem:
MES 25 mmol/L, pH 6,5; (E) eluicado MES 25 mmol/L, NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R)
regeneragdo: NaOH 50 mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condi¢Oes
desnaturantes e nao-redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a 12,5%. Faixas: (A) amostra inicial;
(L) “pool” das fracdes 8 e 9 da lavagem; (E) “pool” das fracdes 19 a 22 da elui¢do e (R)
“pool” das fracdes 33 a 35 da regeneracdo; (HMW) marcador de alta massa molecular; (M)
marcador de HSA; (LMW) marcador de baixa massa molecular. ............cccc.cooevenvrneennennnn. 81

Figura 4-20. Perfil cromatografico e eletroforético de adsorc@o de proteinas da soja com
“spiking” de aprotinina em Sepharose-TREN, a partir de extrato de soja em MES 25
mmol/L, pH 6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazao: 0,5 mL/min. Fra¢des coletadas: 2,0 mL.
(A) alimentacdo: 10,0 mL de extrato de soja com “spiking” de 1000 uL de aprotinina (5,0
mg/mL), perfazendo uma concentragdo de aprotinina de 0,5 mg/mL; (L) lavagem: MES 25
mmol/L, pH 6,5; (E) eluicdo MES 25 mmol/L, NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R) regeneracgao:
NaOH 50 mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condicdes desnaturantes e nao-
redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a 15%. Faixas: (Ex) extrato puro; (A) amostra inicial; (L)
“pool” das fracdes 7 a 11 da lavagem; (E) “pool” das fracdes 24 a 28 da eluicdo e (R)
“pool” das fracdes 47 e 48 da regeneracdo; (HMW) marcador de alta massa molecular;
(LMW) marcador de baixa massa molecular; (M) marcador de aprotinina. ..............cc......... 83

Figura 4-21. Perfil cromatogréifico de adsorc@o de aprotinina em Sepharose-TREN em MES
25 mmol/L, pH 6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Fracdes coletadas: 2,0
mL. (A) alimentacdo: 10,0 mL de solu¢@o de aprotinina 0,5 mg/mL; (L) lavagem: MES 25
mmol/L, pH 6,5; (E) eluicilo MES 25 mmol/L, NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R) regeneracao:
NAOH 50 MMOI/LL. ..ottt ettt e sttt e st e e s e e 84

Figura 4-22. Perfil cromatogréafico de adsorcdo de aprotinina em Sepharose-TREN em MES
25 mmol/L, pH 6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Fracdes coletadas: 2,0
mL. (A) alimentacdo: 10,0 mL de solucao de aprotinina 0,5 mg/mL proveniente da etapa de
lavagem da purificagdo de aprotinina apds previa concentracao das proteinas em Centricon;
(L) lavagem: MES 25 mmol/L, pH 6,5; (E) eluicio MES 25 mmol/L, NaCl 1,0 mol/L pH
6,5; (R) regeneracdo: NaOH 50 mmoOI/L. ......ccooviiiiiiiiiiiiiiiieceee e 86

Figura 4-23. Perfil cromatografico de adsor¢ao de lisozima em Sepharose-TREN em MES
25 mmol/L, pH 6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Fracdes coletadas: 2,0
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mL. (A) alimentacdo: 10,0 mL de solu¢do de lisozima 0,5 mg/mL; (L) lavagem: MES 25
mmol/L, pH 6,5; (E) eluicilo MES 25 mmol/L, NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R) regeneracao:
NAOH 50 MMOI/LL. ...ociiiiiiieiie ettt st e st e st e st e e sbee e 88

Figura 4-24. Perfil cromatografico e eletroforético de adsorc@o de proteinas da soja com
“spiking” de IgG humana em Sepharose-TREN-Cu(Il) em MA 25 mmol/L, 1,0 mol/L
NaCl, pH 7,0. Volume do leito: 5,0 mL. Vazao: 0,5 mL/min. Fracdes coletadas: 2,0 mL.
(A) alimentacdo: 10,0 mL de extrato de soja com “spiking” de 100 uL de IgG humana (50
mg/mL), perfazendo uma concentra¢do de IgG de 0,5 mg/mL; Lavagem: MA 25 mmol/L,
1,0 mol/L NaCl, pH 7,0; (E) eluicdo: MA 25 mmol/L, 1,0 mol/L. NaCl, pH 4,0; (R)
regeneracao: EDTA 50 mmol/L, pH 7,0. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condi¢des
desnaturantes e nao-redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a 12,5%. Faixas: (A) amostra inicial;
(3 a 6) fragdes “flowthrough”; (L) “pool” das fragdes 8 a 11 da lavagem; (E) “pool” das
fracdes 27 a 30 da eluicdo e (R) “pool” das fragdes 41 a 43 da regeneracdo; (HMW)
marcador de alta massa molecular; (M) marcador de IgG; (LMW) marcador de baixa massa
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Figura 4-25. Perfil cromatografico e eletroforético de adsorc@o de proteinas da soja com
“spiking” de IgG humana em Sepharose-TREN-Cu(lIl), a partir de extrato de soja em MES
25 mmol/L, 2 mmol/L imidazol, pH 6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazao: 0,5 mL/min.
Fragdes coletadas: 2,0 mL. (A) alimentacdo: 10,0 mL de extrato de soja com “spiking” de
100 puL de IgG humana (50 mg/mL), perfazendo uma concentra¢do de IgG de 0,5 mg/mL;
Lavagem: MES 25 mmol/L, 2 mmol/L imidazol, pH 6,5; (E) eluicao: MES 25 mmol/L, 300
mmol/L imidazol, pH 6,5; (R) regeneracdo: EDTA 50 mmol/L, pH 7,0. Eletroforeses SDS-
PAGE, amostras em condi¢des desnaturantes e nao-redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a
12,5%. Faixas: (A) amostra inicial; (4 a 6) fragdes “flowthrough”; (L) “pool” das fracdes 8
a 10 da lavagem; (21 a 23) fra¢des da eluicdo e (R) “pool” das fragdes 34 a 36 da
regeneracdao; (HMW) marcador de alta massa molecular; (M) marcador de IgG; (LMW)
marcador de baixa massa MOIECUIAT. ...........cccuiriiiieeiiieceece e 93

Figura 4-26. Perfil cromatografico e eletroforético de adsor¢cdo de proteinas da soja com
“spiking” de IgG humana em Sepharose-TREN-Cu(Il), a partir de extrato de soja em MES
25 mmol/L, pH 6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Fracdes coletadas: 2,0
mL. (A) alimentacdo: 10,0 mL de extrato de soja com “spiking” de 100 pL de IgG humana
(50 mg/mL), perfazendo uma concentracdo de IgG de 0,5 mg/mL; (L) lavagem: MES 25
mmol/L, pH 6,5; (E) eluicdo: MES 25 mmol/L, 300 mmol/L. imidazol, pH 6,5; (R)
regeneragdo: EDTA 50 mmol/L, pH 7,0. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condi¢des
desnaturantes e nao-redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a 12,5%. Faixas: (A) amostra inicial;
(3 a 6) fragdes “flowthrough”; (L) “pool” das fragdes 9 e 10 da lavagem; (E) “pool” das
fracdes 16 a 20 da eluicdo e (R) “pool” das fragdes 32 a 34 da regeneracdo; (HMW)
marcador de alta massa molecular; (M) marcador de IgG; (LMW) marcador de baixa massa
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Figura 4-27. Perfil cromatografico e eletroforético de adsor¢cdo de proteinas da soja com
“spiking” de IgG humana em Sepharose-TREN-Ni(II), a partir de extrato de soja em MES
25 mmol/L, 2 mmol/L imidazol, pH 6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazao: 0,5 mL/min.
Fragdes coletadas: 2,0 mL. (A) alimentacdo: 10,0 mL de extrato de soja com “spiking” de
100 uL de IgG humana (50 mg/mL), perfazendo uma concentracdo de IgG de 0,5 mg/mL;
Lavagem: MES 25 mmol/L, 2 mmol/L imidazol, pH 6,5; (E) eluicao: MES 25 mmol/L, 300
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mmol/L imidazol, pH 6,5; (R) regeneracdo: EDTA 50 mmol/L, pH 7,0. Eletroforeses SDS-
PAGE, amostras em condi¢des desnaturantes e nao-redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a
12,5%. Faixas: (A) amostra inicial; (3 a 6) fragdes “flowthrough”; (L) “pool” das fracdes 7
a 10 da lavagem; (E) “pool” das fragdes 22 a 25 da eluicdo e (R) “pool” das fragdes 39 a 41
da regeneracao; (HMW) marcador de alta massa molecular; (M) marcador de IgG; (LMW)
marcador de baixa massa MOIECUIAL. ............ccuiiiiiiiiiiiiiee e e 97

Figura 4-28. Perfil cromatografico e eletroforético de adsor¢cdo de proteinas da soja com
“spiking” de IgG humana em Sepharose-TREN-Ni(II), a partir de extrato de soja em MES
25 mmol/L, pH 6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Fracdes coletadas: 2,0
mL. (A) alimentacdo: 10,0 mL de extrato de soja com “spiking” de 100 uL. de IgG humana
(50 mg/mL), perfazendo uma concentracdo de IgG de 0,5 mg/mL; (L) lavagem: MES 25
mmol/L, pH 6,5; (E) eluicdo: MES 25 mmol/L, 300 mmol/L. imidazol, pH 6,5; (R)
regeneragdao: EDTA 50 mmol/L, pH 7,0. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condi¢des
desnaturantes e nao-redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a 12,5%. Faixas: (A) amostra inicial;
(3 a 6) fragdes “flowthrough”; (L) “pool” das fracdes 8 e 9 da lavagem; (E) “pool” das
fracdes 17 a 20 da eluicdo e (R) “pool” das fragdes 31 a 32 da regeneracdo; (HMW)
marcador de alta massa molecular; (M) marcador de IgG; (LMW) marcador de baixa massa
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Figura 4-29. Perfil cromatografico e eletroforético de adsor¢cdo de proteinas da soja com
“spiking” de IgG humana em Sepharose-TREN-Ni(II), a partir de extrato de soja em MES
25 mmol/L, 1,0 mol/L. NaCl, 2 mmol/L imidazol, pH 6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazao:
0,5 mL/min. Fracdes coletadas: 2,0 mL. (A) alimentacdo: 10,0 mL de extrato de soja com
“spiking” de 100 pL de IgG humana (50 mg/mL), perfazendo uma concentracdo de IgG de
0,5 mg/mL; (L) lavagem: MES 25 mmol/L, 1,0 mol/L NaCl, 2 mmol/L imidazol, pH 6,5;
(E) eluicdo: MES 25 mmol/L, 1,0 mol/L NaCl, 300 mmol/L. imidazol, pH 6,5; (R)
regeneracao: EDTA 50 mmol/L, pH 7,0. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condigdes
desnaturantes e nao-redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a 12,5%. Faixas: (A) amostra inicial;
(3 a 6) fragoes “flowthrough”; (L) “pool” das fragdes 7 a 10 da lavagem; (E) “pool” das
fracdes 19 e 20 da eluicdo e (R) “pool” das fragdes 26 e 27 da regeneracdo; (HMW)
marcador de alta massa molecular; (M) marcador de IgG; (LMW) marcador de baixa massa
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Figura 4-30. Perfil cromatogréifico e eletroforese de focalizacdo isoelétrica (IEF) de
adsor¢do de IgG humana de alta pureza em Sepharose-TREN-Ni(II), em MES 25 mmol/L,
pH 6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Fracdes coletadas: 2,0 mL. (A)
alimentacdo: 1,0 mL de IgG humana (5,0 mg/mL); (L) lavagem: MES 25 mmol/L, pH 6,5;
(E) eluicdo: MES 25 mmol/L, 300 mmol/L imidazol, pH 6,5; (R) regeneragao: EDTA 50
mmol/L, pH 7.0. IEF - Faixas: (M) marcador de ponto isoelétrico; (A) amostra inicial; (L)
fracdo 4 da lavagem; (E) fraco 19 da eluiCao. .......cccevueeiieiiiiiiiiniiiiiiceeeeeecee, 102

Figura 4-31. Perfil cromatogréfico e eletroforético de adsor¢do de proteinas da soja em
Sepharose-DEAE, a partir de extrato de soja em MES 25 mmol/L, pH 6,5. Volume do leito:
5,0 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. FracOes coletadas: 2,0 mL. (A) alimentacdo: 10,0 mL de
extrato de soja; (L) lavagem: MES 25 mmol/L, pH 6,5; (E) eluicio MES 25 mmol/L, NaCl
1,0 mol/L pH 6,5; (R) regeneracdo: NaOH 50 mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras
em condicOes desnaturantes e nao-redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a 12,5%. Faixas: (A)
amostra inicial; (L) “pool” das fracdes 8 e 9 da lavagem; (E) “pool” das fracdes 15 a 17 da
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CAPITULO 1: INTRODUCAO

Biomoléculas que apresentam interesse industrial e farmacéutico tém sido
produzidas por diversas técnicas de DNA recombinante, cultura de células animais, fungos
e bactérias. Todavia, a necessidade de sistemas mais seguros e de baixo custo tem motivado
a busca de novas alternativas. A producdo de proteinas recombinantes em plantas tem se
mostrado como um dos meios mais atraentes do ponto de vista econdmico. Dentre as
proteinas recombinantes que vém sendo produzidos por plantas transgénicas desde os anos
80, destacam-se anticorpos e hormonios, além de outros produtos, como aditivos
alimentares e materiais industriais como O6leos e plasticos biodegradaveis (DESAI et al.,
2002; TELI e TIMKO, 2004; PLATIS e LABROU, 2006).

A escolha da espécie vegetal para a producdo de proteinas recombinantes, por sua
vez, normalmente estd baseada em fatores como a capacidade de acumular a biomolécula
de interesse, a habilidade em realizar processamento pds-traducional apropriado, bem como
a facilitacdao das etapas de recuperacdo e purificagdo da biomolécula (RPB) (KO et al.,
2003). Por envolver uma sequéncia de operagdes unitdrias, incluindo técnicas
cromatogréficas de adsorcdo seletiva, o custo destas etapas pode chegar a 90% do custo do
processo global (PEETERS et al., 2001; DESAI et al., 2002). Técnicas cromatograficas
baseadas em principios de troca-idnica, interagdo hidrofébica, exclusdo por tamanho e
afinidade tornaram-se o foco de diversos grupos de pesquisa.

Uma das técnicas utilizadas para RPB € a cromatografia de afinidade por ions
metalicos imobilizados (IMAC), que explora o principio da formagdo de ligacdes de
coordenagdo entre fons metdlicos imobilizados em suportes soélidos e residuos de
aminodcidos expostos na superficie da biomolécula a ser separada. Para a formacdo desta
ligacdo, o ifon metdlico deve estar imobilizado em um agente quelante covalentemente
acoplado ao suporte sélido. Diversos sdao os agentes quelantes utilizados em IMAC, entre
eles o tris-2-amionoetil-amina (TREN).

Devido aos residuos de grupamentos amina, 0 TREN (sem ion metalico quelatado)
pode servir como um trocador de anions. A valores de pH menores que 10,5, o TREN esté
carregado positivamente (de acordo com dados da Sigma-Aldrich), apresentando, portanto,

a capacidade de adsorver proteinas de carga liquida negativa. Com base nesta caracteristica
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fisico-quimica, nosso grupo de pesquisa, de forma inédita, vem abordando a utilizacdo de
TREN como ligante para a purificacdo de proteinas, especificamente para purificacdo de
IgG humana por cromatografia negativa (SANTOS et al., 2006a; SANTOS et al., 2006b;
BRESOLIN et al., 2008a). Na cromatografia negativa, a proteina alvo é obtida nas frag¢des
nao retidas (“flowthrough” e lavagem), enquanto que as demais proteinas (contaminantes

ou impurezas) permanecem adsorvidas, sendo recuperadas na eluicdo.

1.1. OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo estudar o adsorvente Sepharose-TREN em
cromatografia negativa visando a obtenc¢do de conhecimento de base para aplicacdo na
purificacdo de proteinas recombinantes produzidas em plantas transgénicas. Avaliou-se o
efeito do sistema tamponante na captura de proteinas nativas de extratos de graos de soja e
consequente purificacdo de proteinas de diferentes ponto isoelétricos (IgG, albumina do

soro bovino, albumina do soro humano, lisozima e aprotinina) adicionadas artificialmente

(“spiking”) a estes extratos.
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1.2. PLANO E ETAPAS DO TRABALHO DESENVOLVIDO

Para se atingir o objetivo proposto, o trabalho foi desenvolvido de acordo com as

etapas apresentadas na Figura 1-1.

EXTRATO DE SOJA
SEPHAROSE- SEPHAROSE-
TREN DEAE
Sem Com Sem Com
“spiking” “spiking” “spiking” “spiking”
Diferentes Curva de Injecdo pulso; Alimentacio Efeito do ion IgG
sistemas ruptura em vazao: 1 mL/min; continua; vazio: metalico
tamponantes diferentes vazoes extrato sem 0,5 mL/min;

diluicic.

extrato diluido.

Cu(ID | Ni(I)

l

IgG

IgG, BSA, HSA,
aprotinina, lisozima

IgG IgG

Figura 1-1. Diagrama de blocos com as etapas desenvolvidas neste trabalho.
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CAPITULO 2: REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sdo apresentados topicos de conhecimentos basicos necessdrios para
a compreensdo do trabalho. A revisdo da literatura estd dividida nas seguintes partes:
utilizacdo de plantas transgénicas como biorreatores, soja como sistema de expressao de
proteinas recombinantes de interesse comercial, recuperacgio e purificacdo de bioprodutos
(RPB) e sua importancia, cromatografia de afinidade por ions metdlicos imobilizados
(IMAC) e cromatografia negativa. Serd dado enfoque a RPB de proteinas adicionadas
artificialmente (“spiking”) em extratos de plantas ndo transgéncias visando a aquisicdo de
conhecimento de base para a RPB de proteinas recombinantes obtidas em plantas como

biorreatores.

2.1. UTILIZACAO DE PLANTAS TRANSGENICAS COMO BIORREATORES

Um novo conceito foi introduzido na ci€ncia com o advento das técnicas de DNA
recombinante e com a transformacao celular tendo como objetivo a producdo de proteinas
de interesse industrial por meio do desenvolvimento de plantas transgé€nicas com novas
caracteristicas (FISHER e EMANS, 2000; MA et al., 2003; LAU e SUN, 2009). De acordo
com DE LUCCA (2003), existem basicamente trés classes dessas plantas, visando:

a) Propriedades agrondmicas melhoradas, como, por exemplo, resisténcia a um
herbicida ou a insetos;

b) Melhoria da qualidade do produto e qualidades nutricionais por alteracdoes em
vias metabolicas;

¢) Producgdo de proteinas recombinantes (ou heter6logas) de aplicac@o industrial ou
farmacéutica.

Em 1994, a empresa Calgene obteve a primeira aprovacdo nos EUA para
comercializar um alimento geneticamente modificado, o tomate “Flavr Savr”, que apresenta
o amadurecimento retardado. A partir dessa modificacdo genética houve um crescimento
exponencial da biotecnologia no campo (MONQUERO, 2005), cuja area global de culturas
saltou de 1,7 milhdes de hectares em 1996 para 100 milhdes de hectares em 2006 com uma

producdo avaliada em 6,2 bilhdes de dolares (MONQUERO, 2005; TEIXEIRA JR, 2007).
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Um dos estudos pioneiros sobre modificagdo genética em plantas foi realizado por
FRALEY e colaboradores em 1983, na qual expressaram genes bacterianos em células de
tabaco. Desde entdo, t€ém-se estudado sistemas confidveis de transformacdo e vetores de
expressdo a fim de se atingir altos niveis de expressdao génica e concentra¢do da proteina

recombinante em tecidos da planta (AZZONI, 2002).

2.1.1. Vantagens e desafios do uso de plantas transgénicas como biorreatores

As plantas transgénicas podem ser exploradas como uma alternativa em relacao aos
sistemas microbianos e animais para a produ¢do de biomoléculas (WHITELAM, 1995;
PARIZOTTO et al., 2000). Este sistema apresenta vantagens na producdo de proteinas
recombinantes quando comparadas a bactérias, fungos, células animais ou animais
transgénicos:

a) Custo de producdo mais baixo quando comparado a cultura de células animais
que necessitam de meios de cultura dispendiosos (SENA e GOLDMAN, 2001), pois as
plantas aproveitam diretamente a energia solar para seu crescimento (PLATIS e LABROU,
2006). KUSNADI et al. (1997), por exemplo, estimaram que o custo de producdo de
proteinas recombinantes em plantas pode ser entre 10 e 50 vezes menor que o custo da
mesma proteina produzida em E. coli;

b) Plantas ndo apresentam patdgenos humanos que podem contaminar o produto
final como, por exemplo, os prions e o virus HIV (LARRICK et al., 2001; TIWARI et al.,
2009);

c) Plantas apresentam fécil aumento de escala (KUSNADI et al., 1997);

d) A proteina pode ser produzida dentro de um 6rgdo especifico (raiz ou semente),
protegida da degradacdo, permitindo, assim, maior estabilidade ao produto protéico (HORN
et al.,2004; LAU e SUN, 2009);

e) Por serem eucaridticas, as plantas sdo capazes de realizar modificacdes pOs-
traducionais que os sistemas microbianos ndo podem; animais transgénicos ndo t€ém muita
aceitacdo publica devido a questdes éticas (SENA e GOLDMAN, 2001).

Muitos desafios, por sua vez, estdo presentes nesta drea da ciéncia, com muitos

aspectos a serem melhorados. Um deles € o longo tempo de cultivo das plantas
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transgénicas, apresentando, na maioria dos casos, baixo nivel de proteinas produzidas
(inferior a 1% do total de proteinas soliveis) (GOLDSTEIN e THOMAS, 2004; SPERB,
2008).

Por ser um evento relativamente recente, o cultivo de plantas transgénicas, assim
como o consumo humano e animal de seus derivados, reveste-se de interesses, impactos e
conflitos multiplos, constituindo um tema sobre o qual predominam as discussoes
cientificas, éticas, econdmicas e politicas. Mundialmente ha debates sobre os impactos dos
organismos geneticamente modificados (OGM) na satide humana e animal € no meio
ambiente. No Brasil, a Comissdao Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio) é uma
instancia colegiada multidisciplinar, criada através da lei n° 11.105, de 24 de marco de
2005, cuja finalidade € prestar apoio técnico consultivo e assessoramento ao Governo
Federal na formulagdo, atualiza¢do e implementagdo da Politica Nacional de Biosseguranca
relativa a OGM, bem como no estabelecimento de normas técnicas de seguranga e
pareceres técnicos referentes a protecao da saide humana, dos organismos vivos e do meio
ambiente, para atividades que envolvam a constru¢do, experimentacdo, -cultivo,
manipulacdo, transporte, comercializacdo, consumo, armazenamento, liberacdo e descarte

de OGM e derivados (http://www.ctnbio.gov.br/ acessado em: 07/06/2009).

2.1.2. Proteinas recombinantes expressas em plantas transgénicas

Dentre as plantas mais utilizadas como biorreatores na transformagao genética para
expressao de proteinas recombinantes, a literatura destaca vegetais folhosos (tabaco, alfafa
e alface), cereais (milho, arroz e trigo), legumes (batatas), frutas (tomates e bananas) e
sementes (soja, canola, girassol e tabaco) (EVANGELISTA et al., 1998; GIDDINGS et al.,
2000; MENKHAUS et al., 2004a; RAMESSAR et al., 2008).

Em 2002, a empresa norte-americana ProdiGene colocou no mercado a tripsina
recombinante produzida em sementes de milho, sendo a primeira proteina recombinante
produzida em grande escala (WOODARD et al., 2003). De acordo com MA e
colaboradores (2005b), muitas outras proteinas ji se encontram nos estdgios finais de
desenvolvimento. TELI e TIMKO (2004) mostraram que, com o recente progresso da drea

de pesquisa com plantas transgénicas como biorreatores e células vegetais em cultura,
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quatro grandes dreas t€m se destacado: producdo de peptideos, proteinas e enzimas de
importancia farmacéutica e industrial; geracdo de anticorpos e seus fragmentos; plantas
transgénicas como sistemas de producdo de vacinas e manipulacdo do metabolismo das
plantas para produ¢ao de novos compostos e metabdlitos secundarios usados em medicina
ou na industria.

O potencial para o uso de plantas como um sistema para produgdo de proteinas
recombinantes como biofdrmacos foi estabelecido entre 1986 e 1990, com o sucesso da
expressao da proteina de fusdo do hormdnio de crescimento humano em folhas de tabaco e
semente de girassol, de um interferon humano oD em couve-flor e nabo e da albumina de
soro humano (HSA) em folhas de tabaco e batata (BARTA et al., 1986; DE ZOETEN et
al., 1989; SIIMONS et al., 1990). Em trabalho recente, SPERB (2008) mostrou o potencial
do uso de folhas de tabaco transgénico na producdo de eritropoetina (EPO) recombinante,
tendo-se avaliado a expressdo génica e detectada a presenga da proteina recombinante,
utilizando andlises de Western blotting.

