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Resumo

Atualmente, a purificacdo de proteinas do plasma utilizando métodos seletivos
(cromatograficos) tem sido visto pela indistria farmacéutica como uma operagiio necessaria, uma vez
que proteinas altamente purificadas limitam os riscos de efeitos colaterais em pacientes. Por isso, o
desenvolvimento de métodos seletivos de purificagio em larga escala sdo hoje indispensiveis para
aumentar a diversidade, melhorar o rendimento e o grau de pureza das proteinas terapéuticas extraidas
do plasma. No presente trabalho estuda-se a viabilidade de separar imunoglobulina G (IgG) a partir do
plasma humano utilizando cromatografia de afinidade com fons metilicos imobilizados, IMAC. Esta
técnica explora a afinidade de proteinas por ions metalicos imobilizados e tem sido utilizada para
purificar vérias proteinas e peptideos.

Experimentos cromatograficos foram realizados com IgG humana pura para selecionar o ion
metélico entre Cu®", Ni*', Zn®" e Co™", a ser imobilizado no agente quelante (IDA) e varios tampdes
foram testados na etapa de adsorg@o. As proteinas adsorvidas no suporte foram eluidas pela protonagio
dos grupos doadores de elétrons da proteina reduzindo-se o pH do meio ou por competigio com outra
espécie doadora de elétrons (gradiente crescente da concentragdo de imidazol).

Estes ions metalicos imobilizados no agente quelante IDA apresentaram diferentes forgas de
retengio da proteina (IgG humana pura). Selecionado o ion metalico Ni**, a seletividade do suporte em
adsorver IgG foi determinada empregando plasma humanco de individuos sadios. Como IgG ndo foi
purificada em IDA-Ni’~ a niveis expressivos, utilizou-se uma segunda coluna em série com a primeira,
a fim de obter maior pureza de IgG. Analises nefelométricas da fracdo retida em colunas IDA-Zn*"
em série com IDA-Ni** ¢ eluida a pH 5,0 mostraram a presenga de 41,90% de IgG, 1,34% de IgM,
2,10% de IgA e 54,69% de transferrina. As proteinas contaminantes, transferrina ¢ IgM, podem ser
removidas da amostra por cromatografia de filtragio em gel.

A analise realizada por focalizagfo iscelétrica das fragdes de lavagem e de eluigio dos
experimentos conduzidos com IgG humana Sigma, mostrou que a distribui¢io de pontos isoelétricos
nas fracGes de lavagem e elui¢do niio dependeu do ion metalico imobilizado (dentre os estudados), nem
do sistema tamponante utilizado. Observou-se que as fragdes nédo retidas (lavagem) apresentaram IgG
de baixo pl {entre 5,0 e 6,0). Ndo obteve-se seletividade na elui¢do de IgG por decréscimo de pH (ions
Ni** imobilizado) ou incrementos na concentragio de imidazol (ions Ni** ¢ Zn** imobilizados), todas as

fracGes apresentaram pl de 6,0 a 8,65, ndo sendo observado a separacio.
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Abstract

Purification of plasma proteins through selective methods, such as cromatography, has been
recognised in nowadays as an important operation by pharmaceutical industry as the highly purified
proteins reduce side effects. Therefore, the development of purificaton selective methods for large scale
operations are extremely important to broad diversity, improve the yield and purity of therapeutic
proteins extracted from plasma. In this work a flextbility study on the separation of immunoglobulin G
{IgG) from human plasma through immobilized metal ion affinity chromatography (IMAC) is carried
out. This technique exploit the protein affinity for immobilized metal ion and has been used to purity
several proteins and peptides.

Chromatography were carrted out with pure human IgG in order to select the metal ion
amongst Cu’", Ni", _Zn2+ e Co™, to be immobilized on IDA. Several buffers were tested in the
adsorption stage as well. The proteins adsorbed on the support were eluted by the protonation of the
electron-donating species on the protein using a decreasing pH step gradient or increasing imidazole
concentration.

The metal ion bonding chelating agents (IDA) showed distinct interactions with protein (pure
human IgG). Since Ni** was selected, the support selectivity to adsorb IgG was determined with human
plasma from healthy people. As IgG has not been completely purified on IDA-Ni*", a second column
(containing immobilized Ni*") has been used in series with the first one {containing immobilized Zn’")
in order to achieve a ligher purity degree of IgG. Nephelometric analysis of the retained fraction on
IDA-Zn® columns in series with IDA- Ni**, and eluted at pH 5.0 determinated 41.90% of IgG, 1.34%
of IgM, 2.10% of IgA and 54.69% of transferrin. The contaminant proteins (transferrin and IgM) could
be removed using gel filtration.