Dentre as proteinas produzidas em plantas transgénicas, destaca-se a classe dos
anticorpos, uma vez que 0s mesmos apresentam uma gama ampla de aplicagdes, incluindo-
se os campos terapéutico e diagnostico (SENA e GOLDMAN, 2001, PLATIS et al., 2008).
Devido a sua complexidade, os anticorpos requerem para sua producdo, sistemas
eucaridticos de expressao (como células animais e plantas, por exemplo), de modo a formar
cadeias leves e pesadas, visando originar um anticorpo completo e funcional (MA e HEIN,
1995; SENA e GOLDMAN, 2001).

O trabalho pioneiro da producdo de anticorpos em plantas transgénicas foi
publicado por HIATT et al. (1989). Este trabalho demonstrou o principio da expressiao
simultanea de dois produtos génicos recombinantes (cadeias y e k de imunoglobulina G de
camundongo) em folhas de tabaco, que foram corretamente acopladas em uma molécula
que era funcionalmente idéntica aquela originada do camundongo. Desde entdo, muitos
grupos tém procurado expressar outras moléculas de cadeia tnica até anticorpos mais
complexos (MA et al., 1995, PLATIS et al., 2008).

Com base na literatura, a Tabela 2-1 apresenta alguns exemplos de anticorpos de
variados tipos e formas produzidos em plantas transgénicas, destacando-se o tabaco devido

a producao de elevada quantidade de biomassa.
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Tabela 2-1. Exemplos de anticorpos produzidos em plantas transgénicas. Adaptado de KO e KOPROWSKI
(2005) com atualizacdes.

Planta Anticorpo Referéncia
Tabaco Cadeias v e k de IgG de camundongo HIATT et al., 1989
Tabaco IgG contra nematéides BAUM et al., 1996
MA e HEIN, 1995; MA et
Tabaco IgA secretoria e 1gG contra S. mutans
al., 1998
Arabidopsis DE WILDE et al., 1996; DE
IgG e fragmentos Fy,
thaliana WILDE et al., 1998
Soja, arroz e
IgG humanizada contra virus da herpes ZEITLIN et al., 1998
milho
Tabaco IgG utilizada para combater cancer de colo VERCH et al., 1998

Cadeias leve e pesada de anti-IgG humana
Alfafa KHOUDI et al., 1999
para kits diagndstico

IgG,, anti-dioxina para uso em imunoensaio
Tabaco o SENA e GOLDMAN, 2001
para detec¢do de dioxina

IgG de camundongo para aplicagdes VALDES et al., 2003;
Tabaco terapéuticas e em imunocromatografia YANO, et al., 2004
Tabaco Fragmento F, de cadeia tinica (receptor de GALEFFI et al., 2005
fator de crescimento humano epidermal)

Tabaco Fragmento F, de cadeia tinica anti-botulina ALMQUIST et al., 2006
Tabaco IgG; humana monoclonal anti-Pseudomonas McLEAN et al., 2007; YU
aureaginosa et al., 2008
Milho IgG; humana monoclonal anti-HIV RAMESSAR et al., 2008

Tabaco IgG; humana monoclonal anti-HIV PLATIS et al., 2008

KO e KOPROWSKI (2005) mostraram que a expressdo estdvel e padronizagdao do
processo de produgdo de anticorpos em plantas é o ponto chave quando se utilizam plantas
como biorreatores. Os mesmos autores destacam que € possivel se realizar transformacao
estdvel, de modo que os genes que apresentem a habilidade para produzir os anticorpos
consigam permanecam integrados ao genoma da planta, expressando de geracdo em

geracdo da mesma.
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TIWARI (2009), em um artigo de revisdo, apresenta uma compilagdo de dados de
mais de 100 vacinas antigénicas com expressdo estdvel em diversas plantas (tabaco, soja,
arroz, milho, tomate) visando a aplicacdo para o tratamento de doengas como cdlera, raiva,
hepatite, artrite, gripe avidria, peste buboOnica, pneumonia e Alzheimer. Entretanto, a
primeira vacina antigénica para uso humano foi registrada por pesquisadores cubanos, que
utilizaram o anticorpo monoclonal CB-Hep.1 aprovado pelo Centro Estatal da Qualidade
dos Medicamentos (CECMED) de Cuba em 2006. Este anticorpo foi expresso em uma
variedade ndo-comercial do tabaco, cujo cultivo foi realizado em condi¢cdes de
confinamento, em substrato inerte (sem terra) e em condi¢cdes de boas praticas de
manufatura, o que garante biosseguranga e controle. (LEYVA et al., 2007; LOPEZ et al.,
2007; FERNANDEZ et al., 2008).

2.1.3. Soja como sistema de expressao de proteinas recombinantes

A soja, cujo nome cientifico € Glycine max, € constituida de casca, cotilédone
(dicotiledonea), hipocotil e embrido. A maior parte da semente da soja € constituida pelos
cotilédones. Estes sdo compostos basicamente de proteinas (37%), carboidratos (30%) e
6leo (20%). Os principais actcares da semente sdo o dissacarideo sacarose, o trissacarideo
rafinose e o tetrassacarideo estatiose. A concentracdo de glicose e de outros agucares
redutores diminui durante a maturacdo. Os polifendis representam aproximadamente 0,02%
da massa da semente (SMITH e SIDNEY, 1972).

As proteinas de sementes, em geral, sdo divididas de acordo com a solubilidade em
quatro grupos (OSBORNE, 1924): 1) albuminas, soliveis em dgua; 2) globulinas, soluveis
em solucdes aquosas salinas; 3) prolaminas, soliveis em solucdes alcodlicas e 4) glutelinas,
soliveis em solucdes aquosas de pH alcalino ou com agente redutor. As proteinas da soja
contém somente dois destes grupos: as albuminas, as quais representam menos de 10% da
proteina total e possuem baixa massa molecular (cerca de 20 kDa), e as globulinas, que
representam 90% da proteina total, constituidas de proteinas de massa molecular de 20 a
700 kDa. As globulinas da soja s@o separadas em quatro grupos baseados nos coeficientes
de sedimentacao: 2S, 7S, 11S e 15S (22, 37, 31 e 1% das globulinas, respectivamente). A

a-conglicinina, também conhecida 2S, consiste de proteinas com massa molecular entre 8 e
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50 kDa e solubilidade em ampla faixa de pH. A B-conglicinina (chamada de proteina 7S),
consiste de pelo menos sete isomeros os quais sdo compostos de diferentes combinagdes
das mesmas trés subunidades. As diferentes isoformas de [B-conglicinina tém massa
molecular entre 130 e 180 kDa e ponto isoelétrico (pI) perto de 4,9. As demais proteinas
encontradas na fracdo 7S sdo hemaglutinina, lipoxigenase e B-amilase. A proteina 118,
chamada de glicinina é um heteromultimero complexo composto de 11 ou 12 subunidades.
A glicinina tem massa molecular entre 300 e 350 kDa e ponto isoelétrico entre 4,5 e 4,8. As
maiores proteinas da soja sdo as proteinas 15S, com massa molecular em torno de 700 kDa
e com ponto isoelétrico perto de 4,5 (MENKHAUS et al., 2004a). As propriedades fisicas

de algumas proteinas da soja estdo apresentadas na Tabela 2-2.

Tabela 2-2. Propriedades fisicas das proteinas purificadas da soja (adaptado de ALLAN e SIDNEY, 1972 e
ROBIC, 2005).

Proteinas Massa molecular (kDa) Ponto isoelétrico
Inibidor de tripsina (Bowman-Birk) 7,9-21,0 4,0-42
Citocromo C 12,0
Inibidor de tripsina (Kunitz) 21,0 4.5
Globulina 2S (a-conglicinina) 18,2 -32,6 4.4
Alantoinase 50,0
B-Amilase 61,7-69,0 5,85
Hemaglutinina 89,0 -105,0 6,1
Lipoxigenase 102,0 - 108,0 5,4 -5,65
Globulina 7S (B-conglicinina) 180,0 — 330,0 4,9
Globulina 118 (glicinina) 333,0 -356,0 5,0

Técnicas como cromatografia de afinidade (LARSEN, 1990; MIRANDA et al.,
2002; FRANCO-FRAGUAS et al., 2003), troca-idnica (PORTER ez al., 1991; FERREIRA
et al., 1998; DHARMADI et al., 2003), interacdo hidrofébica (STEPHENS et al., 1998;
YOON et al., 2000) e exclusao por tamanho (COLE e COUSIN, 1994; KOPLIK et al.,
2002), além da precipitacdo em condi¢des acidas (LUI er al., 2007) sdo utilizadas para

auxiliar no estudo, isolamento e purificacdo das diferentes proteinas nativas da soja. Estes
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estudos tém auxiliado na purificacdo de proteinas recombinantes em soja transgénicas.
ROBIC (2005) purificou por cromatografia de troca-idnica e interagdo hidrofébica a
enzima B-glucuronidase recombinante produzida em sementes de soja transgénica, apesar
da baixa concentra¢do da enzima (menor que 0,1% da proteina total), mostrando assim que
a soja tem potencial como biorreator.

Segundo Elibio Rech, pesquisador da Embrapa que desenvolveu a soja transgénica
resistente a herbicida no Brasil, “a soja pode ser um veiculo mais barato e eficiente para
producdo de moléculas utilizadas na indudstria farmacéutica” (TEIXEIRA JR, 2007).
Entretanto, um grande problema de se utilizar soja como sistema de expressao € o fato que
até hoje ndo se conseguiu expressar a proteina recombinante dentro da semente da soja em
concentracdes suficientemente altas. Por exemplo, para anticorpos expressos em soja em
um nivel de 1%, a producdo da proteina torna-se economicamente vidavel (HIATT, 1990;
PEETERS et al., 2001).

Quando nao se dispde de uma proteina recombinante expressa, alguns pesquisadores
fazem uso de “spiking”, que consiste em adicionar uma determinada proteina
artificialmente ao extrato com a finalidade de simular um extrato de uma planta
transgénica. Visando as etapas de recuperacdo e purificacio, MENKHAUS et al. (2002)
adicionaram B-glucuronidase (GUS) em extrato de soja ndo-transgénica e realizaram sua
purificacdo por precipitacdo com polietileneimina, recuperando 90% da atividade da GUS

adicionada.

22.RECUPERACAO E PURIFICACAO DE PROTEINAS (RPB)
RECOMBINANTES OBTIDAS EM PLANTAS COMO BIORREATORES

Uma variedade de técnicas tem sido investigada para a RPB de diversas
biomoléculas de interesse. A escolha da metodologia apropriada para a purificacdo depende
do rendimento e pureza requeridos, assim como do custo do procedimento. Compostos
destinados a aplicagdes terapéuticas e em testes diagndsticos, requerem alto grau de pureza
e necessitam de técnicas de purificacdo mais seletivas. Técnicas de precipitagao,
ultrafiltracdo e microfiltracdo tém sido utilizadas nas etapas de pré-purificacdo destas

biomoléculas. Na etapa de purificacdo propriamente dita, sdo utilizadas, tradicionalmente,
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técnicas cromatograficas de adsor¢do seletiva para remover as impurezas existentes,
baseando-se nos principios de exclusao molecular, troca idnica, interagdo hidrofébica, fase
reversa, afinidade, entre outras (SCOPES, 1994).

Outro fator importante a ser levado em conta € o custo de cada processo. Segundo
LABROU e CLONIS (1994), o fator chave para o desenvolvimento da biotecnologia sdo os
processos de recuperacdo e purificacdo que, frequentemente, podem chegar até a 90% do
custo total de producdo.

De uma forma geral, as etapas de RPB de proteinas recombinantes produzidas em
plantas envolvem operagdes unitdrias cldssicas, principalmente moagem, extracdo sélido-
liquido, precipitacdo, filtracdo, ultrafiltracdo, liofilizacdo e cristalizacdo (NIKOLOV e
WOODARD, 2004; MENKHAUS et al., 2004a). De acordo com estes mesmos autores, é
possivel dividir a RPB em trés grandes etapas:

a) Pré-processamento, envolvendo moagem e fracionamento;

b) Extracdo solido-liquido da proteina e clarificacdo (remoc¢do de material
particulado remanescente da extracdo);

¢) Purificacdo da proteina-alvo utilizando técnicas cromatogréficas (troca-iOnica,
interacdo hidrofdbica, exclusdo por tamanho, afinidade, cromatografia de afinidade com
ions metalicos imobilizados - IMAC, etc).

Uma variedade de técnicas tem sido utilizada na purificacio de proteinas
recombinantes produzidas em plantas transgénicas, sendo que a escolha correta do método
depende da necessidade de pureza do produto final. Quando a aplicacdo de biomolécula de
interesse requerer um alto grau de pureza, técnicas de purificacdo mais seletivas serdao
utilizadas. Dentre as técnicas mais seletivas, desteca-se a cromatografia de afinidade,
baseada na ligacdo reversivel e especifica da biomolécula de interesse aos ligantes
bioespecificos ou pseudobioespecificos imobilizados covalentemente a uma matriz
cromatogrifica (VIJAYALAKSHMI, 1989).

As matrizes cromatograficas contendo ligantes pseubobioespecificos imobilizados
apresentam vantagens de terem baixo custo e facilidade de escalonamento, pois os ligantes
sao moléculas pequenas e simples, apresentando estabilidade quimica e fisica mais alta do
que os bioespecificos e condi¢des brandas de eluicdo. No entanto, como desvantagem,

apresentam menor especificidade. As forcas que regem a interacdo entre o ligante
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pseudobioespecifico e a molécula-alvo sdo baseadas na complementaridade de carga, de
hidrofobicidade e forma. Dentre estes ligantes, fons metalicos imobilizados sdo utilizados
quando a biomolécula apresentar residuos de histidina acessiveis (histidina natural ou cauda
de histidina adicionada por meio de técnicas de DNA recombinante) para a formagdo de

ligacdes de coordenacdo com o metal (GUTIERREZ et al., 2007; BRESOLIN et al., 2009b).

2.2.1. Cromatografia de Afinidade por fons Metilicos Imobilizados (IMAC)

A técnica de Cromatografia de Afinidade por fons Metédlicos Imobilizados
(“Immobilized Metal ion Affinity Chromatography” — IMAC) baseia-se na formacao de
ligacOes de coordenacdo entre os fons metdlicos imobilizados em suportes sélidos (fase
estaciondria) e residuos acessiveis de aminodcidos (histidina, cisteina e triptofano) das
proteinas a serem adsorvidas que estdo em solucdo (que estdo na fase mével) (PORATH et
al., 1976; PORATH, 1988; WONG et al., 1991). Em IMAC, além das ligagdes de
coordenagdo, forcas como Van der Waals, hidrofébicas e eletrostaticas também contribuem
no processo de adsor¢do de uma dada biomolécula (SHARMA e AGARWAL, 2002; UEDA
et al., 2003; GUTIERREZ et al., 2007; BRESOLIN et al., 2009b).

Ao se utilizar IMAC como uma etapa de um processo de RPB, faz-se necessério o
estudo da escolha do ion metalico, do agente quelante e das condi¢des operacionais (vazao,
concentracdo protéica da alimentacdo, sistema tamponante, forca idnica, pH e temperatura)
para que ocorra a purificacdo de uma determinada proteina ou biomolécula (PORATH,
1988; WONG et al., 1991; GUTIERREZ et al., 2007).

Virios sdo os ions metalicos que podem ser utilizados em IMAC, entretanto metais
de transi¢cdo como Cu(Il), Zn(II), Co(II) e Ni(II) sdao os mais utilizados, pois apresentam a
capacidade de interagir com o atomos de nitrogénio aromadtico acessiveis de imidazol da
histidina, de indol do triptofano, além de dtomos de enxofre do tiol da cisteina presentes na
biomolécula (WONG et al., 1991; SULKOWSKI, 1989).

Os agentes quelantes sao moléculas que imobilizam o fon metélico por meio de
ligacoes de coordenagdo. O agente quelante mais utilizado em IMAC é o 4cido
iminodiacético (IDA). Este agente quelante é tridendado e possui um atomo de nitrogénio e

dois dtomos de oxigénio para a coordenacdo. Outro agente quelante utilizado em IMAC € o
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tetradentado tris-2(aminoetil)amina (TREN), que possui quatro aminas disponiveis para a
ligacdo com o metal, sendo duas primdrias, uma secundaria e uma terciaria (SHARMA e
AGARWAL, 2002). As estruturas dos agentes quelantes IDA e TREN estao apresentadas na
Figura 2-1.

(a) (b)

Figura 2-1. Representagdo esquemdtica da estrutura dos agentes quelantes com {ons metdlicos
hexacoordenados imobilizados: (a) IDA; (b) TREN.

Os tampdes mais comumente utilizados em IMAC na adsor¢do de proteinas sdo:
fosfato de sédio, acetato de sédio, Tris-HCI e os zwiteridnicos (Good s buffers — GOOD et
al., 1966) tais como MOPS (4cido 3-[N-morfolino] propanosulfonico), MES (dcido 2-[N-
morfolino] etanosulfonico) e HEPES (4cido N-[2-hidroxietil] piperazina-N’-[2-
etanolsulfonico]). A eluicdo (ou dessor¢cdo) das proteinas adsorvidas em IMAC pode ser
feita por adicdo de um agente competidor que tenha capacidade de interagir com o ion
metalico, abaixamento de pH, aumento da for¢a idnica ou eluicdo isocratica quando as
proteinas ndo interagem fortemente com a fase estaciondria (SULKOWSKI, 1985;
GABERCK-POREKAR e MENART, 2001; UEDA et al., 2003; GUTIERREZ et al., 2007;
BRESOLIN et al., 2009b).

Em alguns processos, entretanto, a biomolécula alvo ndo € adsorvida pelos ligantes
imobilizados, enquanto que as impurezas sao adsorvidas. O processo que envolve a retencao

das impurezas e contaminantes € a ndo reten¢do da biomolécula alvo é conhecido por

cromatografia negativa.
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2.2.2. Cromatografia Negativa

Uma técnica alternativa utilizada para o isolamento e purificacdo de biomoléculas é
a cromatografia negativa. Nesta técnica, a proteina alvo € recuperada na fracdo nao retida,
enquanto as demais proteinas permanecem adsorvidas na matriz. Esta forma de operacdo
cromatografica pode utilizar principios de troca idnica, IMAC, afinidade, entre outras
(MORRIN e REEN, 1993; BROOKS e STOREY, 1996; PITIOT et al., 2001; GENARO et
al., 2002; AZZONI et al., 2002; SORENSEN et al., 2003; SOUZA, 2009; BRESOLIN et
al., 2009a).

Nos anos 80, a cromatografia negativa foi utilizada por LOWE et al. (1982) como
etapa de polimento para a purificacdo de subclasses de IgG humana (IgG;, IgG,, 1gG; e
IgGy) utilizando anticorpos monoclonais imobilizados em géis de agarose como ligantes,
Estes autores denominaram a técnica de cromatografia de imunoadsorcdo negativa. Os
mesmos autores mostraram que foi possivel obter a subclasse IgGy livre de outras
subclasses quando se alimentou IgG humana comercial em uma coluna contendo anticorpo
monoclonal anti-IgG de subclasses 1, 2 e 3 imobilizado. BIRD et al. (1984) obtiveram as
subclasses IgG; e IgG, com 99% de pureza utilizando anticorpos monoclonais com
especificidades para subclasses especificas ou subclasses restritas de IgG humana, apds
uma etapa preliminar de cromatografia em DEAE-Sepharose alimentando-se IgG humana
diluida em tampao fosfato de sédio, pH 8,0. Na mesma linha, PERSSON (1987) obteve
IgG; humana com pureza entre 52 a 90% quando utilizou a técnica de cromatografia
negativa com anticorpos monoclonais anti-IgG; 3 4 imobilizados em agarose.

PITIOT e colaboradores em 2001 demonstraram a potencialidade da técnica da
cromatografia negativa em uma unica etapa para a purificacdo de IgG a partir do plasma
humano empregando o ligante aminohexil-histidina imobilizado em gel de agarose. Neste
trabalho, IgG humana eletroforeticamente com alta pureza foi recuperada nas fra¢cdes nao
retidas. A adsorc¢do das demais proteinas do plasma humano ocorreu possivelmente devido
a propriedades estruturais das biomoléculas como cavidades hidrofébicas ou a presenca de
uma reparticdo particular de cargas, e ndo devido a uma funcdo bioldgica. Segundo os
mesmos autores, os grupamentos NH;" e o anel imidazol contribuem predominantemente
nas interacdes eletrostaticas (carga-carga e carga-dipolo) em cooperagdo com outras

interacdes tais como hidrofébicas, pontes de hidrogénio e Van der Waals.
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Mais recentemente, por meio de cromatografia negativa em uma Unica etapa,
trabalhos realizados pelo nosso grupo de pesquisa, mostraram que foi possivel obter IgG
com grau de pureza entre 90 a 95% a partir da alimentagdo de soro humano, com
recuperacdo de 73,3%, quando se utilizou o ligante Tris(2-aminoetil amina) (TREN),
imobilizado em gel de agarose (SANTOS er al., 2006a, SANTOS et al., 2006b e
BRESOLIN et al., 2009a). SOUZA (2009) realizou um estudo da purificacdo de IgG
humana a partir de soro e plasma por cromatografia negativa com diaminas imobilizadas
em géis de agarose, estudando o efeito do tamanho da cadeia alifdtica e do braco espacador
da diamina, comparando os resultados com os obtidos com o adsorvente de troca idnica
classico DEAE-agarose. De acordo com eletroforeses SDS-PAGE e andlises nefelométricas
das fracdes dos picos de proteinas obtidos, a diamina m-aminohexil imobilizada em agarose
ativada com bisoxirano se mostrou mais seletiva, atingindo-se fator de purificagdo de 6,8 e
pureza superior a 95%.

Entretanto, ¢ importante ressaltar que, quando a cromatografia negativa € utilizada
como uma unica etapa de purificacdo de uma biomolécula que se encontra entre muitos
contaminantes ou impurezas, a capacidade do adsorvente torna-se um parametro muito
importante quando se visa ao aumento de escala. De acordo com experimentos de isotermas
de adsor¢do de albumina do soro humano em batelada (HSA, principal contaminante na
purificagdo de 1gG), BRESOLIN e al. (2009a) obtiveram capacidade maxima de 192 mg
de HSA/mL de gel (para agarose-TREN), enquanto SOUZA (2009) obteve 206,6 mg/mL
(para w-aminohexil-agarose), ambos cerca de 2 vezes maior que a apresentada por PITIOT
e colaboradores (2001) na adsorcdo de HSA em Sepharose-aminohexil-histidina (93 mg de

HSA/mL de gel).

2.2.3. Exemplos de RPB de proteinas a partir de extratos vegetais

As mesmas etapas apresentadas para a RPB de proteinas recombiantes podem ser
também utilizadas na RPB de proteinas nativas de plantas. FERREIRA er al. (1998)
purificaram quatro isoformas de fosfatases a partir de sementes de soja utilizando extracao
aquosa, precipitacdo por sulfato de amonio e acetona e cromatografias de afinidade, troca-

ionica e interagao hidrofdbica, atingindo fatores de purificacao entre 15 e 903. STEPHENS
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et al. (1998) purificaram e caracterizaram aspartato aminotransferase a partir de semente de
soja, extraindo as proteinas a partir dos cotilédones moidos, realizando, subsequentemente
filtracdo, centrifugacdo, precipitacdo com acetona e cromatografias de troca-iOnica,
interacdo hidrofébica, filtracdo em gel e imunoafinidade, atingindo fatores de purificacdo de
402.

Mais recentemente, DHARMADI et al. (2003) mostraram que foi possivel realizar a
recuperagdo de onze diferentes enzimas nativas de canola, soja e milho apds a purificacao de
proteinas recombinantes produzidas nas mesmas, utilizando cromatografia de troca-idnica e
precipitacdo com polieletrélitos, atingindo rendimentos de até 59% e fatores de purificacdo
de até 11.

ApOs etapas de moagem, extracdo aquosa em meio acido, filtracdo e ajuste de pH, a
aprotinina recombinante produzida em semente de milho transgénico foi pré-purificada por
cromatografia de afinidade com tripsina imobilizada (recuperada juntamente com inibidor
de tripsina do milho) e posteriormente purificada por dois processos: IMAC negativa com
agarose-IDA-Cu(Il), atingindo pureza superior a 79%, rendimento de 49% e fator de
purificagdo de 280 (AZZONI et al., 2002) e cromatografia de troca-idbnica com o trocador de
cations SP-Sepharose, obtendo pureza de 84%, rendimento 37% e fator de purificacdo 465
(AZZONI et al., 2005). Na cromatografia de afinidade negativa com {ions Cu(Il)
imobilizado, a aprotinina foi recuperada na fracdo ndo retida, enquanto as demais proteinas
da semente de milho foram adsorvidas nos ions Cu(Il) imobilizados na fase estacionaria via
agente quelante IDA.

O processo de RPB da enzima B-glucuronidase produzida em sementes de soja foi
apresentado por ROBIC e colaboradores (2006). Apds extragdo aquosa, 0s autores usaram
cromatografias sequenciais de troca idnica e interagdo hidrofébica e obtiveram fator de
purificacdo global de 97,3 e recuperacdo total da atividade enzimédtica. MENKHAUS et al.
(2004b), por sua vez, purificaram a mesma enzima produzida em ervilha transgénica, porém
apresentando cauda de histidina, realizando-se primeiramente etapas de moagem, extracao
aquosa, diafiltracdo, precipitacdo isoelétrica e com polieletrélitos e, posteriormente,
cromatografia de troca-idnica seguida de IMAC com ions cobalto imobilizados, obtendo um

fator de purifica¢do de 206 e pureza de 99%.
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O advento das técnicas de engenharia genética tem possibilitado, além de novos
sistemas de expressdo de proteinas recombinantes, novas estratégias para a purificacao
destas mesmas proteinas como no caso de incorporacdo de caudas (“tag”) de proteinas ou
peptideos na proteina de interesse. A proteina hibrida resultante apresenta caracteristicas
fisico-quimicas inerentes ao “tag” que facilitam a subseqiiente purificacdo. A fusdo de
seqiiencia de histidinas (“his-tag”) na porcdo C ou N-terminal da proteina alvo tem sido
bastante utilizada e confere 2 mesma a possibilidade de purificacdo através de IMAC.

Tém-se estudado nos ultimos anos a técnica de IMAC na captura de proteinas
recombinantes de plantas transgénicas. ZHANG e colaboradores (2000) utilizaram IMAC
com cobalto imobilizados aos quelantes IDA e NTA para purificar B-glucoronidase
recombinante (com cauda de poli(histidina)) adicionada por “spiking” em extratos de
canola, obtendo-se altos fatores de purificagdo. BOULIS et al. (2003) estudaram o
fracionamento de quatro diferentes formas de esporamina (proteina do tubérculo de batata
doce) expressas em folhas de tabaco por IMAC com cobre imobilizado em agarose-IDA.
Apds uma etapa de precipitagdo por sulfato de amonio, estes autores mostraram que, de
acordo com andlises de SDS-PAGE e Western blotting, ocorreu purificacdo completa para
apenas duas formas. VALDEZ-ORTIZ et al. (2005) utilizaram IMAC com niquel
imobilizado para caracterizar e purificar amarantina a partir de sementes de tabaco, obtendo
70% de recuperacdo da proteina em uma Unica cromatografia.

RIBEIRO e colaboradores (2008a) obtiveram e purificaram cistatina (inibidor de
protease da cisteina) com cauda de histidina, produzida em folhas de cana-de-agicar
transgéncia. Os autores mostraram que a técnica de IMAC foi utilizada com sucesso na
purificagdo, uma vez que a cistatina manteve 85% de sua atividade enzimética inibitdria.

Em um trabalho recente de nosso grupo de pesquisa, BRESOLIN et al. (2008)
apresentaram um estudo do efeito das condi¢des operacionais de adsor¢cdo por IMAC de
proteinas nativas de folhas de tabaco nao-transgénico, visando-se obter conhecimento de
base para posterior aplicacdo na captura de proteinas recombinantes produzidas em tabaco
transgénico. Dentre os tampdes estudados pelos autores, verificou-se que em presenca do
tampao fosfato de sédio a pH 7,0 houve uma menor adsor¢do de proteinas de tabaco em
agarose-IDA-Ni(I) em relacdo aos demais. Esta condicdo operacional foi selecionada para

determinar a seletividade do adsorvente quando realizada adicdo artificial (“spiking”) de
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IgG humana policlonal comercial. Nesta condi¢do, a IgG foi capturada, sendo recuperada

com pureza superior a 75%.

2.3. PROTEINAS ADICIONADAS ARTIFICIALMENTE (“SPIKING”) EM
EXTRATOS DE SOJA

Neste tépico serdo abordados aspectos e caracteristicas mais relevantes das cinco
proteinas utilizadas neste trabalho: Imunoglobulina G (IgG) humana, albumina de soro

humano (HSA), albumina de soro bovino (BSA), aprotinina e lisozima.

2.3.1. Imunoglobulina G (IgG) humana

As imunoglobulinas (Ig) sdo um grupo de glicoproteinas presentes no soro humano
ou animal, compostas de 82 a 96% de proteinas e 4 a 18% de carboidratos, conferindo
imunidade humoral e constituindo a maior parte das defesas imunoldgicas contra infecc¢oes
provocadas por microrganismos. A estrutura bdsica de uma imunoglobulina possui uma
configuragdo comum em forma de “Y” (apresentada na Figura 2-2) e consiste de quatro
cadeias polipeptidicas: duas cadeias pesadas, cuja massa molecular varia de 50 a 70 kDa, e
duas cadeias leves, de massa molecular de 25 kDa, sempre em pares idénticos (VLUG e
VAN REMORTEL, 1989). As quatro cadeias sdo unidas por liga¢cdes dissulfidicas (pontes
dissulfeto). As cadeias leves que fazem parte da regido Fab podem ser do tipo K ou A e sdo
formadas por dois dominios: um varidvel e outro constante. As cadeias pesadas sdo
caracteristicas dos tipos de Igs e diferem entre si a partir da estrutura das cadeias pesadas:
IgG, IgM, IgA, IgD e IgE (VLUG e VAN REMORTEL, 1989). Os dominios varidveis das

cadeias leves e pesadas constituem os sitios ligantes de antigeno (epitopo).
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Figura 2-2. Modelo da estrutura de uma molécula de anticorpo tipico, composta de duas cadeias
polipeptidicas leves e duas cadeias pesadas. Pontes dissulfeto inter-cadeias estdo indicadas. Dois sitios ativos
idénticos de ligacdo ao antigeno estdo localizados nos bragos da molécula, formados pelas regides varidveis.

2

A IgG, na fase adulta responde por 75 a 80% das imunoglobulinas séricas. E a
imunoglobulina predominante em todas as idades e é produzida nos ultimos estdgios da
resposta imune, encontrando-se na forma de mondmero (massa molecular em torno de 150
kDa). A IgG humana apresenta quatro subclasses distintas: 1gG;, IgG,, 1gGs, 1gGs. As
subclasses de IgG possuem valores de pl distintos: IgG; e IgG; —de 7,8 a 9,0, IgG; e 1gGy
—de 6,3 28,0 (VLUG E VAN REMORTEL, 1989).

A IgG humana é de grande interesse para aplicacdes terap€uticas, para diagndsticos
e para purificacdo de anticorpos e antigenos. Essas aplicagdes requerem eficiéncia na

purificacdo e na atividade dos constituintes (BURNOUF e RADOSEVICH, 2001).

2.3.2. Albumina de soro humano (HSA) e albumina de soro bovino (BSA)

A albumina é uma proteina amplamente estudada, de uma cadeia polipeptidica de
massa molecular de aproximadamente 66 kDa. E uma das proteinas mais abundantes do
sangue humano e animal, com concentracao tipica de 50 mg/mL, contribuindo com 80% da
pressdo sanguinea osmoética. Como proteina multifuncional de transporte, a albumina tem
papel fundamental na reserva de 6xido nitrico, o que implica diretamente em grande e
importante nimero de processos fisiolégicos (MICHNIK et al., 2005). A BSA possui entre

566 a 621 residuos de aminodcidos e ponto isoelétrico de 4,8, enquanto que a HSA contém
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entre 569 a 613 residuos de aminoacidos e ponto isoelétrico de 4,4 (SPECTOR, 1975).
Tanto a BSA quanto a HSA possuem apenas um residuo de cisteina livre, Cys34. Os outros
formam 17 pontes dissulfeto ajudando a manter a estrutura tercidria. A BSA possui 2
residuos de triptofano, Trp134 e Trp212 e a HSA apenas um, Trp214 (LEHNINGER et al.,
1995).

Existem resultados contraditérios e muitas discussdes sobre a determinagdo da
estrutura da HSA, porém com base em experimentos de hidrodindmica e espalhamento de
raios-X, a albumina sérica aproxima-se de um elipséide de 140 X 40 Angstrons, com trés

dominios homdlogos (Figura 2-3).

Figura 2-3. Estrutura quaterndria da HSA (SUGIU et al., 1999; Protein Data Bank 1BMO).

2.3.3. Aprotinina

A aprotinina € um polipeptidio de cadeia simples derivado de tecidos bovinos,
constituido de 58 residuos de aminodcidos, massa molecular de aproximadamente 6,5 kDa
e ponto isoelétrico de 10,5. E um inibidor de enzimas proteoliticas incluindo a
quimiotripsina, calicreina, plasmina, trombina e tripsina. E utilizada no tratamento de
hemorragia associada as altas concentracdes de plasmina no plasma. Também € utilizada
para reduzir perda sanguinea e necessidade de transfusdes em pacientes durante ou apos
cirurgias cardiacas com circulacdo extracorpérea (NORRIS et al., 1990; LEHNINGER,

1995). A estrutura da aprotinina estd apresentada na Figura 2-4.
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2.3.4. Lisozima

Lisozima (1,4-B-N-acetilmuramidase) é um polipeptidio de cadeia simples de 129
aminodcidos reticulada com quatro pontes dissulfeto (JOLLES, 1969) encontrada na
lagrima, na secre¢do nasal, na saliva, no baco e em leucdcitos. Sua estrutura estd

apresentada na Figura 2-5.

Figura 2-5. Estrutura simplicada da lisozima de clara de ovo. Os residuos de aminoécidos estdo numerados do
grupo N-terminal ao C-terminal. As linhas pontilhadas indicam as quatro ligacdes dissulfeto existentes
(http://media-2.web.britannica.com/eb-media/09/6509-004-3BFCA7C6.gif).
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Esta proteina possui massa molecular de cerca de 14,7 kDa, ponto isoelétrico
aproximadamente igual a 11,3. A enzima causa a lise de células bacterianas especificas por
meio da hidrélise das ligacOes glicosidicas de oligossacarideos presentes nas paredes
celulares das mesmas (HOLLER er al.,1975; LEHNINGER, 1995). Devido a essa
propriedade, a lisozima estd presente em grande quantidade nos ovos de muitas aves, onde
desempenham um importante papel na defesa do embrido contra infec¢do bacteriana
(RUDNEY et al., 1985). Nas industrias alimenticia e farmacéutica, a lisozima é muito

utilizada como aditivo e conservante (SU e CHIANG, 2006).
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CAPITULO 3: MATERIAIS E METODOS
3.1. MATERIAIS

3.1.1. Graos de soja

Os graos de soja organica, para consumo humano, utilizados neste trabalho foram
adquiridos no mercado local, da marca Jasmine (PR, Brasil), lote 402, com validade até

12/02/2009.

3.1.2. Proteinas utilizadas como “‘spiking”

Neste trabalho foram utilizadas cinco proteinas de diferentes massas moleculares e
pontos isoelétricos (pl): Imunoglobulina G (IgG) humana, albumina de soro humno (HSA),
albumina de soro bovino (BSA), aprotinina e lisozima.

IgG humana foi obtida da ZLB Behring (Alemanha), com pureza de 98,3% de
acordo com andlise nefelométrica de IgG, IgA, IgM, albumina e transferrina feita em nosso
laboratério. Apresenta pl entre 5,8 € 9,0 e massa molecular de 150 kDa.

HSA foi obtida da Sigma (EUA), com pureza de 98 a 99%, segundo dados do
proprio fabricante, pl de 4,4 e massa molecular de 66 kDa.

BSA foi obtida da Sigma (EUA), com pureza de 98% segundo o fabricante, pl de
4.8 e massa molecular de 66 kDa.

Aprotinina de pulmdao bovino foi obtida da Sigma (EUA), com pureza nao
determinada pelo fabricante, 5,1 TIU/mg sélido, pI de 10,5 e massa molecular de 6,5 kDa.

Lisozima de ovo de galinha foi obtida da Sigma (EUA), com pureza superior a 99%
de acordo com dados do fabricante, 54.700 unidades/mg de proteina, pI de 11,3 e massa

molecular de 14,7 kDa.

3.1.3. Reagentes

O gel de agarose (Sepharose 4B, contendo 4% de agarose reticulada, tamanho de
particula entre 45-165 pum) foi obtido da Amersham Biosciences (Suécia), sulfato de niquel,

sulfato de cobre, é&cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), tris(hidroximetil)-



Capitulo 3: Materiais e Métodos 46

aminometano (Tris), dacido 2-morfolinoetanosulfénico (MES), acetato de soddio,
formaldeido, hexano e isopropanol foram obtidos da Merck (Alemanha). Fosfato de s6dio
monobdsico anidro, fosfato de sédio bibdsico anidro, fosfato de potdssio monobdsico
anidro, hidréxido de potéssio, acido cloridrico, acido acético, acido citrico, carbonato de
sodio, metanol e etanol foram obtidos da Synth (Brasil). Acrilamida, bis-acrilamida,
dodecilsulfato de sédio (SDS), glicina e N, N, N’, N’-tetra-metilenodiamina (TEMED)
foram  obtidos da  BioAgency  (Brasil). Persulfato de amoénio, 4cido
morfolinopropanosulfonico (MOPS), tris-(2-aminoetil)amina (TREN), glicerol, Sepharose-
dietilaminoetil (Sepharose-DEAE) e Micrococcus lysodeikticus foram obtidos da Sigma
(EUA). Azul de bromofenol e ditiotrietol foram obtidos da Plusone (Suécia). Glutaraldeido
e hidréxido de sédio foram obtidos da Nuclear (Brasil). Acido o-fosférico foi obtido da
Ecibra (Brasil). Azul de comassie brilhante G 250 foi obtido da Vetec (Brasil). Para as
eletroforeses, utilizaram-se marcadores de massas moleculares altas contendo as seguintes
proteinas: miosina (220 kDa), o2-macroglobulina (170 kDa), B-galactosidase (116 kDa),
transferrina (76 kDa) e desidrogenase glutamica (53 kDa) e marcadores de massas
moleculares baixas, contendo as seguintes proteinas: fosforilase b (97 kDa), albumina (66
kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbonica (30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa),
o—lactalbumina (14,4 kDa), ambos “kits” adquiridos da GE Healthcare (EUA). Como
marcador de IgG, foi utilizado IgG humana da ZLB Behring (Alemanha), como marcador
de BSA, HSA e aprotinina foram utilizadas as respectivas proteinas da Sigma (EUA).
Utilizou-se 4gua ultrapura Milli-Q (Millipore, EUA) para a preparacdo de todas as

solucdes.

3.2. METODOS

3.2.1. Moagem dos graos de soja organica

Os graos de soja foram moidos a seco utilizando um micro moinho de facas (Tecnal
TE-648, Brasil). A farinha de soja foi peneirada utilizando-se a fracdo passante em peneira

de abertura de 0,50 mm.
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3.2.2. Desengorduramento da farinha de soja

O desengorduramento da farinha de soja foi feito utilizando-se hexano (Merck,
Alemanha) a 60°C em aparelho tipo Soxhlet, conforme descrito por ROBIC (2005). Um
volume de 400 mL de hexano foi usado para 100 g de farinha de soja durante 6 h e a
mesma foi retirada do aparelho e deixada em capela a temperatura ambiente durante 8 horas

para evaporagdo do hexano.

3.2.3. Extracao de proteinas da soja

Em béquer de 250 mL, 5,0 g de farinha de soja desengordurada foram agitados com
100 mL de tampao fosfato de sédio 50 mmol/L pH 7,0 por 30 min a 20°C. Utilizou-se
agitador mecanico modelo Q-251D (IKA Labortechnic, Alemanha) com impelidor do tipo
pds inclinadas (4 cm de diametro e inclinacdo de 45°, construido pela Kroma, Brasil) a uma
rotacao de 500 rpm por 30 min. A suspensao foi centrifugada a 10000 g por 20 min a 5°C
em uma centrifuga (5804R, Eppendorf, Alemanha). O sobrenadante foi removido, filtrado
em membrana com diametro de poro de 3 um (Inlab, Brasil) e utilizado imediatamente para

andlise ou congelado em tubos Eppendorf para anélise posterior (ROBIC, 2005).

3.2.4. Ativacao do gel com epicloridrina

O gel de agarose foi ativado com epicloridrina, de acordo com o protocolo descrito
por HEMDAN e PORATH (1985). Inicialmente o gel embebido em 4gua, foi
desgaseificado para remover o ar presente nos poros, utilizando uma bomba de vacuo.

Em capela, um frasco erlenmeyer de 250 mL contendo 20 g de gel (filtrado a vacuo
por 5 min) foi colocado em um agitador orbital. Em seguida, foi adicionado ao gel um
volume de 5,0 mL de epicloridrina e 50,0 mL. de NaOH 2,0 mol/L contendo 0,266 g de
boroidreto de s6dio (NaBHy4). Esta suspensdo (gel e solu¢do) foi deixada sob moderada
agitacdo (50 rpm), a temperatura de 25 °C, durante 15 min. Apds este tempo de reacgao,
foram gotejados, simultaneamente, 50,0 mL de NaOH e 23,3 mL de epicloridrina, a uma
vazdo de, respectivamente, 0,27 e 0,13 mL/min, para evitar o aumento de temperatura

durante a reagcdo. A seguir, a suspensdo (gel e solugdo) foi deixada sob agitacdo por um
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periodo de 16 hs a 25 °C, tempo suficiente para a reac@o ser completada. Apds este periodo,
em capela, o gel foi lavado com dgua Milli-Q até verificar o mesmo valor de pH para a
agua Milli-Q e para a dgua de lavagem (descarte), indicando que todo o excesso de solugdao
(solug¢dao com epicloridrina, NaOH e NaBH4 com pH em torno de 10,0) foi removido. Esta
lavagem foi feita com a adicao da dgua Milli-Q no gel, seguida de uma leve agitacao orbital

manual e escoamento em funil com placa de vidro sinterizada.

3.2.5. Imobilizacao do TREN

A imobilizacdo do tris-(2-aminoetil)amina (TREN) foi realizada como descrito por
BODEN et al. (1995). Foi preparada uma solu¢do contendo 5,0 mL de TREN (96 % m/v)
em 25,0 mL de 4agua ultrapura (o frasco contendo o reagente TREN foi aberto em uma
capela com atmosfera de argonio, uma vez que o mesmo adsorve umidade e CO, do ar). O
gel previamente ativado foi colocado em um frasco erlenmeyer e a solu¢do de TREN foi
adicionada ao mesmo. Esta solu¢do permaneceu sob agitacdo durante 48 horas a
temperatura ambiente, em capela. Apds este periodo de imobilizagdo, o gel foi lavado com
dgua ultrapura, até verificar o mesmo valor de pH para a dgua ultrapura e para a dgua de
lavagem (descarte), indicando que todo o excesso de solucdo de TREN foi removido. O
adsorvente obtido foi denominado Sepharose-TREN. Segundo RIBEIRO (2006), a
densidade de TREN em agarose ativada com epicloridrina € de 66,2 pumol/g seca para Cu(Il)

e 71,5 umol/g seca para Ni(II).

3.2.6. Experimentos cromatograficos

Empacotou-se uma coluna cromatogrifica modelo C 10/20 de 10 mm de diadmetro
interno X 20 cm de altura (Amersham Biosciences, EUA) com 2,0 ou 5,0 mL de gel
(Sepharose-TREN ou Sepharose-DEAE), conforme o experimento. Esta foi, entao,
conectada um sistema de cromatografia de baixa pressdo (Bio-Rad, EUA), representado na
Figura 3-1. Com vazao de 0,5 ou 1,0 mL/min, equilibrou-se a coluna com um dos seguintes
tampdes: MES 25 mmol/L, pH 6,5; MOPS 25 mmol/L pH 6,5 e 7,5; Tris—HCI 25 mmol/L
pH 7,0 e 8,5 e Fosfato de s6dio 50 mmol/L pH 7,5.
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Figura 3-1. Esquema do sistema cromatografico de baixa pressdo. 1) reservatério de solucdo; 2) bomba
peristéltica; 3) coluna cromatografica; 4) monitor de medida de absorbancia a 280 nm; 5) coletor de fragdes;
6) registrador.

Para cromatografias IMAC, a coluna contendo o adsorvente foi alimentada, até a
saturacdo, com uma solu¢do a 50 mmol/L de sulfato de Cu(Il) ou Ni(Il) preparadas,
respectivamente, em agua e em 20 mmol/L de acetato de sédio pH 6,5 e, em seguida,
lavada, sequencialmente, com &agua ultrapura e com tampao de eluicdo (com maior
concentracdo de agente competidor imidazol (300 mmol/L) ou de menor valor de pH), com
o intuito de remover o metal fracamente adsorvido na matriz e, finalmente, com o tampao
de adsorc¢ao utilizado para cada experimento: MES 25 mmol/L, pH 6,5; MES 25 mmol/L, 2
mmol/L imidazol, pH 6,5; MES 25 mmol/L, 2 mmol/L imidazol, 1,0 mol/L NaCl, pH 6,5;
Mops-Acetato (MA) 25 mmol/L, 1,0 mol/L NaCl, pH 7,0.

Realizaram-se cromatografias alimentando-se 2,0, 10,0 e 82,0 mL de extrato de soja
e curvas de ruptura alimentando-se 100,0 mL de extrato de soja, sendo todas as amostras
alimentadas no tampao de equilibrio, apds prévia troca de tampao do extrato original em
coluna de filtragdo em gel (PD 10 — Sephadex G 25 M, GE Healthcare, EUA).

A lavagem foi realizada com o mesmo tampao utilizado para equilibrar a coluna e,
em seguida, a eluicdo foi feita por acréscimo de 0,5 ou 1,0 mol/L de NaCl no tampao de
equilibrio e abaixamento de pH ou adicio de 300 mmol/L de imidazol para IMAC.
Finalizada a elui¢@o, a coluna foi regenerada com NaOH 50 mmol/L para os experimentos
de cromatografia negativa e com EDTA 50 mmol/L nos experimentos de IMAC (para a

remog¢ao do metal) e, finalmente, com dgua Milli-Q. Durante todo o experimento, foram
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coletadas fracdes de 1,0 ou 2,0 mL para andlise. As fracdes obtidas foram monitoradas a
280 nm, quantificadas pelo método de Bradford (1976) e aquelas situadas nos picos de
proteina foram agrupadas e analisadas por eletroforese SDS-PAGE.

Selecionada o melhor sistema tamponante, vazdo e concentragdo protéica de
alimentacdo, realizou-se cromatografia com 10,0 mL de alimenta¢do com “spiking” de IgG
humana na concentracio de 1,0 e 0,5 mg de IgG/mL de extrato. As fracdes obtidas também
foram monitoradas a 280 nm, quantificadas pelo método de Bradford (1976) e aquelas
situadas nos picos de proteina foram agrupadas e analisadas por eletroforese SDS-PAGE e
nefelometria.

Ainda nas melhores condi¢Ges cromatogréficas, realizaram-se experimentos com
10,0 mL de alimentagdo com “spiking” de BSA, HSA, aprotinina e lisozima na
concentracdo de 0,5 mg de proteina/mL de extrato. As fragdes obtidas também foram
monitoradas a 280 nm, quantificadas pelo método de Bradford (1976) e aquelas situadas
nos picos de proteina foram agrupadas e analisadas por eletroforese SDS-PAGE. As
proteinas BSA e aprotinina ndo foram quantificadas. A proteina HSA foi quantificada por
nefelometria e a lisozima por absorbancia a 280 nm e medida a atividade enzimatica.

Foi realizado um experimento cromatografico com 5,0 mL do gel Sepharose-TREN-
Ni(Il) e posterior eletroforese de focalizacdo isoelétrica (“Isoelectric Focusing” — IEF) para
determina¢do dos pontos isoelétricos das moléculas de IgG adsorvidas e ndo adsorvidas na
matriz de IMAC. Alimentou-se uma solu¢do contendo 5,06 mg de IgG com elevada
pureza/mL de tampao MES 25 mmol/L, pH 6,5. Esta concentracao foi escolhida para nao
saturar a capacidade do gel, permitindo, assim, a identificacdo dos pontos isoelétricos da
IgG das fragdes cromatograficas retidas e ndo retidas. A elui¢do das proteinas adsorvidas no
gel foi realizada por adi¢cao de 300 mmol/L de imidazol ao tampao de adsorcdo. O gel foi
regenerado com EDTA 50 mmol/L e lavado, sequencialmente, com dgua ultrapura. A
corrente de saida foi monitorada a 280 nm e coletada em fracdes de 2,0 mL. As fracdes
foram quantificadas pela medida de absorbancia a 280 nm (coeficiente de extingdo de 1,36
para a IgG) e aquelas correspondentes as etapas de lavagem e elui¢do foram agrupadas e

analisadas por IEF (método descrito no item 3.2.9. ).
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3.2.7. Dosagem de proteinas totais

Determinaram-se as concentracdes de proteinas totais nas amostras utilizando o
procedimento descrito por BRADFORD (1976), com albumina do soro bovino (BSA)

como proteina de referéncia.

3.2.8. Eletroforese SDS-PAGE

A amostra de alimentacdo e as fragdes de lavagem, eluicdo e regeneracdo das
cromatografias foram analisadas por eletroforese SDS-PAGE, realizadas no equipamento
Mini Protean III (BioRad, EUA) utilizando gel de poliacrilamida, conforme protocolo
apresentado por LAEMMLI (1970), na concentracao de 7,5% e 12,5% (ou 15%), sendo as
amostras tratadas com tampdes contendo SDS em condi¢des desnaturantes e ndo-redutoras
(sem a presenca de P-mercaptoetanol). A desnaturacdo das proteinas das amostras foi
realizada por aquecimento a 100 °C por 10 min. Aliquotas de 15 puLL de cada amostra, 10 pL
de marcador de alta massa molecular e 5 pl. de marcador de baixa massa molecular foram
aplicadas nos géis de 7,5% e 12,5% (ou 15%), respectivamente. Estes géis foram
submetidos a uma voltagem de 180 V, em cuba vertical. A coloracdo dos géis foi feita com

nitrato de prata, conforme MORRISSEY (1981).