The analysis carried out by isoelectric focusing of wash e elution fractions using human IgG
(Sigma), showed that the isoelectric point distribution in the wash and elution fractions were not
dependent neither on the immobilized metal ion or the buffer used. It could be observed that the non-
retained fractions (wash) contained IgG with low pl (between 5.0 ¢ 6.0). Selectivity in IgG elution by
decreasing pH step gradient (immobilized Ni**) or increasing imidazole concentration (immobilized
NiZ" and Zn®") was not reached; all retained fractions contained IgG with pI between 6.0 and 8.65, and

separation was not observed.
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CAPITULO 1

INTRODUCAQO

1.1. RELEVANCIA DA IgG
Cerca de 17 milhGes de litros de plasma humano sio coletados por ano no mundo
para fracionamento. Apesar disso, essa quantidade nfo é suficiente para suprir as
necessidades de proteinas terapéuticas provenientes do plasma, especialmente de albumina,
usada, por exemplo, como fluido de substituicio ¢ reposicdo em tratamento extracorpéreo
(cerca de 300 toneladas, anuais), de fator VIII de coagulagio sangiiinea, utilizado no
tratamento de hemofilicos (cerca de 1kg, anuais) ¢ de imunoglobulina G (cerca de 10
toneladas, amais) [BURNOUF, 1995].
No que diz respeito 4 um tipo especifico de imunogiobulina, imunoglobulina G
(IgG), as prescrigdes terapéuticas intravenosas sdo indicadas mnos seguintes casos
[BERNARD et al., 1990]:
a) imunodeficiéncias congémitas ou adquiridas, onde o paciente pode apresentar
deficiéncia global ou de algumas subclasses de IgG;
b) tratamento de deficiéncia seletivas de anticorpos, como no caso de inflamagdes

crbnicas, no qual a produgdo de anticorpos ¢ insuficiente para combater a doenga,
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c¢) tratamento de doencas auto-imunes, como por exemplo a Purpura
trombocitopénica idiopatica. Nesse caso, a injegdo intravenosa de imunoglobulina
G eleva em poucas horas o nivel de plaquetas e essa elevagio estd relacionada &
diminuicio de auto-anticorpos anti-plaguetas;

d) tratamento de alguns tipos de céncer (ex. leucemia linfocitica cronica).

As doengas acima citadas requerem, geralmente, grandes doses de IgG para o seu
tratamento, doses essas que podem chegar a varias gramas por paciente por ano
[BERNARD et al., 1990]. Como as imunoglobulinas G estdo presentes no plasma a uma
concentragdo de 8 a 11 mg/ ml, para obter-se 1 grama de IgG, seria necessario fracionar
cerca de 100 ml de plasma, o que pode representar para as industrias farmacéuticas o
processamento de centenas de litros de plasma por dia para atender a populagio necessitada.

A maloria das indistrias farmacéuticas obtém IgG a partir do plasma de doadores
sadios, precipitando pelo método de Cohn utilizando etanol como agente de partigio,
seguido por tratamento com mistura solvente-detergente e incubaciio a pH 4,0, obtendo-se
IgG ligetramente contaminada com albumina (normalmente 0,5%) e com outras proteinas
que se encontram presentes no plasma em menores concentragdes. Atualmente, a
purificagdo de proteinas do plasma utilizando métodos mais seletivos (cromatograficos) tem
sido vista pela indistria farmacéutica como uma operagio indispensavel antes da utilizagdo
dessas proteinas no campo terapéutico, uma vez que proteinas altamente purificadas limitam
os riscos de efeitos colaterais em pacientes [BURNOUF, 1995]. Por isso, o
desenvolvimento de métodos seletivos de purificac®o em larga escala séo hoje indispensaveis
para aumentar a diversidade, melhorar o rendimento e o grau de pureza das proteinas
terapéuticas extraidas do plasma.

Dentre as técnicas cromatogréficas empregadas para a purificagico de IgG, a
cromatografia de afimdade utilizando proteina A como ligante € a mais popular. No entanto,
a utilizacdo deste método nio ¢ atrativo devido a seu custo elevado, a toxicidade em caso de
desprendimento do ligante da matriz sélida, a perda de atividade biologica do ligante no
decorrer do tempo de utilizagio e a possibilidade de uma contaminagio bactertana. Como
alternativa a este método, estudou-se neste trabalho a utilizagio de ions metalicos
imobilizados para purificacdo de IgG, devido a atratividade dessa técnica em termos
econdmicos e operacionais, uma vez que estes ligantes sdo moléculas simples, estaveis, de

baixo custo e facil imobiliza¢go.
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1.2. OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo desenvolver um processo de purificagio de IgG a
partir do plasma ou soro humano utilizando a técnica de cromatografia de afinidade com
ions metalicos imobilizados — IMAC (Immobilized Metal Ion Affinity Chromatography).