3.2.9. Eletroforese de Focalizacao Isoelétrica (“Isoelectric Focusing” — IEF)

A eletroforese IEF € uma técnica baseada na separacao de moléculas de acordo com
seu ponto isoelétrico (pI). A técnica consiste na aplicacdo da solucdo de proteina 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 regido de pH que
corresponde ao seu pl, ndo havendo deslocamento a partir deste ponto. O PhastSystem
(Pharmacia, Suécia) e géis gradientes de pH 3 a 9 e marcadores de pl (GE-Healthcare,
EUA) foram usados para a IEF de acordo com o método descrito pelo fabricante. A

coloracdo do gel foi realizada com nitrato de prata, de acordo com o fabricante.
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3.2.10. Dosagem de IgG e HSA

A determinagdo da concentragdo de IgG humana e HSA presente no “pool” das
amostras mais concentradas de cada etapa das cromatografias foram determinadas por
nefelometria, conforme descrito no manual do nefelometro Array 360 System (Beckman,
EUA). O método nefelométrico baseia-se no espalhamento de luz obtida pelos complexos
(anticorpo especifico-antigeno) em suspensdo na amostra a ser medida quando submetido a
um feixe luminoso incidente. A variacdo da intensidade do espalhamento de luz medida
pelo nefelometro € convertida em unidades de concentracdo (mg/dL). A concentragdao
minima detectada pelo equipamento é de 0,0093 mg/mL para IgG e 0,0062 mg/mL para
HSA.

3.2.11. Atividade da lisozima

Para a determinagdo da atividade da lisozima adaptou-se o método apresentado por
SHUGAR (1952) que baseia-se na determina¢@o da taxa de reducdo turbidimétrica de uma
suspensdo celular de Micrococcus lysodeikticus medida através da absorbancia a 450 nm
em fungdo do tempo. Para a realizacdo do experimento, adicionou-se em uma cubeta de
plastico a 25°C, 2,5 mL de suspensdo de M. lysodeikticus 0,15 mg/mL e 100 uL de solucdo
enzimatica, ambas preparadas em tampdo fosfato de potdssio 66 mmol/L pH 6,24. A
atuacdo enzimdtica é rompendo a membrana celular das bactérias e a suspensdo que
inicialmente € turva, torna-se limpida com o decorrer do tempo. Apds a adicao do substrato
e da enzima, agitou-se a cubeta por inversdo e registrou-se o decréscimo da absorbancia a
450 nm por 5 min. Uma unidade enzimdtica produz uma variacdo de absorbancia de 0,001
por minuto nas condi¢cdes experimentais trabalhadas.

A atividade especifica da lisozima foi calculada através da expressao:

((AA450nm(leste) - AA450nm(branco) )/ t)D
Cx0,001xV.

enzima

Atividade Especifica (U/mg)=

em que ((AA450 nm(teste) = AA450 nm(branco))/t) € a inclinagcdo da curva da absorbancia a 450 nm
em funcdo do tempo (descontando-se a diferenca entre a inclinag¢do para a amostra

analisada e para seu branco); D € o fator de diluicdo; C € a concentracdo de proteina da
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solucdo enzimatica (mg/mL); Venzima € 0 volume de enzima adicionado na reacdo (mL);

0,001 € a variacdo da absorbancia a 450 nm por definicao de unidade.

3.2.12. Espectrometria de massa

Realizaram-se andlises de espectrometria de massas com ionizacdo por electrospray
(ESI-MS), com as seguintes amostras: aprotinina comercial diluida em &dgua milli-Q,
aprotinina comercial diluida em tampao MES 25 mmol/L, pH 6,5 e posterior troca de
tampao para dgua Milli-Q em coluna de filtracdo em gel (PD 10 — Sephadex G 25 M, GE
Healthcare, EUA), “pool” das fracdes mais concentradas da lavagem em tampao MES 25
mmol/L, pH 6,5 e posterior troca de tampao para dgua Milli-Q em coluna de filtracdo em
gel (PD 10 — Sephadex G 25 M, GE Healthcare, EUA) e “pool” das fragdes mais
concentradas da eluicdo em tampao MES 25 mmol/L, NaCl 1,0 mol/L, pH 6,5 e posterior
troca de tampao para dgua Milli-Q em coluna de filtracdo em gel (PD 10 — Sephadex G 25
M, GE Healthcare, EUA). Utilizou-se o equipamento LTQ FT Ultra (ThemoScientific).
Estes ensaios foram realizados no Laboratério Thomson, do Instituto de Quimica da
UNICAMP. As solugdes de aprotinina foram diluidas em uma mistura de MeOH/H20
(50% v/v e 0,1% v/v de acido férmico). A solucdo foi introduzida no equipamento de ESI-
MS através de um sistema automatizado (Nanomate — Advion, UK), com vazao de 10

ML/min. Os espectros foram adquiridos no modo positivo.
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CAPITULO 4: RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo abordados aspectos relativos a extracio de proteinas da soja, bem
como resultados de adsor¢do destas proteinas em Sepharose-TREN, analisando os efeitos
de diferentes sistemas tamponantes, da dilui¢do do extrato da alimentacdo e da vazdo. Na
sequéncia sdo apresentados resultados da adicdo artificial (“spiking”) de IgG humana
visando sua purificacdio por cromatografia negativa. S3o apresentados resultados de
capacidade dindmica do gel por meio de experimentos de curva de ruptura. Para efeito de
comparacdo sdo apresentados resultados de controle com o gel de troca-idnica cldssico
Sepharose-DEAE, bem como experimentos de IMAC com fons Ni(II) e Cu(II) imobilizados
em Sepharose-TREN. Resultados com a adicao artificial (“spiking”) de outras proteinas
como albumina de soro humano (HSA), albumina de soro bovino (BSA), aprotinina e
lisozima em extratos de soja também sdo apresentados utilizando-se o gel Sepharose-

TREN.

4.1. EXTRACAO DAS PROTEINAS DA SOJA

O extrato de soja utilizado como solucdo de alimentacdo para os experimentos
cromatograficos apresentados neste trabalho, foi obtido por extragdo de proteinas da soja
em tampao fosfato 50 mmol/L, pH 7,0, condicao esta que favorece maior extracdo das
proteinas da soja, na faixa de 5,0 a 5,5 mg/mL (ROBIC, 2005). De acordo com ALLAN e
SIDNEY, 1972, as proteinas nativa da soja possuem massas moleculares que variam de 7,9
a 356 kDa. As eletroforeses da Figura 4-1 identificam as proteinas do extrato preparado

neste trabalho de acordo com suas massas moleculares.
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Figura 4-1. Eletroforeses SDS-PAGE do extrato de soja. Amostras em condi¢cdes desnaturantes e nao-
redutoras: (a) gel a 7,5% em acrilamida; (b) gel a 12,5% em acrilamida. Faixas: (HMW) marcador de alta
massa molecular; (LMW) marcador de baixa massa molecular; (E) extrato.

Em todos os experimentos realizados neste trabalho foi necessaria a troca de tampao
do extrato, realizado por filtragdo em gel em colunas contendo gel Sephadex G-25 com o
intuito de adequar a solugcdo de extrato ao tampao de alimentacdo da coluna Sepharose-
TREN. Partindo-se dos extratos em tampao de alimentacdo, realizaram-se experimentos
cromatogrificos para estudo da adsorcdo de proteinas nativas da soja e purificagdo de

proteinas adicionadas artificialmente (“spiking”) ao extrato de soja.

4.2. TREN COMO LIGANTE EM CROMATOGRAFIA NEGATIVA

4.2.1. Efeito do sistema tamponante na adsorcao de proteinas da soja

Realizaram-se cromatografias com extrato de soja em diferentes sistemas
tamponantes (MES, MOPS, Tris-HCI e fosfato de sédio, em valores de pH referentes aos
extremos da faixa tamponante de cada tampao), a fim de selecionar a condicdo que
favorecesse a maior adsor¢do de proteinas nativas da soja em coluna de Sepharose-TREN.
As porcentagens de proteinas totais (método de Bradford (1976)) adsorvidas e ndo

adsorvidas no gel para cada sistema tamponante estudado sao mostradas na Figura 4-2.
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Figura 4-2. Porcentagens de proteinas totais, PA (proteinas adsorvidas) e PNA (proteinas ndo adsorvidas) da
cromatografia negativa em Sepharose-TREN a partir de extrato de soja nos seguintes tampdes a 25 mmol/L:
MES pH 6,5, MOPS pH 6,5 e 7,5, Tris-HCI1 pH 7,0 e 8,5 e fosfato de s6dio pH 7,5. Alimenta¢do: 2,0 mL de
extrato de soja (8,25 a 10,05 mg/ml). Volume do leito: 2,0 mL. Vazao: 1,0 mL/min.

As condi¢des tamponantes MES pH 5,5 e fosfato de sédio pH 6,0 ndao foram
estudadas porque algumas proteinas da soja precipitaram em valores de pH inferiores a 6,0.
Desta forma, além de etapas de separacdo do precipitado (centrifugacao, filtragcdo, etc), a
concentracdo de proteinas no extrato seria inferior, o que tornaria invidvel a comparagao
destes sistemas, em termos de capacidade e seletividade.

A condi¢do que favoreceu a adsor¢do de maior quantidade de proteinas nativas do
extrato de soja foi com tampdo MES pH 6,5 (106% de proteinas adsorvidas), enquanto que
em tampao fosfato de sédio pH 7,5, houve a menor adsor¢ao (46%).

A seletividade do adsorvente Sepharose-TREN também diferiu para cada sistema
tamponante estudado (Figura 4-3 a Figura 4-8 e Tabela 4-1). Os resultados obtidos no
experimento conduzido em MES pH 6,5 indicaram que a maioria das proteinas alimentadas
permaneceu adsorvida em Sepharose-TREN, sendo quantificada apenas 2,8% na etapa de
lavagem (Tabela 4-1). Entretanto, ndo se visualizaram bandas de proteinas na eletroforese
referente as fracOes da etapa de lavagem (Figura 4-3), concluindo-se que o gel Sepharose-
TREN apresenta alta capacidade de adsor¢do de proteinas da soja. Como a maioria das
proteinas da soja apresenta valores de pl inferiores a 6,1 (ALLAN e SIDNEY, 1972), no pH

estudado de 6,5, tais proteinas encontram-se carregadas negativamente, enquanto que O
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ligante TREN (ponto de carga nula em torno de 10,5, de acordo com informag¢des do
fabricante), encontra-se carregado positivamente. A carga liquida do MES a pH 6,5 ¢
negativa (pKa de 6,15) e provavelmente este seja repelido pelas proteinas, permitindo,
desta forma, que elas interajam com o TREN e sejam adsorvidas.

Em tampao MOPS (pKa de 7,14) a pH 6,5 e 7,5 nao se alcancou seletividade similar
aquela alcancada com MES. Como pode ser observado na Tabela 4-1 e eletroforeses da
Figura 4-4, 14,5% de proteinas (faixa de massa molecular entre 30 a 80 kDa) foram
detectadas na lavagem em MOPS pH 6,5. Neste valor de pH, a maioria das proteinas da
soja apresenta-se carregada negativamente, o TREN carregado positivamente e o MOPS
encontra-se com carga liquida nula (zwiteridnico). A carga liquida nula indica que existe
um equilibrio na quantidade de cargas positivas e negativas. Possivelmente, os contra-ions
positivos deste tampdo estariam sendo atraidos pelas proteinas, impedindo assim, total
interacdo destas com a matriz TREN.

Ao se utilizar MOPS a pH 7.5, 5,9% das proteinas foram detectadas na lavagem,
numa faixa estreita de massas moleculares: 45 a 70 kDa (Figura 4-5). Neste valor de pH, a
carga liquida do MOPS ¢ negativa, fazendo com que uma maior quantidade de proteinas
interaja com o TREN e sejam adsorvidas.

Para o sistema tamponante Tris-HCI (pKa de 8,06), em ambos os valores de pH (7,0
e 8,5), parte das proteinas da soja alimentada permaneceu adsorvida em Sepharose-TREN.
Detectou-se, na etapa de lavagem, 5,9% e 4,8% de proteinas em pH 7,0 e pH 8,5,
respectivamente. Pelas eletroforeses apresentadas na Figura 4-6 e na Figura 4-7, verifica-se
que proteinas na faixa de 45 a 60 kDa e de 30 kDa (provavelmente a a-conglicinina) foram
detectadas na etapa de lavagem, respectivamente, para os valores de pH 7,0 e 8,5.

Em tampao fosfato de sédio pH 7,5 os resultados ndao foram bons em termos de
capacidade de adsorcao de proteinas, sendo detectado 59% na etapa de lavagem. Tanto as
proteinas adsorvidas como as ndo adsorvidas pertencem a uma ampla faixa de massa
molecular (eletroforese similar ao extrato alimentado na coluna), como pode ser visualizado

na Figura 4-8.
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Figura 4-3. Perfil cromatografico e eletroforético de adsorcdo de proteinas da soja em Sepharose-TREN, a
partir de extrato de soja em MES 25 mmol/L, pH 6,5. Volume do leito: 2,0 mL. Vazdo: 1,0 mL/min. Fragdes
coletadas: 2,0 mL. (A) alimenta¢do: 2,0 mL de extrato de soja (4,12 mg de proteina total/mL); (L) lavagem:
MES 25 mmol/L pH 6,5; (E) eluicio MES 25 mmol/L, NaCl 0,5 mol/L pH 6,5; (R) regeneracdo: NaOH 50
mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condi¢gdes desnaturantes e ndo-redutoras: (a) gel a 7,5%; (b)
gel a 15%. Faixas: (A) solucdo inicial; (L) “pool” das fracdes 3 a 5 da lavagem; (E) “pool” das fracdes 11 a 14
da elui¢do e (R) “pool” das fracdes 26 a 29 da regeneragdo; (HMW) marcador de alta massa molecular;
(LMW) marcador de baixa massa molecular.
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Figura 4-4. Perfil cromatografico e eletroforético de adsorcdo de proteinas da soja em Sepharose-TREN, a
partir de extrato de soja em MOPS 25 mmol/L, pH 6,5. Volume do leito: 2,0 mL. Vazao: 1,0 mL/min.
Fragdes coletadas: 2,0 mL. (A) alimentacdo: 2,0 mL de extrato de soja (4,52 mg proteina total/mL); (L)
lavagem: MOPS 25 mmol/L pH 6,5; (E) eluicio MOPS 25 mmol/L, NaCl 0,5 mol/L pH 6,5; (R) regenerag@o:
NaOH 50 mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condi¢gdes desnaturantes e ndo-redutoras: (a) gel a
7,5%; (b) gel a 15%. Faixas: (A) amostra inicial; (L) “pool” das fracdes 3 e 4 da lavagem; (E) “pool” das
fracdes 7 a 9 da eluicdo e (R) “pool” das fracdes 18 a 20 da regeneracdo; (HMW) marcador de alta massa
molecular; (LMW) marcador de baixa massa molecular.
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Figura 4-5. Perfil cromatogrifico e eletroforético de adsor¢do de proteinas da soja em Sepharose-TREN, a
partir de extrato de soja em MOPS 25 mmol/L, pH 7,5. Volume do leito: 2,0 mL. Vazao: 1,0 mL/min. Fra¢des
coletadas: 2,0 mL. (A) alimentacdo: 2,0 mL de extrato de soja (4,34 mg proteina total/mL); (L) lavagem:
MOPS 25 mmol/L pH 7,5; (E) eluicdo MOPS 25 mmol/L, NaCl 0,5 mol/L pH 7,5; (R) regeneracdo: NaOH 50
mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condi¢gdes desnaturantes e ndo-redutoras: (a) gel a 7,5%; (b)
gel a 15%. Faixas: (A) amostra inicial; (L) “pool” das fragdes 3 e 4 da lavagem; (E) “pool” das fragdes 9 e 10
da eluicdo e (R) “pool” das fracdes 21 a 22 da regeneracdo; (HMW) marcador de alta massa molecular;
(LMW) marcador de baixa massa molecular.
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Figura 4-6. Perfil cromatogrifico e eletroforético de adsor¢do de proteinas da soja em Sepharose-TREN, a
partir de extrato de soja em Tris-HCl 25 mmol/L, pH 7,0. Volume do leito: 2,0 mL. Vazdo: 1,0 mL/min.
Fracdes coletadas: 2,0 mL. (A) alimenta¢do 2,0 mL de extrato de soja (4,40 mg proteina total/mL); (L)
lavagem: Tris-HCl 25 mmol/L pH 7,0; (E) elui¢do Tris-HCl 25 mmol/L, NaCl 0,5 mol/L pH 7,0; (R)
regeneracdo: NaOH 50 mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condi¢des desnaturantes e ndo-
redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a 15%. Faixas: (A) amostra inicial; (L) “pool” das fragdes 3 e 4 da lavagem;
(E) “pool” das fragdes 10 e 11 da eluicdo e (R) “pool” das fragdes 24 e 25 da regenera¢do; (HMW) marcador
de alta massa molecular; (LMW) marcador de baixa massa molecular.
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Figura 4-7. Perfil cromatografico e eletroforético de adsorcdo de proteinas da soja em Sepharose-TREN, a
partir de extrato de soja em Tris-HCI 25 mmol/L, pH 8,5. Volume do leito: 2,0 mL. Vazdo: 1,0 mL/min.
Fragdes coletadas: 2,0 mL. (A) alimentacdo: 2,0 mL de extrato de soja (4,24 mg proteina total/mL); (L)
lavagem: Tris-HCI 25 mmol/L pH 8.5; (E) elui¢do Tris-HCI 25 mmol/L, NaCl 0,5 mol/L pH 8,5; (R)
regeneracdo: NaOH 50 mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condi¢des desnaturantes e ndo-
redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a 15%. Faixas: (A) amostra inicial; (L) “pool” das fracdes 3 e 4 da lavagem;
(E) “pool” das fragdes 9 e 10 da eluicdo e (R) “pool” das fragdes 25 e 26 da regeneracdo; (HMW) marcador
de alta massa molecular; (LMW) marcador de baixa massa molecular.
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Figura 4-8. Perfil cromatografico e eletroforético de adsor¢do de proteinas da soja em Sepharose-TREN, a
partir de extrato de soja em Fosfato de s6dio 25 mmol/L, pH 7,5. Volume do leito: 2,0 mL. Vazao: 1,0
mL/min. Fra¢des coletadas: 2,0 mL. (A) alimentacdo: 2,0 mL de extrato de soja (5,02 mg proteina total/mL);
(L) lavagem: Fosfato de sédio 25 mmol/L pH 7.,5; (E) eluicdo Fosfato de s6dio 25 mmol/L, NaCl 0,5 mol/L
pH 7.5; (R) regeneragdo: NaOH 50 mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condi¢des desnaturantes
e ndo-redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a 15%. Faixas: (A) amostra inicial; (L) “pool” das fragdes 3 e 4 da
lavagem; (E) “pool” das fracdes 14 e 15 da eluicdo e (R) “pool” das fragdes 24 a 26 da regeneragdo; (HMW)
marcador de alta massa molecular; (LMW) marcador de baixa massa molecular.



Tabela 4-1. Balangos de massa de proteinas totais das cromatografias negativa em Sepharose-TREN a partir de extrato de soja em diferentes tampdes de adsor¢do
e dessor¢do por acréscimo de 0,5 mol/L NaCl no tampdo de adsorc¢@o.

Tampao MES pH 6,5 MOPS pH 6,5 MOPS pH 7,5 Tris pH 7,0 Tris pH 8,5 Fosfato pH 7,5

Etapas PT*(mg) PT°(%) PT%mg) PT(%) PT%mg) PT(%) PT%mg) PT(%) PT%mg) PT°(%) PT%mg) PT"(%)

Amostra inicial 8,25 100,0 9,03 100,0 8,67 100,0 8,80 100,0 8,47 100,0 10,05 100,0

Lavagem 0,23 2,8 1,31 14,5 0,51 5,9 0,52 59 0,41 4,8 5,93 59,0

Eluigdo 2,55 30,9 4,42 48,9 4,40 50,7 4,60 52,3 5,26 62,1 3,36 33,4

Regeneracao 6,20 75,1 2,87 31,8 3,39 39,1 3,83 43,5 2,27 26,8 1,27 12,6

Recuperagio 8,98 108,8 8,60 95,2 8,30 95,7 8,95 101,7 7,94 93,7 10,56 105,0

Proteinas
8,75 106,0 7,29 80,7 7,79 89,8 8,43 95.8 7,53 88.9 4,63 46,0
adsorvidas

* Proteina Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteinas totais (método de Bradford, 1976).
® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina alimentada no processo x 100.

Volume do leito: 2,0 mL.
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De acordo com resultados obtidos, conclui-se que a condicdo mais indicada para
realizagdo de cromatografia negativa com “spiking” de proteinas em extrato de soja seria
tampao MES 25 mmol/L pH 6,5, cujas eletroforeses nao apresentam proteinas da soja na
etapa de lavagem (Figura 4-3), indicando, eletroforeticamente, que todas as proteinas foram
adsorvidas em Sepharose-TREN.

Neste trabalho foram selecionadas proteinas com diferentes valores de pl para serem
adicionadas no extrato de soja: IgG humana (ampla faixa de pl, entre 5,8 e 9,0), HSA (pl
acido de 4,4), BSA (pl 4cido de 4,8), aprotinina (pI alcalino de 10,5) e lisozima (pl alcalino
de 11,3). Pelo fato de possuir uma ampla faixa de pl, a IgG humana foi a proteina escolhida
para o inicio deste estudo, cujos resultados encontram-se apresentados e discutidos a seguir

(item 4.2.2.).

4.2.2. Purificacio de IgG humana adicionada (‘“spiking”’) em extrato de soja por

cromatografia negativa

As cromatografias negativa em Sepharose-TREN para purificacdo de IgG humana
foram realizadas com 3,0 e 8,0 mL de extrato de soja com “spiking” de 60 e 160 uL a 50
mg/mL de IgG humana, respectivamente, resultando em uma concentracdo de 1,0 mg de
IgG/mL de extrato. Os perfis cromatograficos e eletroforéticos obtidos estdo apresentados
nas Figura 4-9 e Figura 4-10. As fragdes cromatogréficas referentes as etapas de
alimentacdo, lavagem, elui¢do e regeneracao foram quantificadas pelo método de Bradford
(1976) e nefelometria em termos de proteinas totais e IgG, respectivamente (Tabela 4-2 e

4.3).
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Figura 4-9. Perfil cromatografico e eletroforético de adsor¢do de proteinas da soja com “spiking” de IgG
humana em Sepharose-TREN, a partir de extrato de soja em MES 25mM, pH 6,5. Volume do leito: 2,0 mL.
Vazio: 1,0 mL/min. Fracdes coletadas: 2,0 mL. (A) alimentacdo: 3,0 mL de extrato de soja com “spiking” de
60 uL de IgG humana (50 mg/mL), concentragdo de IgG de 1,0 mg/mL no extrato; (L) lavagem: MES 25
mmol/L pH 6,5; (E) eluigdo MES 25 mmol/L, NaCl 0,5 mol/L pH 6,5; (R) regeneracdo: NaOH 50 mmol/L.
Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condi¢gdes desnaturantes e nao-redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a
15%. Faixas: (A) amostra inicial; (L) “pool” das fra¢des 4 a 10 da lavagem; (E) “pool” das fracdes 18 a 20 da
eluicdo e (R) “pool” das fracdes 37 a 40 da regeneracdo; (HMW) marcador de alta massa molecular; (M)
marcador de IgG; (LMW) marcador de baixa massa molecular.

Tabela 4-2. Balancos de massa de proteinas totais e de IgG da cromatografia negativa em Sepharose-TREN
realizada com alimentagdo de 3,0 mL de extrato de soja com “spiking” de 60 uL de IgG humana em MES pH
6,5 e dessorcao por acréscimo de 0,5 mol/L. NaCl no tampao de adsor¢do.

Etapas PT%(mg) PT°(%) IgG‘(mg) IgGY %) Pureza®(%) FP'
Amostra inicial 12,72 100,0 2,39 100,0 18,8 1,00
Lavagem 1,05 8,2 0,90 37,9 85,7 4,56
Eluicdo 4,21 33,1 1,44 60,4 34,2 1,82
Regeneracao 9,69 76,2 - - - -
Recuperacao 14,95 117,5 2,34 98,2 - -
Proteinas adsorvidas 13,90 109,3 1,44 60,4 - -

* Proteina Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteinas totais (método de Bradford, 1976).
® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina alimentada no processo x 100.
¢ Imunoglobulina G: Massa determinada por nefelometria.
¢ Massa de IgG em cada etapa dividida pela massa de IgG alimentada no processo x 100.
¢ Pureza: Massa de IgG dividida pela massa de protefna total de cada etapa x 100.
£ P - - - . .
Fator de Purificagdo: razdo entre a pureza da fragdo e a pureza do material alimentado.
Volume do leito: 2,0 mL.
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Figura 4-10. (a) Perfil cromatogréfico de adsorcdo de proteinas da soja com “spiking” de IgG humana em
Sepharose-TREN, a partir de extrato de soja em MES 25mM, pH 6,5. Volume do leito: 2,0 mL. Vazdo: 1,0
mL/min. Fra¢des coletadas: 1,0 mL. (A) alimentacdo: 8,0 mL de extrato de soja com “spiking” de 160 uL de
IgG humana (50 mg/mL), com concentragdo de IgG de 1,0 mg/mL no extrato; (L) lavagem: MES 25 mmol/L
pH 6,5; (E) eluicio MES 25 mmol/L, NaCl 0,5 mol/L pH 6,5; (R) regeneracdo: NaOH 50 mmol/L.
Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condigdes desnaturantes e nio-redutoras: (b) gel a 7,5%; (c) gel a
15%. Faixas: (A) amostra inicial; (1 a 8) fracdes “flowthrough”; (9 a 20) fragdes da lavagem; (E) “pool” das
fragdes 94 a 99 da eluigdo e (R) “pool” das fracdes 183 a 193 da regeneragido; (HMW) marcador de alta massa
molecular; (M) marcador de IgG; (LMW) marcador de baixa massa molecular.
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Tabela 4-3. Balancos de massa de proteinas totais e de IgG da cromatografia realizada com alimentagdo de
8,0 mL de extrato de soja com “spiking” de 160 pL de IgG humana em MES pH 6,5 e dessor¢do por
acréscimo de 0,5 mol/L NaCl no tampao de adsorcao.