Em IMAC, o principio da separag@o baseia-se na adsorgiio da proteina de interesse
em ions metalicos imobilizados numa matriz solida. Esta adsor¢io ocorre através da
formacdo de ligagdes de coordenacdo entre residuos de aminoacidos histidina, cisteina e
triptofano acessiveis na superficie da proteina com os ions metélicos imobilizados.

O que motivou o emprego de IMAC para a purificagio de IgG foi a existéncia de
trabalhos realizados por varios pesquisadores [PORATH e OLIN, 1983; HALE ¢ BEIDLER,
1994; BODEN et al, 1995; VAZQUEZ-MORENO e PLATA, 1996] mostrando a
possibilidade de adsorver IgG proveniente de diversas fontes em géis contendo ions Ni’* e

Cu® imobilizados.

As etapas propostas para a realizagdo desse trabalho foram as seguintes:
i — Estudar a influéncia dos ions metalicos Cu®", Ni¥', Zn" e Co* e dos sistemas
tamponantes MMA (Mes, Mops ¢ Acetato), Fosfato-Acetato e Mops-Imidazol na adsorgiio
e dessor¢io de IgG humana;
it — Investigar condigdes (tipo de ion metalico imobilizado e sistema tamponante) para a
separacdo de Ig( a partir do plasma humano;
11 — De modo a complementar o itém i, prop6s-se investigar a possibilidade de reduzir o
nymero de contaminantes nas fragdes de 1gG adsorvidas utilizando-se duas colunas em série
com diferentes ions metalicos imobilizados;
iv - Determinar a distribuicio de pontos isoelétricos de IgG nas fragdes retidas e ndo

- 2 . T e
retidas em Zn”" e Ni*" imobilizados.
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CAPITULO 2

REVISAQ BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo serdo ressaltados trés aspectos importantes sobre os assuntos que
envolvem este trabalho: imunoglobulinas, métodos mais utilizados para purificagio de

imunoglobulina G (IgG ou vG) e IMAC.

2.1.  Imunoglobulinas

O teor total de proteinas no plasma € de aproximadamente 72 a 75 mg/ml. A
primeira proteina mais abundante € a albumina (40 mg/mi), cerca de 55% no plasma, sendo
o maior contribuinte a pressdio coloide osmotica intravascular. A segunda proteina mais
abundante é as globulinas, dentre as globulinas temos as imunoglobulinas G (8 a 11
mg/ml), cerca de 11% no plasma, que sdo uteis contra algumas doengas como éaxumba,
sarampo ¢ rubéola [MURRAY et al., 1950].

Dentre estas proteinas presentes no plasma iremos estudar em particular as
imunoglobulinas, que sio produzidas pela indugdo de substincia estranha ao organismo
normal (antigeno). Os anticorpos (imunoglobulinas) representam uma das principais
defesas do organismo contra os agentes infecci0sos.

As imunogiobulinas ndo estdo somente presentes no plasma, mas também no bago,
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medula Ossea, timo e tecidos linfdides associados as mucosas das vias gastrointestinais ¢
respiratérias [MURRAY et al,, 1990]. As imunoglobulinas sdo glicoproteinas compostas de 82
a 96% de polipeptidios e 4 a 18% de carboidratos. O componente polipeptidico desempenha
quase todas as propriedades biologicas associadas as moléculas de anticorpo. As
imunoglobulinas apresentam duas cadeias polipeptidicas pesadas e duas leves interligadas
formando um tetrdmero através de ligagOes dissulfetos, como mostra a Figura 2.1. As duas
cadeias polipeptidicas leves apresentam massa molecular de aproximadamente 23 kDa e as
cadeias polipeptidicas pesadas apresentam massa molecular variavel entre 50 kDa e 75 kDa,
dependendo da classe a que pertence o anticorpo {CALICHe VAZ, 1989]

As imunoglobulinas podem ser divididas em classes de acordo com os tipos de
cadeias leves e pesadas que contém. No homem s3o conhecidas cinco classes diferentes de
imunoglobulinas, cada qual possuindo uma estnutura quimica distinta € um papel biologico
especifico. Estas classes s#o designadas pelas letras G, A, M, D e E, que se seguem 4
abreviacdo Ig (que indica a sua fun¢io de imunoglobulina). As regies constantes das cadeias
pesadas diferem de uma classe para outra, enquanto as de cadeias leves sdo idénticas. As
cadeias pesadas de imunoglobulina G s3o chamadas cadeias y (gama), enquanto as das
imunoglobulinas A, M, D e E sdo chamadas o (alfa), p (mi), 3 (delta) e & (épsilon),
respectivamente [LEHNINGER, 1986},