Etapas PT%(mg) PT°(%) IgG'(mg) IgG%(%) Pureza®(%) FP'
Amostra inicial 33,92 100,0 6,36 100,0 18,7 1,00
“Flowthrough” 1,07 3,16 0,82 13,0 76,6 4,10

Lavagem 6,17 18,2 3,09 48,6 50,1 2,68

Eluicdo 14,49 42,7 3,28 51,6 22,6 1,21
Regeneracao 19,18 56,5 - - - -
Recuperacao 40,91 120,6 7,19 113,1 - -

Proteinas adsorvidas 33,67 99,2 3,28 51,6 - -

* Proteina Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteinas totais (método de Bradford, 1976).
® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina alimentada no processo x 100.

¢ Imunoglobulina G: Massa determinada por nefelometria.

¢ Massa de IgG em cada etapa dividida pela massa de IgG alimentada no processo x 100.

®Pureza: Massa de IgG dividida pela massa de protefna total de cada etapa x 100.

" Fator de Purificagdo: razdo entre a pureza da fracdo e a pureza do material alimentado.

Volume do leito: 2,0 mL.

De acordo com o resultado da Figura 4-9 observa-se, na etapa de lavagem, apenas
uma banda correspondente a IgG que, por andlise de nefelometria (Tabela 4-2), sua pureza
€ de 85,7%. Visualizam-se também bandas de IgG na elui¢do, visto que a IgG humana
possui valores de pl de 5,8 a 9,0, assim IgG de pl abaixo de 6,5 (pH do sistema tamponante
utilizado) estdo carregadas negativamente e sdao adsorvidas pelo ligante TREN. Esta
hipétese pode ser confirmada de acordo com resultados de focalizacdo isoelétrica
apresentados por BRESOLIN ef al. (2009a). Utilizando agarose-TREN em sistema
tamponante idéntico ao utilizado neste experimento (MES 25 mmol/L, pH 6,5), os autores
mostraram que, a partir da alimentagao de IgG humana comercial (5,8 < pl < 9,0), detectou-
se na etapa de lavagem IgG com valores de pl entre 6,3 a 9,0, enquanto na eluicdo
(acréscimo de 0,4 mol/L NaCl no tampao de lavagem) detectou-se IgG de menores valores
de pI (5,8 - 7,3).

O aumento da massa de IgG alimentada refletiu na nio retencao de proteinas da soja
em Sepharose-TREN, pois nas fracdes iniciais de “flowthrough”, verificam-se bandas de
proteinas da soja em virtude da baixa capacidade de adsor¢do deste gel (Figura 4-10).

Utilizando Sepharose-TREN, BRESOLIN er al. (2009a) obtiveram valores de

pureza mais elevados na etapa de lavagem (entre 90% e 95%) do que neste trabalho (50%,
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Tabela 4-3). Estes autores purificaram IgG a partir da alimentagao de soro humano diluido
20 vezes em tampao MES 25 mmol/L, pH 6,5, na qual cerca de 15% das proteinas totais
alimentadas correspondiam a IgG, com uma vazao de 0,5 mL/min.

Neste trabalho, entretanto, a vazao utilizada foi de 1,0 mL/min, podendo acarretar
menor capacidade de adsor¢cdo. Com o intuito de determinar condi¢des que favorecessem a
adsorcdo de proteinas da soja em gel Sepharose-TREN, realizaram-se curvas de ruptura a

diferentes vazdes e concentracao protéica na alimentacgdo.

4.2.3. Estudo do efeito da vazio e da concentracao de proteinas da soja e IgG na

retencio e nao-retencio de proteinas em gel Sepharose-TREN

Visando a avaliacdo o efeito da vazao, foram realizados experimentos de curvas de
ruptura em 3 diferentes vazdes (1,0, 0,5 e 0,25 mL/min), cujo resultado e discussdo esta
apresentado no item 4.2.3.1. Por sua vez, resultados do efeito da concentragao de proteinas
da soja (1,33 e 1,09 mg/mL) e a presenca de IgG adicionada artificialmente (“spiking’) no

extrato de soja estdo apresentados nos itens 4.2.3.2 e 4.2.3.3, respectivamente.

4.2.3.1. Efeito da vazao na adsorc¢io de proteinas

Realizaram-se curvas de ruptura com alimentagdo de 100,0 mL de extrato de soja
em MES pH 6,5, a fim de observar o efeito da vazao (1,0, 0,5 e 0,25 mL/min ou
velocidades superficiais de 1,27, 0,64 e 0,32 cm/min) na adsor¢ao de proteinas da soja em
Sepharose-TREN (Figura 4-11 a Figura 4-13). As andlises das fracdes das etapas de
“flowthrough”, lavagem, eluicdo e regeneracdo foram realizadas por eletroforese SDS-
PAGE. Os balangos de massa em termos de proteinas totais das curvas de ruptura estdo

apresentados na Tabela 4-4.
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Figura 4-11. (a) Curva de ruptura de extrato de soja em Sepharose-TREN em tampao MES 25 mmol/L pH
6,5. Volume do leito 5,0 mL. Vazao: 1,0 mL/min. Fra¢des coletadas: 2,0 mL. (A) alimentagdo: 100,0 mL de
extrato de soja (4,62 mg de proteina total/mL) (L) lavagem MES 25 mmol/L pH 6,5; (E) elui¢ao MES 25
mmol/L NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R) regeneracdo: NaOH 50 mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em
condi¢gdes desnaturantes e ndo-redutoras: (b) gel a 7,5%; (c) gel a 15%. Faixas: (A) amostra inicial; (4 a 14):
fragdes “flowthrough”; (E) “pool” das fracdes 85 a 88 da eluicdo e (R) “pool” das fracdes 103 a 105 da
regeneracdo; (HMW) marcador de alta massa molecular; (LMW) marcador de baixa massa molecular.
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Figura 4-12. (a) Curva de ruptura de extrato de soja em Sepharose-TREN em tampao MES 25 mmol/L pH
6,5. Volume do leito 5,0 mL. Vazao: 0,5 mL/min. Fra¢des coletadas: 2,0 mL. (A) alimentagdo: 100,0 mL de
extrato de soja (4,00 mg de proteina total/mL); (L) lavagem MES 25 mmol/L pH 6,5; (E) eluicdo MES 25
mmol/L NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R) regeneracdo: NaOH 50 mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em
condi¢des desnaturantes e nao-redutoras: (b) gel a 7,5%; (c) gel a 15%. Faixas: (A) amostra inicial; (4 a 14):
fragdes “flowthrough”; (E) “pool” das fracdes 71 a 738 da eluicdo e (R) “pool” das fracdes 85 a 87 da
regeneracdo; (HMW) marcador de alta massa molecular; (LMW) marcador de baixa massa molecular.
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Figura 4-13. (a) Curva de ruptura de extrato de soja em Sepharose-TREN em tampao MES 25 mmol/L. pH
6,5. Volume do leito 5,0 mL. Vazao: 0,25 mL/min. Fra¢Ges coletadas: 2,0 mL. (A) alimentagdo: 100,0 mL de
extrato de soja (4,01 mg de proteina total/mL); (L) lavagem MES 25 mmol/L pH 6,5; (E) eluicdo MES 25
mmol/L. NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R) regeneracdo: NaOH 50 mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em
condi¢oes desnaturantes e ndo-redutoras: (b) gel a 7,5%; (c) gel a 15%. Faixas: (A) amostra inicial; (9 a 14):
fragdes “flowthrough”; (E) “pool” das fracdes 83 a 85 da eluicdo e (R) “pool” das fragdes 106 a 108 da
regeneracdo; (HMW) marcador de alta massa molecular; (LMW) marcador de baixa massa molecular.
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Tabela 4-4. Balancos de massa de proteinas totais das curvas de ruptura realizadas com extrato de soja em
MES 25 mmol/L pH 6,5 e dessorcao por acréscimo de 1,0 mol/L NaCl no tampao de adsor¢do, nas vazdes de
1,0, 0,5 € 0,25 mL/min.

Vazao 1,0 Vazao 0,5 Vazao 0,25
Etapas mL/min mL/min mL/min
PT%(mg) PT(%) PT%mg) PT’(%) PT%mg) PT’(%)
Amostra inicial 461,82  100,0 400,06  100,0 400,97  100,0
“Flowthrough” 297,25 64,4 198,55 49,6 195,58 48,8
Lavagem 66,61 14,4 32,67 8,2 87,41 21,8
Eluicdo 44,80 9,7 75,23 18,8 57,60 14,4
Regeneracdo 24,02 5,2 51,64 12,9 31,53 7,9
Recuperacio 432,68 93,7 358,09 89,5 372,12 92,8

Proteinas totais adsorvidas 68,82 14,9 126,87 31,7 89,13 22,3

Proteinas totais
13,76 - 25,37 - 17,83 -
adsorvidas/mL de gel

* Proteina Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteinas totais (método de Bradford, 1976).
® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina alimentada no processo x 100.
Volume do leito: 5,0 mL.

A vazio teve um efeito na adsor¢@o de proteinas da soja, sendo a maior capacidade
dinamica de adsor¢do atingida a 0,5 mL/min (25,37 mg de proteina/mL de gel). Utilizando
agarose-TREN e sistema tamponante MES 25 mmol/L, pH 6,5 (idéntico ao utilizado neste
experimento), BRESOLIN e colaboradores (2009a) obtiveram capacidade dindmica de
adsorcdo cerca de 25% maior que neste trabalho (31,65 mg de proteinas do soro
humano/mL de gel), quando alimentaram 34 mL (119,0 mg de proteina total sendo 19,72
mg de IgG) de solu¢do de soro humano a uma vazao de 0,5 mL/min, enquanto que neste
trabalho alimentou-se 100 mL (400,1 mg de proteina total). Apesar das diferengcas na
quantidade de proteina total alimentada, a menor capacidade dindmica de adsor¢do também
pode ter ocorrido devido as interacOes eletrostaticas entre as proteinas da soja e o TREN,
uma vez que estas apresentam pl entre 4,0 a 6,1, enquanto que as proteinas do soro humano
apresentam uma faixa mais ampla de pl entre 4,0 e 9,95 (PRIN et al., 1995 e PUTNAM,
1987).

Entretanto, apesar da maior capacidade de adsorcao, as eletroforeses da Figura 4-12

mostram bandas de proteinas de massa molecular de aproximadamente 45 kDa, referentes
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as fragdes iniciais “flowthrough”. Estas proteinas ndo foram identificadas nas eletroforeses
da Figura 4-13, mostrando que na vazio de 0,25 mL/min, um tempo maior foi requerido
para que as proteinas saturassem a coluna. Na cromatografia realizada na vazdo de 0,25
mL/min, ndo foi possivel total regeneragdo da coluna devido ao entupimento da mesma
com proteinas que precipitaram durante a cromatografia. Este fato pode ter ocasionado
diminui¢do na capacidade de adsor¢do do gel na menor vazdo trabalhada. Baseado nos
resultados destes experimentos, passou-se a trabalhar com vazdes de 0,5 mL/min.

Nas trés vazdes trabalhadas observou-se precipitacdo dentro da coluna e fragdes
turvas a partir da décima segunda fracao “flowthrough”. Uma hipétese para explicar este
fendmeno seria que a medida que os sitios do gel Sepharose-TREN seriam ocupados,
comegaria a ocorrer interacdo proteina-proteina, ocasionando a precipitacdo das mesmas e
as turbidez das fracdes.

Realizaram-se experimentos testando-se diferentes dilui¢des do extrato a ser
alimentado na coluna com o intuito de determinar a concentracdo inicial que evitasse a

precipitacdo de proteinas durante a cromatografia.

4.2.3.2. Efeito da concentracao inicial de extrato de soja na adsorcao e precipitacao de
proteinas

Com base nos resultados apresentados no item 4.2.3.1, realizaram-se cromatografias
com alimentacdo de 82,0 mL de extrato de soja em diferentes concentragdes iniciais de
proteinas da soja, a fim de verificar o efeito da concentracdo da alimentagdo na adsorcdo e
precipitacdo de proteinas em Sepharose-TREN. Inicialmente, estudaram-se as seguintes
proporg¢des (%, v/v) extrato de soja/tampao: 50/50 (1,33 mg de proteinas totais/mL) e 45/55
(1,09 mg de proteinas totais/mL). Os resultados obtidos estdo apresentados nas Figura 4-14
e Figura 4-15. A Tabela 4-5 apresenta os balancos de massa em termos de proteinas totais
das cromatografias. Monitoraram-se os valores de pH e condutividade de cada fragcdo
coletada nas cromatografias, a fim de verificar o efeito e a variacdo destes fatores na
precipitacdo de proteinas no interior da coluna de Sepharose-TREN. Estes resultados estdo
apresentados na Tabela A.1 (Apéndice A), e ndo houve grande variacdo de pH e

condutividade ao longo do processo cromatografico para ambas concentragdes iniciais.
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Figura 4-14. (a) Perfil cromatografico de adsorcdo de proteinas da soja em Sepharose-TREN, a partir de
extrato de soja em MES 25mM, pH 6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazao: 0,5 mL/min. Fra¢des coletadas: 2,0
mL. (A) alimentagd@o: 82,0 mL de extrato de soja na concentracdo de 1,33 mg/mL; (L) “Pool” de 40,0 mL das
fragdes de lavagem em MES 25 mmol/L pH 6,5; (E) “Pool” de 30,0 mL das fracdes de eluicio em MES 25
mmol/L, NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R) “Pool” de 36,0 mL das fracdes de regeneracdo em NaOH 50 mmol/L.
(b) Fotografia das fracdes 17 a 41 “flowthrough” e das fragdes 42 a 44 da lavagem.



Capitulo 4: Resultados e Discussdo 73

(@)

B
~ 14 I
- |
E |
[T |
B Lo ¥
= *
4 ;- I
B LU Il
£ Lol
I PR O
B8 A [N
) AT
- ol 1l
F ng A AL 1l
& Sow
£ - e® T |
g nad A ¥ T T [
g BT pareL . o Vo
2 o 1]
[T A 1

U I 1
¥ b
. s s s st
0o bbb yry ey .
] a 1 13 Al 23 ] i3 4] 45 al

—ie

1415161718 1% 20 21 22 33 24 25 2627 28 29 30 31 323334 3536 373 3340 41

Figura 4-15. (a) Perfil cromatogréfico de adsorcdo de proteinas da soja em Sepharose-TREN, a partir de
extrato de soja em MES 25mM, pH 6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazao: 0,5 mL/min. Fra¢des coletadas: 2,0
mL. (A) alimentagd@o: 82,0 mL de extrato de soja na concentracdo de 1,09 mg/mL; (L) “Pool” de 50,0 mL das
fragdes de lavagem em MES 25 mmol/L pH 6,5; (E) “Pool” de 40,0 mL das fracdes de eluicio em MES 25
mmol/L, NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R) “Pool” de 52,0 mL das fracdes de regeneracdo em NaOH 50 mmol/L.
(b) Fotografia das fracdes 14 a 41 “flowthrough”.

Tabela 4-5. Balancos de massa de proteinas totais das cromatografias realizadas com extrato de soja em MES
25 mmol/L pH 6,5 e dessor¢do por acréscimo de 1,0 mol/L NaCl no tampao de adsorcdo, nas concentragdes
iniciais de 1,33 e 1,09 mg/mL.

1,33 mg/mL 1,09 mg/mL
Etapas . . . .
PT°(mg) PT (%) PT(mg) PT (%)
Amostra inicial 109,41 100,0 89,64 100,0
“Flowthrough” 36,92 33,7 17,64 19,7
Lavagem 20,25 18,5 4,77 5,3
Eluicao 44,78 40,9 44,77 49.9
Regeneracao 21,93 20,0 22,75 254
Recuperacao 123,87 113,2 89,93 100,3
Proteinas totais adsorvidas 66,71 60,9 67,52 75,3

* Proteina Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteinas totais (método de Bradford, 1976).
® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina alimentada no processo x 100.
Volume do leito: 5,0 mL.
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De acordo com as fotografias apresentadas na Figura 4-14-b, pode-se observar que
ocorreu precipitacdo durante a cromatografia realizada com alimentag¢do na concentracio de
1,33 mg/mL (50% de extrato/50% de tampao), a partir da fracdo 20. Na cromatografia
realizada na concentrac@o de alimentacdo de 1,09 mg/mL (45% de extrato/55% de tampao)
nao houve precipitacdo (fotografias apresentadas na Figura 4-15-b). Logo, a concentragcao
de proteinas totais do extrato de soja alimentado na coluna influencia na precipitagdo de
proteinas no decorrer do processo cromatogrifico, uma vez que em concentragdes menores
nao houve precipitacdo. Possivelmente ao alimentar a coluna com menor concentragio de
proteinas totais, o tempo para alcangar a saturacdo dos sitios do gel Sepharose-TREN seja
maior, evitando, dessa forma, a interacdo proteina-proteina e a precipitacdo das mesmas.

A condi¢ao mais apropriada para a realizacdo de “spiking” com as proteinas IgG
humana, HSA, BSA, aprotinina e lisozima seria a de 45% de extrato/55% de tampao.
Entretanto, por medidas de seguranca, para evitar a precipitacido de proteinas apds a adi¢ao
de IgG, realizou-se o “spiking” com 82,0 mL de extrato em uma condicdo mais diluida

(40% de extrato/60% de tampao).

4.2.3.3. Efeito da presenca de IgG no extrato de soja

Realizou-se o “spiking” adicionando-se 820 UL de IgG humana (50 mg/mL), tendo-
se a concentracdo final de proteinas totais de 1,26 mg/mL, e concentracao final de IgG de
0,5 mg/mL. O resultado obtido estd apresentado na Figura 4-16 e a Tabela 4-6 apresenta os

balancos de massa em termos de proteinas totais e IgG da cromatografia.
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Figura 4-16. (a) Perfil cromatogréfico de adsorcdo de proteinas da soja com “spiking” de IgG humana em
Sepharose-TREN, a partir de extrato de soja em MES 25mM, pH 6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazdo: 0,5
mL/min. Fragdes coletadas: 2,0 mL. (A) alimentacdo: 82,0 mL de extrato de soja com “spiking” de 820 pL de
IgG humana (50 mg/mL), perfazendo uma concentragdo de IgG de 0,5 mg/mL; (L) lavagem: MES 25 mmol/L
pH 6,5; (E) eluicgdo MES 25 mmol/L, NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R) regeneracdo: NaOH 50 mmol/L. (b)
Fotografia das fragdes 15 a 42 “flowthrough”. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condic¢des
desnaturantes e ndo-redutoras: (c) gel a 7,5%; (d) gel a 12,5%. Faixas: (A) amostra inicial; (3 a 15) fracdes
“flowthrough”; (L) “pool” das fracdes 43 a 45 da lavagem; (E) “pool” das fragdes 67 a 74 da elui¢do e (R)
“pool” das fracdes 100 a 102 da regeneracdo; (HMW) marcador de alta massa molecular; (M) marcador de
IgG; (LMW) marcador de baixa massa molecular.
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Tabela 4-6. Balancos de massa de proteinas totais e de IgG da cromatografia negativa em Sepharose-TREN
realizada com extrato de soja com “spiking” de IgG humana em MES 25 mmol/L pH 6,5 e dessor¢do por
acréscimo de 1,0 mol/L NaCl no tamp@o de adsorcao.

Etapas PT%(mg) PT°(%) IgG'(mg) IgG%(%) Pureza®(%) FP'
Amostra inicial 103,62  100,0 40,75 100,0 39,3 1,00
“Flowthrough”
1,14 1,1 1,39 34 121,9 3,10

(fragdes 3 -7)

“Flowthrough”
45,27 43,7 20,81 51,1 45,9 1,17

(fragdes 8 - 15)
Lavagem 14,00 13,5 1,57 3,8 11,2 0,28

Eluicao 38,00 36,7 15,65 38,4 41,2 1,05

Regeneracao 23,56 22,7 - - - -
Recuperagao 121,97 117,77 39,41 96,7 - -
Proteinas adsorvidas 61,56 59,4 15,65 38,4 - -

* Proteina Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteinas totais (método de Bradford, 1976).
® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina alimentada no processo x 100.
¢ Imunoglobulina G: Massa determinada por nefelometria.
¢ Massa de IgG em cada etapa dividida pela massa de IgG alimentada no processo x 100.
¢ Pureza: Massa de IgG dividida pela massa de protefna total de cada etapa x 100.
£ P - - - . .
Fator de Purificacdo: razdo entre a pureza da fracio e a pureza do material alimentado.
Volume do leito: 5,0 mL.

De acordo com a fotografia apresentada na Figura 4-16-b, pode-se observar que nio
ocorreu precipitacdo durante a cromatografia realizada com alimentag¢do na concentracio de
1,26 mg/mL (40% de extrato/60% de tampao), onde 0,5 mg/mL correspondia a IgG. Pode-
se observar ainda na Figura 4-16 (c e d) que, eletroforeticamente, houve a purificacdao de
IgG nas fragdes 3 a 7 “flowthrough”, fato este, confirmado através da anélise nefelométrica,
(Tabela 4-6), que indica alto grau de pureza de IgG destas fragdes.

A pureza obtida com valor maior a 100% para IgG na etapa “flowthrough” pode ser
explicada pelas diferencas nos métodos de quantificacdo de proteinas, pois para quantificar
proteinas totais utilizou-se o método de BRADFORD (1976), que subestima a concentragao
de IgG nestas fragcdes, uma vez que elas estdo com grau de pureza elevado. O método de
Bradford apresenta grande variacdo de resposta, dependendo da proteina dosada
(HAMMOND e KRUGER, 1988). O método nefelométrico utilizado para a quantificagdo

de IgG, € altamente especifico, pois as interagdes ocorridas para a quantificacdo de
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proteinas sdo do tipo antigeno-anticorpo, assim, tem-se a quantidade de IgG real na
amostra.

Uma vez determinadas as condi¢des experimentais que evita precipitacdo (40% de
extrato de s0ja/60% de tampdo) favorecendo maior capacidade de adsor¢@o das proteinas
nativas de soja (vazdo de 0,5 mL/min), realizou-se uma cromatografia com 10,0 mL de
extrato de soja com “spiking” de 100 puL de IgG humana (50 mg/mL) em um leito de 5,0

mL. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 4-17 e na Tabela 4-7.

L4 O
LA Sh]

<

Concentracio de proteinas (mg/mlL)

Figura 4-17. Perfil cromatogréfico e eletroforético de adsor¢do de proteinas da soja com “spiking” de IgG
humana em Sepharose-TREN, a partir de extrato de soja em MES 25mM, pH 6,5. Volume do leito: 5,0 mL.
Vazio: 0,5 mL/min. Fragdes coletadas: 2,0 mL. (A) alimentacdo: 10,0 mL de extrato de soja com “spiking”
de 100 UL de IgG humana (50 mg/mL), perfazendo uma concentragdo de IgG de 0,5 mg/mL; (L) lavagem:
MES 25 mmol/L pH 6,5; (E) eluicdo MES 25 mmol/L, NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R) regeneracdo: NaOH 50
mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condi¢des desnaturantes e ndo-redutoras: (a) gel a 7,5%; (b)
gel a 12,5%. Faixas: (A) amostra inicial; (3 a 6) fracdes “flowthrough”; (L) “pool” das fracdes 7 a 10 da
lavagem; (E) “pool” das fracdes 25 a 27 da eluicdo e (R) “pool” das fragdes 46 a 48 da regeneragdo; (HMW)
marcador de alta massa molecular; (M) marcador de IgG; (LMW) marcador de baixa massa molecular.
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Tabela 4-7. Balancos de massa de proteinas totais e de IgG da cromatografia negativa em Sepharose-TREN
realizada com alimentag@o de 10,0 mL de extrato de soja com “spiking” de IgG humana em MES 25 mmol/L
pH 6,5 e dessorcao por acréscimo de 1,0 mol/L. NaCl no tampao de adsorcao.

Etapas PT%(mg) PT°(%) IgG'(mg) IgG%(%) Pureza®(%) FP'
Amostra inicial 15,12 100,0 4,78 100,0 31,6 1,00
“Flowthrough” 0,36 24 0,34 7,1 94,4 2,99

Lavagem 1,31 8,7 1,37 28,7 104,6 3,31

Eluicdo 5,01 33,1 2,19 45,8 43,7 1,38
Regeneracao 7,67 50,7 - - - -
Recuperacao 14,35 94.9 3,90 81,6 - -

Proteinas adsorvidas 12,68 83,8 2,19 45,8 - -

* Proteina Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteinas totais (método de Bradford, 1976).
® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina alimentada no processo x 100.
¢ Imunoglobulina G: Massa determinada por nefelometria.
¢ Massa de IgG em cada etapa dividida pela massa de IgG alimentada no processo x 100.
¢Pureza: Massa de IgG dividida pela massa de proteina total de cada etapa x 100.
" Fator de Purificagdo: razdo entre a pureza da fragdo e a pureza do material alimentado.
Volume do leito: 5,0 mL.
Confirmando experimentos anteriores nestas condi¢des, porém em menor leito (2,0
mL), os resultados mostram que € possivel utilizar esta condi¢do para purificacdo de IgG
humana na forma de “spiking” em extrato de soja por cromatografia negativa, atingindo-se
elevado teor de pureza.

Como a IgG humana possui uma faixa ampla de pl (de 5,8 a 9,0), observa-se, pelo
balanco de massa, que 35,8% da IgG existente na amostra inicial foi detectada nas fracdes
ndo retidas (etapas “flowthrough” e lavagem), enquanto que 45,8% foi adsorvida (sendo
encontrada na fracdo retida). Resultado similar a este foi observado por BRESOLIN et al.
(2009a) trabalho no qual foi detectada a presenca de moléculas de IgG com pl entre 5,8 e
7,3 nas fracdes retidas e IgG com pl de 6,3 a 9,0 nas fracdes nao-retidas, quando os autores
utilizaram soro humano diluido como alimentacdo. Cerca de 75% da IgG alimentada foi
obtida nas fracdes nao-retidas quando um leito de 3,0 mL de Sepharose-TREN foi utilizado
pelos autores.

Os resultados aqui apresentados corroboram os resultados de BRESOLIN et al.
(2009), indicando que, ao se utilizar uma proteina de ampla faixa de pl, como € o caso da

IgG, na condicdo tamponante estudada (MES 25 mmol/L, pH 6,5), o TREN interage com

proteinas carregadas negativamente através de interagdes eletrostdticas. Para se comprovar
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esta hipdtese, realizaram experimentos adicionando-se artificialmente (“spiking”) proteinas
que apresentam valores de pl pontuais, sejam dcidos (HSA e BSA) ou alcalinos (lisozima e

aprotinina).

4.2.4. Efeito da presenca de proteinas de baixo valor de pI no extrato de soja:

“Spiking” de HSA e BSA

Mediante os resultados obtidos com “spiking” de uma proteina de ampla faixa de pl
(IgG humana) em extrato de soja, avaliou-se o o perfil de adsor¢do de proteinas de baixo
valor de pI em Sepharose-TREN, realizando dois experimentos cromatograficos com a
alimentacdo de 10,0 mL de extrato de soja com “spiking” de 100 uLL de BSA a 50 mg/mL,
(concentragdo de BSA no extrato de 0,5 mg/mL) e 10,0 mL de extrato de soja com
“spiking” de 100 puL de HSA a 50 mg/mL (concentracio de HSA no extrato de 0,5
mg/mL).

Ambas proteinas possuem pl 4cidos, sendo 4,8 e 4,4 para BSA e HSA,
respectivamente. Uma vez que se acredita que a interacdo envolvida seja de natureza
eletrostdtica ou idnica, espera-se que estas sejam adsorvidas no valor de pH trabalhado
(MES 25 mmol/L pH 6,5). Nesta condic¢do, a matriz encontra-se carregada positivamente e
as proteinas da soja e as proteinas alvo (possuem pl abaixo do pH trabalhado) encontram-se
carregadas negativamente. Os resultados obtidos estdo apresentados nas Figura 4-18 e 4-19

e Tabela 4-8 e 4-9.
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Figura 4-18. Perfil cromatogrifico e eletroforético de adsorcdo de protefnas da soja com “spiking” de
albumina de soro bovino (BSA) em Sepharose-TREN, a partir de extrato de soja em MES 25 mmol/L, pH
6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Fracdes coletadas: 2,0 mL. (A) alimentac¢do: 10,0 mL de
extrato de soja com “spiking” de 100 uL de BSA (50 mg/mL), perfazendo uma concentragdo de BSA de 0,5
mg/mL; (L) lavagem: MES 25 mmol/L, pH 6,5; (E) elui¢gdo MES 25 mmol/L, NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R)
regeneracdo: NaOH 50 mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condi¢des desnaturantes e ndo-
redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a 12,5%. Faixas: (A) amostra inicial; (L) “pool” das fracdes 9 a 12 da
lavagem; (E) “pool” das fracdes 20 a 24 da eluicdo e (R) fragdo 33 da regeneragdo; (HMW) marcador de alta
massa molecular; (M) marcador de BSA; (LMW) marcador de baixa massa molecular.

Tabela 4-8. Balango de massa de proteinas totais da cromatografia em Sepharose-TREN realizadas com
“spiking” de BSA em: MES 25 mmol/L, pH 6,5 e dessor¢do por acréscimo de 1,0 mol/L de NaCl no tampao
de adsorcdo.

Etapas PT*(mg) PT(%)
Amostra inicial 15,70 100,0
“Flowthrough” 0,09 0,6

Lavagem 0,60 3,8

Eluicdo 14,39 91,7

Regeneracao 1,36 8,7
Recuperacao 16,44 104,7
Proteinas totais adsorvidas 15,75 100,3

* Protefna Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteinas totais (método de Bradford, 1976).
® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina alimentada no processo x 100.
Volume do leito: 5,0 mL.
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Figura 4-19. Perfil cromatogrifico e eletroforético de adsorcdo de protefnas da soja com “spiking” de
albumina de soro humano (HSA) em Sepharose-TREN, a partir de extrato de soja em MES 25 mmol/L, pH
6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Fracdes coletadas: 2,0 mL. (A) alimentac¢do: 10,0 mL de
extrato de soja com “spiking” de 100 pL. de HSA (50 mg/mL), perfazendo uma concentracdo de HSA de 0,5
mg/mL; (L) lavagem: MES 25 mmol/L, pH 6,5; (E) elui¢gdo MES 25 mmol/L, NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R)
regeneracdo: NaOH 50 mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condi¢des desnaturantes e ndo-
redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a 12,5%. Faixas: (A) amostra inicial; (L) “pool” das fracdes 8 e 9 da
lavagem; (E) “pool” das fracdes 19 a 22 da eluicdo e (R) “pool” das fragdes 33 a 35 da regeneragdo; (HMW)
marcador de alta massa molecular; (M) marcador de HSA; (LMW) marcador de baixa massa molecular.

Tabela 4-9. Balango de massa de proteinas totais e de albumina da cromatografia em Sepharose-TREN

realizadas com “spiking” de HSA em: MES 25 mmol/L, pH 6,5 e dessor¢@o por acréscimo de 1,0 mol/L de
NaCl no tampao de adsorcao.

Etapas PT%(mg) PT°(%) HSA‘(mg) HSA%%) Pureza®(%) FP'
Amostra inicial 15,32 100,0 4,00 100,0 26,1 1,00
“Flowthrough” 0,03 0,2 0,04 1,0 133,3 5,11

Lavagem 0,18 1,2 0,04 1,0 22,2 0,85

Eluicdo 11,47 74,9 3,92 98,0 34,2 1,31

Regeneracao 4,08 26,6 - - - -
Recuperagao 15,77 10,3 4,00 100,0 - -
Proteinas adsorvidas 15,56 100,1 3,92 98.0 - -

* Proteina Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteinas totais (método de Bradford, 1976).
® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina alimentada no processo x 100.

“ HSA: Massa de albumina de soro humano determinada por nefelometria.

¢ Massa de albumina em cada etapa dividida pela massa de albumina alimentada no processo x 100.
¢Pureza: Massa de albumina dividida pela massa de proteina total de cada etapa x 100.

" Fator de Purificag@o: razao entre a pureza da fragdo e a pureza do material alimentado.
Volume do leito: 5,0 mL.
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De acordo com os resultados qualitativos das eletroforeses das Figuras 4-18 e 4-19,
toda albumina alimentada em ambas cromatografias permaneceu adsorvida na matriz
Sepharose-TREN. Dados de nefelometria para a determinacdo da HSA (Tabela 4-9)
indicam que 98% da HSA alimentada permaneceu adsorvida.

Como a HSA € a maior constituinte do soro humano (representa entre 60 a 75% das
proteinas totais, segundo ANDRADE e HLADY, 1987), BEAUCHEMIN e colaboradores
(2007), utilizando anélises espectroscOpicas (infravermelho com transformada de Fourier —
FT-IR, UV-visivel e dicroismo circular), determinaram a forma de ligacdo e os efeitos da
complexacdo de trés diferentes poliaminas em solu¢do (espermina, espermidina e
putrescina) na estabilidade e na estrutura secunddria de HSA. Por meio de andlises
estruturais, os mesmos autores concluiram que a ligac@o existente entre as poliaminas e a
HSA ¢ de cardter ndo-especifica (do tipo ligacdo de hidrogénio) via grupos polares dos

polipeptideos apresentando constantes de associacdo da ordem de 10% a 10° (mol/L)™".

4.2.5. Efeito da presenca de proteinas de alto valor de pI no extrato de soja

Visando complementar os resultados obtidos com “spiking” de uma proteina de
ampla faixa de pl (IgG humana) e de proteinas de baixo valor de pI (HSA e BSA) em
extrato de soja, avaliou-se o perfil de adsor¢do de proteinas de alto valor de pl em

Sepharose-TREN, como € caso da aprotinina e da lisozima.

4.2.5.1. “Spiking” com aprotinina

Na condi¢do tamponante utilizada (MES 25 mmol/L pH 6,5), tanto a matriz como a
aprotinina se encontram carregadas positivamente, indicando, provavelmente, que a
aprotinina ndo seja adsorvida. Realizou-se cromatografia com 10,0 mL de extrato de soja
com “spiking” de 1000 pL de aprotinina (5,0 mg/mL), perfazendo uma concentracido de
aprotinina de 0,5 mg/mL. Utilizou-se aprotinina comercial, que possui pl de 10,5, cujo

resultado obtido estd apresentado na Figura 4-20 e Tabela 4-10.
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Figura 4-20. Perfil cromatografico e eletroforético de adsorcdo de protefnas da soja com “spiking” de
aprotinina em Sepharose-TREN, a partir de extrato de soja em MES 25 mmol/L, pH 6,5. Volume do leito: 5,0
mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Fracdes coletadas: 2,0 mL. (A) alimentagdo: 10,0 mL de extrato de soja com
“spiking” de 1000 uL de aprotinina (5,0 mg/mL), perfazendo uma concentracdo de aprotinina de 0,5 mg/mL;
(L) lavagem: MES 25 mmol/L, pH 6,5; (E) eluicio MES 25 mmol/L, NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R)
regeneracdo: NaOH 50 mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condi¢des desnaturantes e ndo-
redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a 15%. Faixas: (Ex) extrato puro; (A) amostra inicial; (L) “pool” das fracdes
7 a 11 da lavagem; (E) “pool” das fracdes 24 a 28 da elui¢do e (R) “pool” das fracdes 47 e 48 da regeneracao;
(HMW) marcador de alta massa molecular; (LMW) marcador de baixa massa molecular; (M) marcador de
aprotinina.

Tabela 4-10. Balanco de massa de proteinas totais da cromatografia em Sepharose-TREN realizadas com
“spiking” de aprotinina em MES 25 mmol/L, pH 6,5 e dessor¢do por acréscimo de 1,0 mol/L de NaCl no
tampdo de adsorc¢do.

Etapas PT*(mg) PT(%)
Amostra inicial 14,74 100,0
“Flowthrough” 0,35 2.4

Lavagem 2,29 15,5

Eluicdo 8,45 57,3

Regeneracao 2,58 17,5
Recuperacao 13,67 92,7
Proteinas totais adsorvidas 11,03 74,8

* Proteina Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteinas totais (método de Bradford, 1976).
® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina alimentada no processo x 100.
Volume do leito: 5,0 mL.
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De acordo com os resultados apresentados na eletroforese da Figura 4-20b, pode-se
observar que recuperou-se aprotinina (adicionada artificialmente no extrato de soja) com
pureza eletroforeticamente similiar a aprotinina comercial (marcador de aprotinina, faixa
M). Entretanto, observa-se banda de massa molecular equivalente a aprotinina na etapa de
eluicdo, indicando que, possivelmente, parte da aprotinina alimentada foi adsorvida.

Realizou-se uma cromatografia nas mesmas condicdes, porém com alimentacdo de
10,0 mL de solugdo de aprotinina comercial em MES 25 mmol/L, pH 6,5 na concentracdo
de 0,5 mg/mL (sem extrato de soja) para se confirmar a existéncia de aprotinina na etapa de

eluicdo. Os resultados estdo apresentados na Figura 4-22 e Tabela 4-11.
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Figura 4-21. Perfil cromatogréfico de adsor¢do de aprotinina em Sepharose-TREN em MES 25 mmol/L, pH
6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Fracdes coletadas: 2,0 mL. (A) alimentac¢do: 10,0 mL de
solucdo de aprotinina 0,5 mg/mL; (L) lavagem: MES 25 mmol/L, pH 6,5; (E) elui¢do MES 25 mmol/L, NaCl
1,0 mol/L pH 6,5; (R) regeneracdo: NaOH 50 mmol/L.
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Tabela 4-11. Balanco de massa da cromatografia em Sepharose-TREN realizadas com aprotinina pura em:
MES 25 mmol/L, pH 6,5 e dessorcao por acréscimo de 1,0 mol/L. de NaCl no tampao de adsor¢do.

Etapas PT*(mg) PT (%)
Amostra inicial 5,00 100,0
“Flowthrough” 1,93 38,6

Lavagem 2,26 45,2

Eluicdo 1,00 20,0

Regeneracao 0,64 12,8
Recuperacao 5,83 116,6
Proteinas totais adsorvidas 1,64 32,8

* Proteina Total: Massa determinada por meio de absorbincia a 226 nm.

® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina alimentada no processo x 100.
Volume do leito: 5,0 mL.

Como observado no cromatograma da Figura 4-21, houve um pico na etapa de
eluicdo, confirmando assim que parte da aprotinina permaneceu adsorvida na matriz
Sepharose-TREN. De acordo com o balangco de massa da Tabela 4-11, 20% da aprotinina
alimentada no processo foi detectada na etapa de eluicdo. Esperava-se que toda a aprotinina
fosse detectada na lavagem, acreditando-se que as interagdes entre a proteina e o adsorvente
fossem de natureza eletrostatica.

Visando esclarecer se ocorreu algum tipo de saturagdo da coluna devido a adsorcdo
de parte da aprotinina em Sepharose-TREN, as fracdes 3 a 10 do experimento da Figura
4-21 foram agrupadas e concentradas em Centricon YM-3 (membrana de celulose
regenerada com massa molecular de corte de 3 kDa, Millipore, EUA) até a concentracio de
0,5 mg/mL. Esta nova solucdo foi realimentada na coluna de Sepharose-TREN por meio de
um novo experimento cromatografico, cujos resultados estdo apresentados na Figura 4-22 e

o balanco de massa na Tabela 4-12.
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Figura 4-22. Perfil cromatogréfico de adsor¢do de aprotinina em Sepharose-TREN em MES 25 mmol/L, pH
6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Fracdes coletadas: 2,0 mL. (A) alimentac¢do: 10,0 mL de
solucdio de aprotinina 0,5 mg/mL proveniente da etapa de lavagem da purificacdo de aprotinina apds previa
concentracdo das proteinas em Centricon; (L) lavagem: MES 25 mmol/L, pH 6,5; (E) eluicio MES 25
mmol/L, NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R) regeneracdo: NaOH 50 mmol/L.

Tabela 4-12. Balango de massa da cromatografia em Sepharose-TREN realizadas com aprotinina pura

reprocessada em: MES 25 mmol/L, pH 6,5 e dessorcao por acréscimo de 1,0 mol/L de NaCl no tampdo de
adsorc@o.

Etapas PT*(mg) PT (%)
Amostra inicial 5,64 100,0
“Flowthrough” 2,16 38,3

Lavagem 3,25 57,6

Eluicao 0,92 16,3

Regeneracao 0,33 5.8
Recuperagio 6,66 118,1
Proteinas totais adsorvidas 1,25 22,1

* Proteina Total: Massa determinada por meio de absorbincia a 226 nm.

® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina alimentada no processo x 100.
Volume do leito: 5,0 mL.

O perfil cromatogrifico para o experimento realizado com aprotinina
recromatografada se mostrou muito semelhante ao realizado com aprotinina comercial
(Figura 4-21). De acordo com o balanco de massa da Tabela 4-12, 16,3% da aprotinina
alimentada permaneceu adsorvida mesmo ap0ds previa purificacdo (reprocessamento). As

interagdes predominantes entre o adsorvente e a proteina sdo de natureza eletrostatica, pois
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a maior parte da aprotinina foi detectada na etapa de lavagem. A matriz, com ponto de
carga nula em torno de 10,5, encontrava-se carregada positivamente na condicdo de
trabalho (MES 25 mmol/L pH 6,5) e a aprotinina também carregada positivamente (pl
10,5). Provavelmente outros tipos de interagdes estejam envolvidas na adsor¢do de
proteinas em Sepharose-TREN pelo fato de parte da aprotinina ter permanecido adsorvida
na matriz, mesmo apds o reprocessamento da aprotinina, ja previamente purificada por
cromatografia negativa.

Com o intuito de verificar o motivo da adsor¢do de parte da aprotinina em
Sepharose-TREN, realizaram-se andlises de espectrometria de massas (Apéndice B) com
amostras da alimentagdo e dos picos de lavagem (“pool” das fragdes) e eluicio (“pool” das
fracdes) da cromatografia. Nas amostras de alimentacdo e do pico de lavagem foram
detectadas moléculas apresentando massa molecular préxima a da aprotinina, enquanto que
na amostra do pico de elui¢do constatou-se a presenga de um peptideo (Arg — Pro — Asp —
Phe — Cys) oriundo, provavelmente, da hidrdlise dcida da aprotinina pelo N-terminal.

As poliaminas sdo moléculas essenciais de natureza policatidnica presentes tanto em
seres eucariontes como em procariontes (WANG et al., 2003). Ao se considerar que o
ligante TREN € uma poliamina ramificada, e que poliaminas possuem afinidade por
peptideos acidos (LEROY et al., 1997), pode ter ocorrido uma interagcdo de afinidade entre
o peptideo Arg — Pro — Asp — Phe — Cys e o TREN, que ocasionou uma mudanca

conformacional na aprotitinia e, consequentemente, sua hidrélise dcida.

4.2.5.2. “Spiking” com lisozima

Outra proteina de alto valor de pl utilizada neste trabalho foi a lisozima (pI de 11,3).
Visando avaliar se as interagdes que predominam entre o adsorvente Sepharose-TREN e
proteinas de alto pl sdo de natureza eletrostética, procedeu-se a adic¢ao artificial (“spiking”)
de 100 uL de lisozima (50 mg/mL) em 10,0 mL de extrato de soja. Ao se realizar o
“spiking” observou-se precipitacdo no extrato. Esta precipitacdo pode ter ocorrido devido a
presenca de interagdes hidrofobicas. CHEN et al., (2007) relataram que moléculas de sais
presentes em solugdes contendo lisozima contribuem para a ocorréncia de interacdo

hidrofébica, diminuindo a atracao eletrostatica entre a lisozima e resinas de troca catidnica.



Capitulo 4: Resultados e Discussdo 88

Em nosso caso, entretanto, pode ter ocorrido interagdo hidrofébica entre as proteinas da
soja e a lisozima ocasionando a precipitagao.

Uma vez que ndo foi possivel realizar o experimento com o “spiking” de lisozima
em extrato de soja, alimendou-se em Sepharose-TREN 10,0 mL de uma solug¢do de
lisozima comercial (0,5 mg/mL) em MES 25 mmol/L, pH 6,5. Os resultados estao
apresentados na Figura 4-23, enquanto na Tabela 4-13 estd apresentado o balanco de massa

e o balanco de atividade.
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Figura 4-23. Perfil cromatografico de adsor¢@o de lisozima em Sepharose-TREN em MES 25 mmol/L, pH
6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Fracdes coletadas: 2,0 mL. (A) alimentac¢do: 10,0 mL de
solucdo de lisozima 0,5 mg/mL; (L) lavagem: MES 25 mmol/L, pH 6,5; (E) eluigaio MES 25 mmol/L, NaCl
1,0 mol/L pH 6,5; (R) regeneracdo: NaOH 50 mmol/L.
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Tabela 4-13. Balanco de massa e de atividade da cromatografia em Sepharose-TREN realizadas com lisozima
pura em: MES 25 mmol/L, pH 6,5 e dessor¢do por acréscimo de 1,0 mol/L de NaCl no tampdo de adsorcao.

Etapas PT%mg) PT°(%) Vol(mL) ATYU/mL) AT(U) AT (%)
Amostra inicial 5,04 100,0 10,0 10711,1 107111 100,0
“Flowthrough” 1,54 30,6 4,0 7473,7 29895 27,9

Lavagem 3,13 62,1 10,0 7000,0 70000 65,3

Eluicdo 0,12 2,4 2,0 411,0 822 0,8

Regeneragao 0,00 0,0 - - - -
Recuperacdo 4,79 95,1 - - 100717 94,0
Proteinas adsorvidas 0,12 2.4 - - 822 0,8

* Proteina Total: Massa determinada por meio de absorbincia a 280 nm.

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

¢ Volume utilizado de cada etapa para medida de atividade.

¢ Atividade da lisozima por mL de solu¢do de cada etapa (método de Shugar, 1952).

¢ Atividade da lisozima: atividade/mL x volume de cada etapa.

" Atividade da lisozima em cada etapa dividida pela atividade da lisozima alimentada no processo x 100.
Volume do leito: 5,0 mL.

De acordo com dados da Tabela 4-13, houve a recuperacao de 93,2% da atividade
total da lisozima nas fracdes nao retidas (“flowthrough” e lavagem), correpondendo a
92,7% de proteina total. Este resultado indica que, de fato, ocorreu uma predominancia de
interacoes eletrostaticas entre o ligante TREN e a lisozima devido a seu alto pl.

Ap6s a purificacdo de proteinas adicionadas artificialmente em extrato de soja com
a matriz Sepharose-TREN que € uma poliamina que funciona como troca idnica,
realizaram-se experimentos para comparacdo em Sepharose-TREN-Cu(Il) e Sepharose-
TREN-Ni(Il), uma vez que o TREN é um agente quelante em IMAC. O capitulo 4.3
apresenta os resultados referentes as cromatografias em IMAC utilizando IgG humana

adicionada artificialmente ao extrato de soja.
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4.3. AGENTE QUELANTE TREN EM IMAC: EFEITO DOS QUELATOS TREN-
Ni(Il) E TREN-Cu(I) NA PURIFICACAO DE IgG HUMANA ADICIONADA
(“SPIKING”’) EM EXTRATO DE SOJA

O efeito de ligagdes de coordenacdo formadas entre fons metédlicos cobre e niquel
imobilizados e proteinas foi avaliado na purificagdo de IgG humana (“spiking”) a partir de
extrato de proteinas da soja. A IgG foi a proteina escolhida para os experimentos de IMAC
por ser a mais complexa entre todas as proteinas estudadas neste trabalho, além dos vérios
trabalhos relativos a sua purificagdo por IMAC encontrados na literatura (HALE e
BEIDLER, 1994; BODEN et al., 1995; YOSHIDA et al., 2001; VANCAN et al., 2002;
TISHCHENKO et al., 2002; TODOROVA-BALVAY et al., 2004; RIBEIRO et al.,
2008b). A complexidade da proteina diz respeito ao seu tamanho, a faixa de amplo pl e
disponibilidade de residuos de histina acessiveis para a ligacdo de coordenagdo. Quanto as
outras proteinas que nao foram testadas em IMAC, espera-se que a aprotinina, que nao
possui histidina, ndo seja adsorvida em nenhuma das condi¢des estudadas, o que
favoreceria um IMAC negativo (AZZONI et al., 2002). A lisozima possui apenas um
residuo de histidina, o que permite sua adsor¢do em Cu(Ill) imobilizado (CHEN et al.,
1997). Por sua vez, a BSA e HSA seriam adsorvidas tanto em fons Cu(Il) quanto em Ni(Il),
uma vez que ambas possuem 16 residuos de histidinas (VANCAN et al., 2002, SERPA et
al., 2005; BRESOLIN, 2006; RIBEIRO et al., 2008b).

4.3.1. Sepharose-TREN-Cu(II)

O ion metélico cobre foi quelatado ao agente quelante TREN por apresentar elevada
capacidade de adsor¢cdo de proteinas em IMAC, pois, segundo SULKOWSKI (1989), a
presenca de, pelo menos, um residuo de histidina disponivel para a coordenacdo ¢é
suficiente para a retencao de proteinas em géis contendo o fon metdlico cobre imobilizado.
Realizaram-se trés experimentos com a alimentacdo de 10,0 mL de extrato de soja contendo
“spiking” de 100 pL de IgG humana (50 mg/mL), utilizando os tampdes de adsor¢ao Mops-
Acetato (MA) 25 mmol/L pH 7,0 contendo 1,0 mol/L NaCl, MES 25 mmol/L pH 6,5
contendo 2 mmol/L de imidazol e MES 25 mmol/L pH 6,5.
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O tampdo MA com a eluicdo por gradiente descontinuo de pH para 4,0 foi utilizado
por ter sido reportado por RIBEIRO (2006) como a melhor condi¢do para purificacdo de
IgG humana em Sepharose-TREN-Cu(Il) e em membranas de PEVA (élcool polietileno
vinilico)-TREN-Cu(Il). Na Figura 4-24 e na Tabela 4-14 estdao apresentados os resultados

da cromatografia com o tampao MA, a eletroforese e o balan¢o de massa.
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Figura 4-24. Perfil cromatogréfico e eletroforético de adsor¢do de proteinas da soja com “spiking” de IgG
humana em Sepharose-TREN-Cu(Il) em MA 25 mmol/L, 1,0 mol/L NaCl, pH 7,0. Volume do leito: 5,0 mL.
Vazio: 0,5 mL/min. Fragdes coletadas: 2,0 mL. (A) alimentac¢do: 10,0 mL de extrato de soja com “spiking”
de 100 pL de IgG humana (50 mg/mL), perfazendo uma concentragdo de IgG de 0,5 mg/mL; Lavagem: MA
25 mmol/L, 1,0 mol/L NaCl, pH 7,0; (E) elui¢do: MA 25 mmol/L, 1,0 mol/L NaCl, pH 4,0; (R) regeneragdo:
EDTA 50 mmol/L, pH 7,0. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condi¢des desnaturantes e ndo-redutoras:
(a) gel a 7,5%; (b) gel a 12,5%. Faixas: (A) amostra inicial; (3 a 6) fracdes “flowthrough”; (L) “pool” das
fracOes 8 a 11 da lavagem; (E) “pool” das fragcdes 27 a 30 da eluicdo e (R) “pool” das fracdes 41 a 43 da
regenera¢do; (HMW) marcador de alta massa molecular; (M) marcador de IgG; (LMW) marcador de baixa
massa molecular.
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Tabela 4-14. Balango de massa de proteinas totais e de IgG da cromatografia em Sepharose-TREN-Cu(II)
realizadas em MA 25 mmol/L, 1,0 mol/L NaCl, pH 7,0 e dessor¢@o por abaixamento de pH (MA 25 mmol/L,
1,0 mol/L NaCl, pH 4,0).

Etapas PT%(mg) PT(%) IgG°(mg) 1gG%(%) Pureza®(%) FP'
Amostra inicial 13,05 100,0 5,00 100,0 38,3 1,00
“Flowthrough” 0,02 0,1 n.d. - - -

Lavagem 1,55 11,9 n.d. - - -

Elui¢do 9,58 73,4 4,20 84,0 43,8 1,15

Regeneracao 0,99 7,6 - - - -
Recuperacao 12,14 93,0 4,20 84,0 - -
Proteinas totais adsorvidas 10,57 81,0 4,20 84,0 - -

* Proteina Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteinas totais (método de Bradford, 1976).
® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina alimentada no processo x 100.

¢ Imunoglobulina G: Massa determinada por nefelometria.

¢ Massa de IgG em cada etapa dividida pela massa de IgG alimentada no processo x 100.

¢Pureza: Massa de IgG dividida pela massa de proteina total de cada etapa x 100.

" Fator de Purificagdo: razdo entre a pureza da fragdo e a pureza do material alimentado.

n.d.: abaixo do limite de detec¢do do aparelho (0,0093 mg/mL de IgG).

Volume do leito: 5,0 mL.

Os resultados apresentados na Tabela 4-14 e na Figura 4-24 mostram que a
Sepharose-TREN-Cu(Il) adsorveu a totalidade de IgG presente no “spiking”. Entretanto,
esta condicao tamponante ndo apresentou seletividade para a purificacdo de IgG, visto que
algumas proteinas da soja também foram adsorvidas (Figura 4-24).

Estes resultados corroboram com aqueles obtidos por RIBEIRO (2006), que
utilizando o mesmo sistema tamponante para a purificacdo de IgG a partir do plasma
humano, observou alta capacidade de adsorcao de IgG do adsorvente PEVA-TREN-Cu(Il).
No entanto, a alta capacidade de adsor¢do foi associada a baixa seletividade (foi detectada a
presenca de albumina nas fragdes eluidas).

Outro sistema tamponante avaliado para purificacao de IgG foi o tampao MES 25
mmol/L, pH 6,5, por ser apresentada como sendo a condi¢do que proporcionou maior
seletividade na purificacdo de IgG em “spiking” de extrato de soja por Sepharose-TREN
(conforme resultados apresentados na Figura 4-17 e na Tabela 4-7). Entretanto, para tornar
esta condi¢do experimental mais proxima as condic¢des cldssicas de IMAC (GUTIERREZ
et al., 2007; BRESOLIN et al. 2009b), acrescentou-se 2 mmol/L. de imidazol no tampao de

adsor¢do, e a eluicdo foi realizada com o agente competidor imidazol a 300 mmol/L,
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mantendo-se o pH em 6,5. O imidazol é agente competitivo, proporcionando, dependendo
da concentracdo no meio, a dessor¢do das proteinas complexadas, evitando condi¢des de
baixo pH na eluicio (WONG et al., 1991). Os resultados encontram-se na Figura 4-25 e
Tabela 4-15.
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Figura 4-25. Perfil cromatogréfico e eletroforético de adsor¢do de proteinas da soja com “spiking” de IgG
humana em Sepharose-TREN-Cu(Il), a partir de extrato de soja em MES 25 mmol/L, 2 mmol/L imidazol, pH
6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Fracdes coletadas: 2,0 mL. (A) alimentac¢do: 10,0 mL de
extrato de soja com “spiking” de 100 pL de IgG humana (50 mg/mL), perfazendo uma concentragdo de IgG
de 0,5 mg/mL; Lavagem: MES 25 mmol/L, 2 mmol/L imidazol, pH 6,5; (E) elui¢do: MES 25 mmol/L, 300
mmol/L imidazol, pH 6,5; (R) regeneracdo: EDTA 50 mmol/L, pH 7,0. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras
em condi¢des desnaturantes e ndo-redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a 12,5%. Faixas: (A) amostra inicial; (4 a
6) fracdes “flowthrough”; (L) “pool” das fracdes 8 a 10 da lavagem; (21 a 23) fragdes da elui¢do e (R) “pool”
das fracdes 34 a 36 da regeneracdo; (HMW) marcador de alta massa molecular; (M) marcador de IgG;
(LMW) marcador de baixa massa molecular.



Capitulo 4: Resultados e Discussdo 94

Tabela 4-15. Balango de massa de proteinas totais e de IgG da cromatografia em Sepharose-TREN-Cu(II)
realizadas em: MES 25 mmol/L, 2 mmol/L imidazol, pH 6,5 e dessor¢do por acréscimo de 300 mmol/L de
imidazol no tampao de adsorcdo.

Etapas PT%(mg) PT°(%) IgG'(mg) IgG%(%) Pureza®(%) FP'
Amostra inicial 16,26 100,0 4,81 100,0 29,6 1,00
“Flowthrough” 0,12 0,7 0,10 2,0 83,3 2,81

Lavagem 0,59 3,6 0,37 7,7 62,7 2,12

Eluicdo 6,39 39,3 3,83 79,6 59,9 2,03
Regeneracao 6,98 429 - - - -
Recuperacao 14,08 86,6 4,30 89,3 - -

Proteinas adsorvidas 13,37 82,2 3,83 79,6 - -

* Proteina Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteinas totais (método de Bradford, 1976).
® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina alimentada no processo x 100.

¢ Imunoglobulina G: Massa determinada por nefelometria.

¢ Massa de IgG em cada etapa dividida pela massa de IgG alimentada no processo x 100.

¢Pureza: Massa de IgG dividida pela massa de proteina total de cada etapa x 100.

" Fator de Purificagdo: razdo entre a pureza da fragdo e a pureza do material alimentado.

Volume do leito: 5,0 mL.

Observa-se que foi possivel a purificacao de IgG do “spiking” de extrato de soja por
cromatografia de afinidade IMAC negativa. Porém, de acordo com a Tabela 4-15, pequena
quantidade da IgG inicialmente alimentada na coluna foi purificada (9,7%) e a pureza
obtida das fracdes “flowthrough” e lavagem foram de 83,3 e 62,7%, respectivamente. Este
fato também pode ser visualizado na eletroforese da Figura 4-25a, na qual se observa tracos
(bandas leves) de proteinas nas etapas “flowthrough” e lavagem de massa molecular em
torno de 45 kDa.

Para realizar uma andlise comparativa e avaliar a influéncia da presenca do imidazol
no tampao de adsorcao, realizou-se um experimento sem a presenca do imidazol no tampao
de equilibrio (MES 25 mmol/L, pH 6,5), mantendo, contudo, a eluicdo com gradiente

descontinuo de imidazol (Figura 4-26 e Tabela 4-16).
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Figura 4-26. Perfil cromatogréfico e eletroforético de adsor¢do de proteinas da soja com “spiking” de IgG
humana em Sepharose-TREN-Cu(Il), a partir de extrato de soja em MES 25 mmol/L, pH 6,5. Volume do
leito: 5,0 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Fragdes coletadas: 2,0 mL. (A) alimentagcdo: 10,0 mL de extrato de soja
com “spiking” de 100 pL de IgG humana (50 mg/mL), perfazendo uma concentracdo de IgG de 0,5 mg/mL;
(L) lavagem: MES 25 mmol/L, pH 6,5; (E) eluicdio: MES 25 mmol/L, 300 mmol/L. imidazol, pH 6,5; (R)
regeneracdo: EDTA 50 mmol/L, pH 7,0. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condi¢des desnaturantes e
ndo-redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a 12,5%. Faixas: (A) amostra inicial; (3 a 6) fracdes “flowthrough”; (L)
“pool” das fragdes 9 e 10 da lavagem; (E) “pool” das fracdes 16 a 20 da elui¢do e (R) “pool” das fragdes 32 a
34 da regeneracido; (HMW) marcador de alta massa molecular; (M) marcador de IgG; (LMW) marcador de
baixa massa molecular.

Tabela 4-16. Balango de massa de proteinas totais e de IgG da cromatografia em Sepharose-TREN-Cu(II)
realizadas em: MES 25 mmol/L, pH 6,5 e dessor¢ao por acréscimo de 300 mmol/L de imidazol no tampao de
adsorc@o.

Etapas PT%(mg) PT°(%) IgG‘(mg) IgG%(%) Pureza®(%) FP'
Amostra inicial 13,20 100,0 4,60 100,0 34,8 1,00
“Flowthrough” 0,07 0,5 0,04 0,9 57,1 1,64

Lavagem 0,33 2,5 0,12 2,6 36,4 1,04

Eluicdo 6,19 46,9 3,80 82,6 61,4 1,76
Regeneracao 4,30 32,6 - - - -
Recuperacao 10,89 82,5 3,96 86,1 - -

Proteinas adsorvidas 10,49 79,5 3,80 82,6 - -

* Proteina Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteinas totais (método de Bradford, 1976).
® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina alimentada no processo x 100.

¢ Imunoglobulina G: Massa determinada por nefelometria.

¢ Massa de IgG em cada etapa dividida pela massa de IgG alimentada no processo x 100.

¢Pureza: Massa de IgG dividida pela massa de proteina total de cada etapa x 100.

" Fator de Purificag@o: razdo entre a pureza da fragdo e a pureza do material alimentado.

Volume do leito: 5,0 mL.
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De acordo com os resultados apresentados na Figura 4-26 e Tabela 4-16, a auséncia
do imidazol no tampao de adsor¢@o ndo influenciou o processo de adsorcdo de proteinas em
Sepharose-TREN-Cu(Il), uma vez que apenas 3,5% das proteinas alimentadas ndo foram
adsorvidas enquanto que 4,3% das proteinas ndo foram adsorvidas quando o imidazol fazia

parte da constituicao do tampao de adsorcao.

4.3.2. Sepharose-TREN-Ni(II)

O fon metdlico niquel foi quelatado ao agente quelante TREN por apresentar, de
modo geral, maior seletividade na adsorcdo de proteinas em IMAC. Segundo
SULKOWSKI (1989), a presenca de dois residuos de histidina disponiveis para a
coordenagdo € requerida para a retencdo de proteinas em géis contendo o fon metélico
niquel imobilizado. As condi¢des utilizadas para realizacdo da cromatografia em
Sepharose-TREN-Ni(II) foram similares aquelas utilizadas na cromatografia negativa em
Sepharose-TREN, com alimentacdo de 10,0 mL de extrato de soja com “spiking” de 100
UL de IgG humana (50 mg/mL) em MES 25 mmol/L, 2 mmol/L imidazol, pH 6,5; MES 25
mmol/L, pH 6,5 e MES 25 mmol/L, 1,0 mol/L NaCl, 2 mmol/L imidazol, pH 6,5. Incluiu-
se NaCl nos tampdes de adsorcdo e eluicdo visando a predominancia de formacdo de
ligacdes de coordenacdo, minimizando a ocorréncia de interagdes eletrostaticas (PORATH,
1975). A etapa de eluicao foi feita acrescentando-se um agente competidor (300 mmol/L de
imidazol), nas trés cromatografias. Nas Figuras 4-27 a 4-29 e Tabelas 4-17 a 4-19

encontram-se os resultados destes experimentos.
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Figura 4-27. Perfil cromatogréfico e eletroforético de adsor¢do de proteinas da soja com “spiking” de IgG
humana em Sepharose-TREN-Ni(II), a partir de extrato de soja em MES 25 mmol/L, 2 mmol/L imidazol, pH
6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Fracdes coletadas: 2,0 mL. (A) alimentac¢do: 10,0 mL de
extrato de soja com “spiking” de 100 puL de IgG humana (50 mg/mL), perfazendo uma concentragdo de IgG
de 0,5 mg/mL; Lavagem: MES 25 mmol/L, 2 mmol/L imidazol, pH 6,5; (E) eluicao: MES 25 mmol/L, 300
mmol/L imidazol, pH 6,5; (R) regeneracdo: EDTA 50 mmol/L, pH 7,0. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras
em condi¢des desnaturantes e ndo-redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a 12,5%. Faixas: (A) amostra inicial; (3 a
6) fracdes “flowthrough”; (L) “pool” das fragdes 7 a 10 da lavagem; (E) “pool” das fracdes 22 a 25 da eluigdo
e (R) “pool” das fragdes 39 a 41 da regeneraciao; (HMW) marcador de alta massa molecular; (M) marcador de
IgG; (LMW) marcador de baixa massa molecular.

Tabela 4-17. Balango de massa de proteinas totais e de IgG da cromatografia em Sepharose-TREN-Ni(II)
realizadas em: MES 25 mmol/L, 2 mmol/L imidazol, pH 6,5 e dessor¢do por acréscimo de 300 mmol/L de
imidazol no tampao de adsor¢do.

Etapas PT%mg) PT°(%) IgG°(mg) IgG%(%) Pureza®(%) FP'

Amostra inicial 13,59 100,0 5,00 100,0 36,8 1,00

“Flowthrough” 0,27 2,0 0,30 6,1 111,1 3,02

Lavagem 1,11 8,2 1,02 20,5 91,9 2,50

Eluicdo 6,40 47,1 2,84 56,8 444 1,21
Regeneracao 3,24 23.8 - - - -
Recuperacao 11,02 81,1 4,16 83,4 - -
Proteinas totais adsorvidas 9,64 70,9 2,84 56,8 - -

* Proteina Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteinas totais (método de Bradford, 1976).
® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina alimentada no processo x 100.
¢ Imunoglobulina G: Massa determinada por nefelometria.
¢ Massa de IgG em cada etapa dividida pela massa de IgG alimentada no processo x 100.
¢ Pureza: Massa de IgG dividida pela massa de protefna total de cada etapa x 100.
£ . - - - . .
Fator de Purificacdo: razdo entre a pureza da fracio e a pureza do material alimentado.
Volume do leito: 5,0 mL.
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Figura 4-28. Perfil cromatogréfico e eletroforético de adsor¢do de proteinas da soja com “spiking” de IgG
humana em Sepharose-TREN-Ni(Il), a partir de extrato de soja em MES 25 mmol/L, pH 6,5. Volume do
leito: 5,0 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Frac¢des coletadas: 2,0 mL. (A) alimentacdo: 10,0 mL de extrato de soja
com “spiking” de 100 pL de IgG humana (50 mg/mL), perfazendo uma concentracio de IgG de 0,5 mg/mL;
(L) lavagem: MES 25 mmol/L, pH 6,5; (E) eluicdo: MES 25 mmol/L, 300 mmol/L imidazol, pH 6,5; (R)
regeneracdo: EDTA 50 mmol/L, pH 7,0. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condi¢des desnaturantes e
nao-redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a 12,5%. Faixas: (A) amostra inicial; (3 a 6) fragdes “flowthrough”; (L)
“pool” das fracdes 8 e 9 da lavagem; (E) “pool” das fracdes 17 a 20 da eluicdo e (R) “pool” das fracdes 31 a
32 da regenerac¢dao; (HMW) marcador de alta massa molecular; (M) marcador de IgG; (LMW) marcador de
baixa massa molecular.

Tabela 4-18. Balango de massa de proteinas totais e de IgG da cromatografia em Sepharose-TREN-Ni(II)
realizadas em: MES 25 mmol/L, pH 6,5 e dessor¢do por acréscimo de 300 mmol/L de imidazol no tampao de
adsor¢ao.

Etapas PT%(mg) PT(%) IgG'(mg) I1gG%(%) Pureza®(%) FP'
Amostra inicial 13,51 100,0 4,80 100,0 35,5 1,00
“Flowthrough” 0,27 2,0 0,28 5.8 103,7 2,92

Lavagem 0,77 5,7 0,84 17,5 109,1 3,07

Eluicao 6,84 50,6 3,00 62,5 43,8 1,23
Regeneracao 3,53 26,1 - - - -
Recuperagao 11,41 84,4 4,12 85,8 - -

Proteinas adsorvidas 10,37 76,7 3,00 62,5 - -

* Proteina Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteinas totais (método de Bradford, 1976).
® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina alimentada no processo x 100.
¢ Imunoglobulina G: Massa determinada por nefelometria.
¢ Massa de IgG em cada etapa dividida pela massa de IgG alimentada no processo x 100.
¢ Pureza: Massa de IgG dividida pela massa de protefna total de cada etapa x 100.
£ P - - - . .
Fator de Purificacdo: razdo entre a pureza da fracio e a pureza do material alimentado.
Volume do leito: 5,0 mL.
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Figura 4-29. Perfil cromatogréfico e eletroforético de adsor¢do de proteinas da soja com “spiking” de IgG
humana em Sepharose-TREN-Ni(II), a partir de extrato de soja em MES 25 mmol/L, 1,0 mol/L NaCl, 2
mmol/L imidazol, pH 6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Fra¢des coletadas: 2,0 mL. (A)
alimentag@o: 10,0 mL de extrato de soja com “spiking” de 100 uL de IgG humana (50 mg/mL), perfazendo
uma concentragdo de IgG de 0,5 mg/mL; (L) lavagem: MES 25 mmol/L, 1,0 mol/L NaCl, 2 mmol/L imidazol,
pH 6,5; (E) eluicdo: MES 25 mmol/L, 1,0 mol/L NaCl, 300 mmol/L imidazol, pH 6,5; (R) regeneracdo:
EDTA 50 mmol/L, pH 7,0. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condi¢des desnaturantes e ndo-redutoras:
(a) gel a 7,5%; (b) gel a 12,5%. Faixas: (A) amostra inicial; (3 a 6) fracdes “flowthrough”; (L) “pool” das
fracdes 7 a 10 da lavagem; (E) “pool” das fragcdes 19 e 20 da eluicdo e (R) “pool” das fragdes 26 e 27 da
regeneracdo; (HMW) marcador de alta massa molecular; (M) marcador de IgG; (LMW) marcador de baixa

massa molecular.

Tabela 4-19. Balango de massa de proteinas totais e de IgG da cromatografia em Sepharose-TREN-Ni(II)
realizadas em: MES 25 mmol/L, 1,0 mol/L. NaCl, 2 mmol/L imidazol, pH 6,5 e dessor¢do por acréscimo de

300 mmol/L de imidazol no tampao de adsor¢do.

Etapas PT%mg) PT°(%) IgG°(mg) IgG%(%) Pureza®(%) FP'
Amostra inicial 13,11 100,0 5,00 100,0 38,1 1,00
“Flowthrough” 2,94 22,4 1,25 25,0 42,5 1,11
Lavagem 9,80 74,8 3,32 66,4 33,9 0,89
Eluicdo 1,06 8,1 0,05 0,1 4,7 0,12
Regeneracao 0,08 0,6 - - - -
Recuperacao 13,88 105.,9 4,62 92,5 - -
Proteinas totais adsorvidas 1,15 8.8 0,05 0,1 - -

* Proteina Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteinas totais (método de Bradford, 1976).
® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina alimentada no processo x 100.

¢ Imunoglobulina G: Massa determinada por nefelometria.
¢ Massa de IgG em cada etapa dividida pela massa de IgG alimentada no processo x 100.

¢ Pureza: Massa de IgG dividida pela massa de protefna total de cada etapa x 100.
" Fator de Purificagdo: razdo entre a pureza da fragio e a pureza do material alimentado.

Volume do leito: 5,0 mL.
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Como observado na Figura 4-27, em tampao de adsor¢do na auséncia de NaCl
alimentando-se a coluna com extrato de soja com “‘spiking” de IgG humana (0,5 mg/mL),
verificou-se que a IgG recuperada nas etapas “flowthrough” e lavagem (26,6% da IgG
alimentada) € de elevada pureza. A IgG foi purificada por cromatografia negativa em
IMAC, apesar de quase 57% de IgG permanecer adsorvida (sendo recuperada com
impurezas do extrato de soja, contudo com fator de purificagdo de 1,21). Em relacdo a
cromatografia utilzando Sepharose-TREN sem metal, 0 método de IMAC € mais complexo
e demanda mais tempo de operacdo. Além destes aspectos, dependendo das condicdes
operacionais utilizadas (tampao, pH, vazao, etc) pode ocorrer o desprendimento de metal
durante a cromatografia, o que acarreta a inclusao de mais etapas na purificacdo da proteina
de interesse.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 4-28 e Tabela 4-18, a auséncia
do imidazol no tampao ndao apresentou grande influéncia no processo de adsorcdo de
proteinas em Sepharose-TREN-Ni(Il), uma vez que 23,3% das proteinas alimentadas ndo
foram adsorvidas, enquanto que 26,6% das proteinas ndo foram adsorvidas quando o
imidazol fazia parte da constitui¢ao do tampao de adsorcdo (Figura 4-27 e Tabela 4-17).

De acordo com os resultados apresentados nas eletroforeses da Figura 4-29, parte
das proteinas da soja foi adsorvida, enquanto outras foram detectadas nas fracOes
“flowthrough” e lavagem. Foram detectadas 91,4% da IgG alimentada nas etapas
“flowthrough” e lavagem, porém a pureza destas fracdes foram de apenas 42,5 e 33,9%
respectivamente. A adi¢ao de NaCl no tampao de adsor¢do visou a minimizagao de ligagcdes
eletrostdticas, fazendo com que ligagdes de coordenacdo prevalecessem. Contudo, a
predominancia destas ligagdes de coordenacdo fez com que essa condi¢do ndo fosse
favoravel a purificagdo de IgG humana de “spiking” em extrato de soja.

O quelato TREN-Ni(II) imobilizado em membranas de PEVA foi utilizado para
purificacdo de anticorpos monoclonais murinos do isotipo IgG; por BRESOLIN (2006), em
tampdo Tris-HCI 50 mmol/L na presenca e na auséncia de NaCl, a partir de sobrenadante
de cultura celular precipitado e dialisado. Em termos de capacidade de adsorcdao de
proteinas totais, o autor mostrou que as capacidades de adsor¢do de PEVA-TREN-Ni(II) foi
de 0,50 mg/g adsorvente em tampao contendo 1 mol/L. de NaCl e 3,23 mg/g adsorvente

quando utilizou-se o sistema tamponante sem sal. A adi¢do de sal reprimiu principalmente
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as interagdes entre o adsorvente (com carga liquida total positiva) e a albumina (com carga
liquida negativa). Em contrapartida, a IgG; monoclonal foi adsorvida, pois possui pl entre
7,35 e 8,35 (SERPA, 2002), juntamente com alguns contaminantes, exceto a albumina.
RIBEIRO (2006) apresentou andlise similar a de BRESOLIN (2006) visando a
purificagcdo de IgG a partir do plasma humano em PEVA-TREN-Ni(II). Segundo a autora, o
tampao Tris-HCI, na auséncia de sal, favoreceu maior adsor¢cio de IgG na membrana,
porém acompanhada de grande quantidade de albumina, demonstrando baixa seletividade
para a purifica¢do de IgG. O adsorvente encontra-se com carga geral positiva, enquanto a
albumina (pl 4,8) e algumas moléculas de IgG (6,3 < pI < 9,0 ) apresentam carga negativa
em pH 7,0. O tampdo Tris, na auséncia de sal, favoreceu a adsorcdo de albumina e de
IgGs, que se apresentam com carga liquida negativa em pH 7,0 devido as interagdes
eletrostdticas. Quando o tampao Tris foi acrescido de NaCl, o adsorvente PEVA-TREN-
Ni(II) apresentou baixa capacidade de adsorc¢do de IgG (8% da IgG adsorvida em tampao
sem sal), porém maior seletividade e forte retencao. Neste caso, IgG foi detectada somente
nas fracdes de regeneracdo, enquanto que albumina ndo foi detectada nas fracdes retidas,
comprovando que a albumina interage eletrostaticamente com PEVA-TREN-Ni(Il) quando

em presenca do tampao de baixa for¢a ionica Tris-HCI (auséncia de NaCl).

4.3.2.1. Pontos isoelétricos das moléculas de IgG retidas e nao retidas em Sepharose-
TREN-Ni(II)

Como a IgG humana utilizada neste trabalho € policlonal e apresenta diferentes
subclasses com valores de pl distintos, realizou-se eletroforese de focalizagcdo isoelétrica
(IEF) para determinac¢do dos pl das moléculas presentes nas fracdes retidas e nao retidas da
cromatografia visando a elucidag¢do da contribui¢cao de interacdes eletrostdticas entre a IgG
e Sepharose-TREN-Ni(Il). Para o experimento de IEF, fez-se necesséaria a realizacdo de
uma cromatografia com 1,0 mL de injecao de IgG policlonal comercial de alta pureza na
concentracdo de 5,0 mg/mL em MES 25 mmol/L, pH 6,5 com elui¢do por acréscimo de 300
mmol/L. de imidazol em leito de 5,0 mL de Sepharose-TREN-Ni(II). Esta condicdo foi

utilizada por ser a que proporcionou os melhores resultados de purificacdo de IgG humana
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em “spiking” de extrato de soja em Sepharose-TREN-Ni(I). Os resultados estao

apresentados na Figura 4-30 e Tabela 4-20.
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Figura 4-30. Perfil cromatografico e eletroforese de focalizacdo isoelétrica (IEF) de adsor¢do de IgG humana
de alta pureza em Sepharose-TREN-Ni(II), em MES 25 mmol/L, pH 6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazao:
0,5 mL/min. Fragdes coletadas: 2,0 mL. (A) alimenta¢do: 1,0 mL de IgG humana (5,0 mg/mL); (L) lavagem:
MES 25 mmol/L, pH 6,5; (E) eluicio: MES 25 mmol/L, 300 mmol/L imidazol, pH 6,5; (R) regeneragao:
EDTA 50 mmol/L, pH 7.0. IEF - Faixas: (M) marcador de ponto isoelétrico; (A) amostra inicial; (L) fracdo 4
da lavagem; (E) fracdo 19 da eluicéo.

Tabela 4-20. Balango de massa da cromatografia em Sepharose-TREN-Ni(II) realizadas com IgG humana de
alta pureza em: MES 25 mmol/L, pH 6,5 e dessorc¢do por acréscimo de 300 mmol/L de imidazol no tampao de
adsorc@o.

Etapas PT*(mg) PT(%)
Amostra inicial 5,06 100,0
Lavagem 3,08 60,1
Eluicao 2,21 43,7
Regeneragao 0,15 2,9
Recuperagao 5,44 106,8
Proteinas totais adsorvidas 2,36 46,6

* Proteina Total: Massa determinada por meio de absorbincia a 280 nm.
® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina alimentada no processo x 100.
Volume do leito: 5,0 mL.

As moléculas de IgG obtidas na etapa de lavagem apresentam valores de pl na faixa
de aproximadamente 6,85 e 9,3, sendo, entdo, moléculas que encontram-se com carga

liquida total positiva no pH trabalhado (6,5), indicando que as mesmas sofreram repulsao
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eletrostdtica devido a carga positiva do adsorvente. Por sua vez, moléculas de IgG com
cargas negativas, neutras e levemente positivas em pH 6,5, com valores de pl na faixa de
aproximadamente 5,5 a 7,35, foram adsorvidas, indicando que, possivelmente, as interacoes
dessas moléculas de IgG com o adsorvente sejam predominantemente de natureza
eletrostatica.

O tampao MES, como se encontra em auséncia de NaCl, pode possibilitar, além da
formacdo de ligacOes de coordenagdo, a ocorréncia de interagdes eletrostdticas entre
proteina e metal imobilizado. O quelato TREN-Ni(Il) em pH 6,5, encontra-se com carga
liquida positiva, repelindo eletrostaticamente as proteinas de carga positiva e atraindo as de
carga negativa, como demonstra a IEF apresentada.

Resultados similares de focalizacdo isoelétrica foram apresentados por BRESOLIN
et al. (2009a), onde os autores utilizaram alimentac¢do de IgG humana comercial (5,8 < pI <
9,0) em agarose-TREN (sem ion metdlico quelatado), em sistema tamponante idéntico ao
utilizado neste experimento (MES 25 mmol/L, pH 6,5). Detectou-se na etapa de lavagem
IgG com valores de pl entre 6,3 a 9,0, enquanto na elui¢do (acréscimo de 0,4 mol/L. NaCl
no tampao de lavagem) detectou-se IgG de menores valores de pl (5,8 — 7,3).

Conclui-se, a partir destes resultados, que a presenca do fon metdlico nao

influenciou a purificacdo e a interacdo das moléculas IgG com a matriz cromatografica.

4.4. PURIFICACAO DE IgG HUMANA ADICIONADA (“SPIKING”) EM
EXTRATO DE SOJA POR CROMATOGRAFIA NEGATIVA: UTILIZACAO DA
RESINA DE TROCA IONICA SEPHAROSE-DEAE

Utilizou-se o adsorvente Sepharose-DEAE (dietil aminoetil) como matriz de
controle na purificacdo de IgG de “spiking” de extrato de soja, por ser um adsorvente
classico e largamente empregado como matriz de troca idnica e ter carga positiva como o
TREN. O grupo funcional DEAE imobilizado em matriz celulose foi utilizado
primeiramente por FAHEY e HORBETT (1959) para purificagdo de gama-globulinas por
cromatografia de troca idnica. Por sua vez, LOWE et al. (1982), BIRD et al. (1984) e
PERSSON (1987) utilizaram o gel DEAE-celulose em etapas de pré-purificacdo visando a
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posterior separacdo de subclasses de IgG em colunas Sepharose contendo anticorpos
monoclonais imobilizados. TANAKA e colaboradores (1998 e 2000) utilizaram Sepharose-
DEAE em um processo multietapas de purificacdo de IgG humana por cromatografia
negativa, a partir das fracdes Cohn e de criossobrenadante. Por sua vez, SOUZA (2009)
utilizou o gel Sepharose-DEAE como controle na purificacdo de IgG a partir do soro
humano por cromatografia negativa em um processo de tUnica etapa, comparando a
seletividade e capacidade com aquelas obtidas em adsorvente contendo diferentes diaminas

lineares imobilizadas em agarose.

4.4.1. Adsorcao de proteinas da soja em Sepharose-DEAE

Realizou-se cromatografia com 10,0 mL de extrato de soja (sem ‘“spiking”) na
melhor condi¢do encontrada para a adsor¢do das proteinas da soja em Sepharose-TREN
(MES 25 mmol/L pH 6,5) em coluna com leito de 5,0 mL de Sepharose-DEAE, a fim de
comparar os resultados obtidos nestas duas matrizes. Os resultados obtidos para Sepharose-

DEAE estao apresentados na Figura 4-31 e na Tabela 4-21.
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Figura 4-31. Perfil cromatografico e eletroforético de adsor¢cdo de proteinas da soja em Sepharose-DEAE, a
partir de extrato de soja em MES 25 mmol/L, pH 6,5. Volume do leito: 5,0 mL. Vazio: 0,5 mL/min. Fra¢des
coletadas: 2,0 mL. (A) alimentacdo: 10,0 mL de extrato de soja; (L) lavagem: MES 25 mmol/L, pH 6,5; (E)
eluicdo MES 25 mmol/L, NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R) regeneragdo: NaOH 50 mmol/L. Eletroforeses SDS-
PAGE, amostras em condi¢gdes desnaturantes e nao-redutoras: (a) gel a 7,5%; (b) gel a 12,5%. Faixas: (A)
amostra inicial; (L) “pool” das fragdes 8 e 9 da lavagem; (E) “pool” das fragdes 15 a 17 da eluicdo e (R)
“pool” das fracdes 22 e 23 da regeneracdo; (HMW) marcador de alta massa molecular; (LMW) marcador de
baixa massa molecular.
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Tabela 4-21. Balango de massa de proteinas totais da cromatografia em Sepharose-DEAE realizada com
extrato de soja puro em: MES 25 mmol/L, pH 6,5 e dessor¢do por acréscimo de 1,0 mol/L de NaCl no tampao
de adsorcdo.

Etapas PT*(mg) PT (%)
Amostra inicial 11,51 100,0
“Flowthrough” 0,07 0,6

Lavagem 0,21 1,8

Eluicdo 10,04 87,3

Regeneragao 0,29 2,5
Recuperacao 10,60 92,2
Proteinas totais adsorvidas 10,33 89,8

* Proteina Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteinas totais (método de Bradford, 1976).
® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina alimentada no processo x 100.
Volume do leito: 5,0 mL.

De acordo com o balanco de massa apresentado na Tabela 4-21, apenas 2,4% das
proteinas da soja foram detectadas nas fracOes de lavagem. As eletroforeses apresentadas
na Figura 4-31 confirmam que esta matriz se apresentou favordvel na adsor¢c@o de proteinas
do extrato de soja e a indicam como candidata para a purificacdo de IgG de “spiking” em

extrato de soja por cromatografia negativa.

4.4.2. Purificacao de IgG humana adicionada (‘“spiking”) em extrato de soja por

cromatografia negativa em Sepharose-DEAE

A partir dos resultados apresentados no item 4.4.1 realizou-se nova cromatografia
em coluna contendo 5,0 mL de Sepharose-DEAE, alimentando-se 10,0 mL de extrato de
soja com “spiking” de 100 uL de IgG humana (50 mg/mL), perfazendo uma concentracao
de IgG de 0,5 mg/mL. Uma vez que Sepharose-DEAE € uma matriz anidnica e que se
encontra carregada positivamente na condi¢do trabalhada (MES 25 mmol/L pH 6,5),
espera-se que as IgGs de pl superior a 6,5 (estardo carregadas positivamente) ndo sejam
adsorvidas e sejam detectadas na etapa de lavagem. Os resultados obtidos estdao

apresentados na Figura 4-32 e Tabela 4-22.
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Figura 4-32. Perfil cromatogréfico e eletroforético de adsor¢do de proteinas da soja com “spiking” de IgG
humana em Sepharose-DEAE, a partir de extrato de soja em MES 25 mmol/L, pH 6,5. Volume do leito: 5,0
mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Fracdes coletadas: 2,0 mL. (A) alimentagcdo: 10,0 mL de extrato de soja com
“spiking” de 100 uL de IgG humana (50 mg/mL), perfazendo uma concentracio de IgG de 0,5 mg/mL; (L)
lavagem: MES 25 mmol/L, pH 6,5; (E) eluicdo MES 25 mmol/L, NaCl 1,0 mol/L pH 6,5; (R) regeneragao:
NaOH 50 mmol/L. Eletroforeses SDS-PAGE, amostras em condi¢des desnaturantes e ndo-redutoras: (a) gel a
7,5%; (b) gel a 12,5%. Faixas: (A) amostra inicial; (L) “pool” das fragdes 16 a 18 da lavagem; (E) “pool” das
fragdes 23 a 26 da eluicdo e (R) “pool” das fragdes 39 e 40 da regeneragdo; (HMW) marcador de alta massa
molecular; (M) marcador de IgG; (LMW) marcador de baixa massa molecular.

Tabela 4-22. Balanco de massa de proteinas totais e de IgG da cromatografia em Sepharose-DEAE realizadas

com “spiking” de IgG em: MES 25 mmol/L, pH 6,5 e dessor¢@o por acréscimo de 1,0 mol/L. de NaCl no
tampao de adsorc¢do.

Etapas PT%(mg) PT°(%) IgG'(mg) IgG%(%) Pureza®(%) FP'
Amostra inicial 15,56 100,0 5,00 100,0 32,1 1,00
“Flowthrough” 0,04 0,3 0,02 0,4 50,0 1,56

Lavagem 1,04 6,7 0,90 18,0 86,5 2,69

Eluicao 12,38 79,6 4,00 80,0 32,3 1,01
Regeneracao 0,08 0,5 - - - -
Recuperagao 13,54 87,1 4,92 98,4 - -

Proteinas adsorvidas 12,46 80,1 4,00 80,0 - -

* Proteina Total: Massa determinada por meio da dosagem de proteinas totais (método de Bradford, 1976).
® Massa de proteina em cada etapa dividida pela massa de proteina alimentada no processo x 100.

¢ Imunoglobulina G: Massa determinada por nefelometria.

¢ Massa de IgG em cada etapa dividida pela massa de IgG alimentada no processo x 100.

¢Pureza: Massa de IgG dividida pela massa de proteina total de cada etapa x 100.

" Fator de Purificag@o: razdo entre a pureza da fragdo e a pureza do material alimentado.
Volume do leito: 5,0 mL.
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De acordo com a eletroforese da Figura 4-32a foi possivel purificar IgG humana
adicionada em extrato de soja por cromatografia negativa em Sepharose-DEAE. Foram
detectados 18,4% de proteinas nas fracdes ndo adsorvidas da cromatografia (Tabela 4-22)
com pureza de 86,5%. Comparativamente aos resultados obtidos em Sepharose-TREN
(Figura 4-17 e Tabela 4-7) nas mesmas condicdes de trabalho, foram detectados 35,8% de
proteinas nas fragdes ndo adsorvidas, com pureza de 100%, indicando que o adsorvente
Sepharose-TREN se mostrou mais eficiente para purificagcdo de IgG humana adicionada
artificialmente em extrato de soja quando comparado ao adsorvente cldssico Sepharose-
DEAE.

SOUZA (2009) obteve IgG livre de impurezas nas fracdes “flowthrough” na curva
de ruptura em leito de 3,0 mL de DEAE-agarose, alimentando 30,0 mL de solu¢do de soro
humano diluido vinte vezes em tampao HEPES pH 6,8, recuperando 52% da IgG
alimentada, indicando que, com a utilizacdo deste adsorvente cldssico de troca idnica, €
possivel realizar a purificagdo de IgG humana por cromatografia negativa em um unica

etapa.
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CAPITULO 5: CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que Sepharose-TREN adsorveu
eficientemente proteinas nativas de grdos de soja quando o extrato foi alimentado em
tampao MES 25 mmol/L pH 6,5.

O estudo do efeito da diluicdo do extrato na adsorcdo de proteinas em Sepharose-
TREN mostrou que a concentracdo maxima de proteinas da soja a ser utilizada na amostra
inicial deve ser em torno de 1,0 mg/mL para evitar a precipitacdo de proteinas na coluna. A
capacidade dinamica de adsor¢do de proteinas da soja em Sepharose-TREN foi de 25,4 mg
de proteinas totais/mL de gel, a uma vazao de 0,5 mL/min, similar a valores encontrados na
literatura para adsor¢do de proteinas do soro humano.

A adicgdo artificial de IgG humana (proteina de ampla faixa de pl: 5,8 a 9,0) aos
extratos dos grdos de soja permitiu que a mesma fosse purificada por cromatografia
negativa em Sepharose-TREN em MES 25 mmol/L pH 6,5, recuperando-se 38% da IgG na
etapa de lavagem com pureza de 86%. A realizacdo de “spiking” de proteinas de pl 4cido
(HSA e BSA) e pl basico (aprotinina e lisozima) mostrou que, de fato, ocorreu uma
predominancia de interacOes eletrostaticas entre o ligante TREN e as proteinas.

Experimentos controle de IMAC realizados com os quelatos TREN-Cu(II) e TREN-
Ni(Il) mostraram que foi possivel purificar IgG humana adicionada artificialmente
(“spiking”) aos extratos de grdos de soja, com purezas similares aquelas obtidas na
cromatografia negativa em Sepharose-TREN, porém com menor recuperagdo de I1gG.

Experimentos com Sepharose-DEAE (adsorvente cldssico de troca idnica) mostram
que o DEAE, assim como o TREN, se apresentou favordvel na adsor¢do de proteinas do
extrato de soja. Foi possivel purificar IgG humana adicionada em extrato de soja por
cromatografia negativa em Sepharose-DEAE, porém com menor recuperacdo na etapa de
lavagem, sendo detectado 18,4% de proteinas nas fragdes nao adsorvidas da cromatografia

com pureza de 86,5%.
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CAPITULO 6: SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Diante dos resultados apresentados neste trabalho, torna-se relevante a continuacdo
da pesquisa envolvendo este tema. Assim, as sugestdes aqueles que dardo continuidade a

este trabalho sdo:
1) Estudo das interagdes entre aprotinina e Sepharose-TREN;
2) Estudo das interacdes entre as proteinas do extrato de soja e a lisozima;

3) Realiza¢do de experimentos cromatogrificos com extrato de grdos de milho, a
fim de se obter a condicdo tamponante que proporcione maior adsorcdo das proteinas do

milho em Sepharose-TREN;

4) Adicao artificial de IgG humana, assim como de outras proteinas de diferentes
valores de pl aos extratos de milho a fim de se purificar estas proteinas por cromatografia

negativa em Sepharose-TREN.
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APENDICE A

z

Esta tabela ¢ referente aos experimentos citados no item 4.2.3.2, onde estdo
apresentados os resultados de pH e condutividade de cada fracdo coletada da cromatografia
realizada com alimenta¢ao de 82,0 mL de extrato de soja nas proporg¢des (%, v/v) extrato de
soja/tampao: 50/50 (1,33 mg/mL de proteinas totais) e 45/55 (1,09 mg/mL de proteinas
totais) em coluna de 5,0 mL de Sepharose-TREN.

Tabela A.1. pH e condutividade das fragcdes coletadas das cromatografias em MES 25 mmol/L pH 6,5 e

dessorcdo por acréscimo de 1,0 M NaCl no tampao de adsorc¢io, nas concentracdes de alimentagdo de 1,33 e
1,09 mg/mL.

Concentragdo 1,33 mg/mL Concentragdo 1,09 mg/mL
Fracgdes
pH Condutividade (LS/cm) pH Condutividade (LS/cm)
Alimentagdo 6,60 1128 6,61 1107
1 6,61 1088 6,63 1138
2 6,58 1108 6,63 1199
3 6,60 1105 6,70 1157
4 6,61 1115 6,69 1104
5 6,61 1140 6,70 1115
6 6,62 1090 6,69 1140
7 6,66 1128 6,69 1172
8 6,59 1190 6,70 1203
9 6,59 1191 6,66 1199
10 6,59 1120 6,61 1066
11 6,59 1075 6,58 1175
12 6,60 1115 6,60 1174
13 6,59 1068 6,61 1117
14 6,58 1098 6,61 1169
15 6,59 1125 6,60 1117
16 6,55 1029 6,59 1205
17 6,55 1198 6,60 1198

18 6,56 1175 6,61 1090
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19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
“Pool” lavagem
“Pool” elui¢cdo

“Pool” regeneracao

6,57
6,60
6,58
6,59
6,60
6,61
6,61
6,62
6,61
6,59
6,60
6,60
6,60
6,60
6,61
6,62
6,61
6,63
6,63
6,70
6,69
6,70
6,69
6,69
6,70
6,66
6,68
6,84
11,7

1203
1199
1171
1089
1011
1117
1205
1198
1157
1209
1012
1103
1119
1003
1089
1104
1138
1199
1157
1175
1174
1117
1169
1012
1110
1180
1108

47,0 x 10°

21,6 x 10°

6,61
6,62
6,66
6,59
6,59
6,59
6.61
6,62
6,61
6,59
6,60
6,61
6,59
6,60
6,60
6,60
6,59
6,55
6,55
6,56
6,57
6,60
6,58

6,68
6,84
11,7

1128
1190
1191
1155
1171
1089
1011
1012
1103
1119
1098
1125
1029
1198
1012
1110
1180
1120
1075
1115
1128
1087
1108

1108
52,0x 10°
23,4 x 10°
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APENDICE B

Neste apéndice estd apresentado o laudo da andlise de espectrometria de massa das
amostras de aprotinina (item 4.2.5.1) realizada no Laboratério Thomson de Espectrometria

de Massas do Instituto de Quimica da Unicamp.

o, TholMSon

Themson Mass Speciromelry Labomion

LR

RELATORIO TECNICO DE ANALISE
Aprotinina
01/06/2000

1. Amestras: Solucfes de aprotinina fornecidas pele grupo da Prof Drz. Sdniz - FEQ
iFaculdade de Engenharia Cuimica TUNICAMP).
Armpostra 1: aprotinma alimentagdo em dgua.
Ampstra 2: aprotiina alimentagdio em tampée.
Amogira 3: aprotinina adzorvida na coluna ( recuparagio 20 %)

Amostra 4; aprotming eluida { recuperagdo 80 %)

b

Analizes: Especiromeiniz de masszs com lemizagdo por electrospray (ESI-MS),
utilizando o equipamento LTQ FT Ulra ({ThemoScientific).

3. Metodologia:

As solugdes de aprotinina foram dilnidas em uma mistura de MeOHEHD (30% vva
0.1% vy de dcido formice). A zolugdo for moduzida no eguipamento de ESI-MS
atraves de um sistems sutomatizado (Nanomste — Advion, UKD, com vazdo de 10 pl

A | = R 3
min . Oz espectros foram adquirides no mede peaitivo.
4. Resultados:

Foram cbzervades oz fons carzeteristicos da zprotinine nas zmostraz 1, 2 e 4. Nz
amostra 3 observou-ge wmn ion caracteristico de um peptidec resuliante de wma hidrdlize

dcida dz aprotining. A seguir encontram-ze o expectres de ESI-MS de todas a3 amostras

{ Figura 12 4).

Errata - amostra 4: 1&-se aprotinina nao adsorvida.
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Figura 1: Ezpectro dz ESI+)-ME deconvoluide dz selugdo de aprotimine em dgua

diluida em MeOHH,O.
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Figura 2: Espectro de ESI(=)-BMS deconvoluido da solugdo de aprofinina em tampéo

(MEE) dilnida em M=OHH:O.
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Fizura 3: Ezpectro de ESI(43-05 dz zolugdo de aprotiminz adzsornda na coluna dilmda

am hlaOHH0.
[Rorctinine; H-
i 851713
£
LE IAprnnnE] MES + H-
J SE0E 15
i b i
.: ]
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Fizura 4: Ezpectre de ESII+)-MIS daconvebnde da seolugde d= zpretninma aluida da
coluna diluida em WeOHHO.

Mo espectro da Fizura 1 — aprotiming em @sua — obzarrou-ze o 1om de ms 6311

referante 3 aprotininz protonada. Este ezpectro for deconvoluide otilizando o sofbwars

Errata - Figura 4: 1&-se aprotinina nfo adsorvida da coluna
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o

n Mass SpectTmery Laboraion

XKcalibur ~ThermoScientific — Germany. Ji na Figura 2 o especiro de ESI(+)-MS da
aprotininz na solugfo de tampds | Zeide 2-morfolinoetanosulfinics — MES) observou-se
ions referents 2 aprotining protonads e como adutes com o MES sodizdo. No espectro
de EST{+)-M3 da solugdo de aprotinina zdservida (Figura 3) na coluna cromategréfics
nio observou-ze nenhum ion da zprotinina Contide, constatou-ze = prezenga de um
peptides oriunde de hidrélize dcidz da aprotimina pele N-terminal Na Figura 4 -
azpactre de ESI(+)-MS da zprotinima elnida — foram observados os ions da aprotinine
protonada, dos respectives zdutos desta com MES ¢ sodic além doz peptideos
encontrades na Figura 3.

Oz dados obtidos dos especiros de ESI(+)-MS revelam que a perda de 20% de
aprotining ac ser eluida na coluna cromatorrifica de frocz 1dmce com o ligante riz-(2-
amincetil}amina (TREN) refere-ze @ hidrolize 2cidz da aprotinina durante a ehngdo na
coluna formando o peptidic mostrado na Figura 3. Esta hidrdlize foi evidenciada pela

andlize do espectro da Figurz 3 e 4, que nos revela a presenga dests peptideo.

i 2 2
H—T CHC k-n;-u: ~N-GHT-OH
G CH:  CHy | CHy s he”
ik 1. 1 e BT
i 2=0 ._JH_; 2H o T
= ok r,,. | —
KH g
e

miz E54
Figura 5: Estruturz do peptides ormmde dz hedrolize acida da zprotininz. Este fm
detectado por ESIi=)-1d5 come aduto de MES sodiado.

5, Concluzio.

Com base nos resultados zpresentados, constatou-se que a solugde de aprotinina em
dgua e na solugde de tampdo nfe encontra-se hidrolizada. A hidrolize ocorre quando a2
aprotining elui pela coluna cromatografica de troca ibnica, formande o peptidec: Arg —Pro
— Asp—Phe — Cvz . A formagdo deste peptidec € 2 czuza provavel da redugdo observada da

recuperagio da aprotinina em tome de 20 2%

Mlarcos W Eberlin