As sequéncias de aminoicidos ao longo das cadeias s3o constantes entre os
anticorpos, exceto pelas sequéncias curtas das porgSes em oposigho das cadeias pesadas ¢
leves (representado na Figura 2.1 pelas porgdes cinzas). Estas sequéncias sdo unicas para cada
um dos anticorpos produzidos pelo individuo ¢ constituem o sitio de ligagdo para o seu
antigeno especifico. O graﬁ elevado de especificidade de um sitio do anticorpo por um
antigeno depende de dois fatores: sua forma € complementar ac do antigeno e as cadeias no
interior dos sitios estdo posicionadas para maximizar as forgas eletrostaticas, forgas de van der

Waals e liga¢Oes de hidrogénio entre os anticorpos ¢ os antigenos [VANDER, 1981].
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Sitios
que se ligam
ao antigeno

Ligacdes
\ dissulfeto

Cadeia
leve

Cadela
pesada

Figura 2.1: Estrutura do anticorpo (imunoglobulina)

A imunoglobulina G (IgG) € a mais abundante dos anticorpos plasmaticos
(aproximadamente 75% em adulto). [gM constitui aproximadamente 10% das
imunoglobulinas séricas, além de ser a maior das moléculas de imunoglobulina, por causa do
seu tamanho, estd restrita quase inteiramente ao espa¢o intravascular, tendo como fungdo
suprir a parte da imunidade especifica contra bactérias e virus. IgE € uma imunoglobulina
presente apenas em quantidades minimas no soro, cerca de 0,004% do total das
imunoglobulinas séricas, seu mecanismo de a¢do envolve as doengas alérgicas, pois apresenta
a funcgdo de ligar-se ao alérgeno. IgA ¢ a segunda imunoglobulina sérica mais abundante, cerca
de 15%, sendo a principal classe de anticorpos nas secregdes externas, tais como saliva, as
lagrimas, o muco bronquial e o muco intestinal. Quanto a quinta classe de imunoglobulina,
IgD, esta presente no soro em quantidades pequenas (cerca de 0,2% do total das
imunoglobulinas séricas), seus beneficios ainda ndo sdo conhecidos [BELLANTI, 1985 e
LEHNINGER, 1986]. Algumas propriedades fisico-quimicas das classes de imunoglobulinas

humanas sdo representadas na Tabela 1.
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Tabela |- Propriedades fisico-quimicas das imunoglobulinas (Tabela Modificada-
CALICH e VAZ, 1989).

Classe | Concentracio Massa molar Nimero de Teor de
no soro (adulto) subclasses
[mg/ml] (kDa) carboidratos (%)
[eG 811 150 4 2-3
[gA 1-4 160* 2 8
400%*

[gM 0,05 -2 | 900 2 12

[gD 0-0,17 180 1 13

IgE (0,15 -0,35)10° 190 1 12

* Para IgA monomeérica no soro,
** Para [gA de secre¢des

Para estudar a estrutura das imunoglobulinas € necessario uma clivagem enzimatica
da molécula de imunoglobulina obtendo-se assim por¢des que se convencionou denominar
fragmentos. Os fragmentos obtidos pela agdo de enzimas proteoliticas possuem propriedades
quimicas e imunologicas que os caracterizam [CALICH e VAZ, 1989]

A molécula de imuhﬁglobulina possui dois fragmentos denominados Fc € Fab. O
fragmento Fab apresenta sitios combinantes, que conferem ao anticorpo sua propriedade de
unir-se em forma bivalente ao antigeno. O fragmento Fc ndo tem atividade de anticorpo (ndo
se liga ao antigeno) mas possui propriedades quimicas que lhe permitem desempenhar
importantes fungdes biologicas que variam para cada classe de Ig, como: fixagdo do
complemento e transferéncia de I[gG na placenta. A regido que une estas partes € capaz de
dobrar-se e € suceptivel ao ataque das enzimas proteoliticas (papaina e pepsina). A papaina
cliva a molécula em trés pedagos iguais com massa molecular de aproximadamente 50 kDa.
Um dos pedagos € denominado fragmento Fc (Fragment crystaline) e os outros dois pedagos
idénticos denominados de fragmentos Fab (Fragment antigen binding). A outra enzima
proteolitica, pepsina, cliva a imunoglobulina resultando fragmento F(ab’),, além dos pequenos

peptideos clivados do fragmento Fc.
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2.1.1. Imunoglobulina G

A imunoglobulina G (IgG ou y-globulina) apresenta uma meia-vida relativamente
longa (23 dias), € a unica classe de imunoglobulina que pode atravessar a placenta em
humanos, sendo responsavel pela prote¢io do recém-nascido durante o primeiro més de vida.
Esta classe de imunoglobulinas contribui para a imunidade contra muitos agentes infecciosos
que tém uma disseminacgdo através do sangue, incluindo bactérias, virus, parasitas e alguns
fungos [STITES e TERR, 1992].

A estrutura basica da molécula de IgG é constituida de 1328 residuos de
aminoacidos. Cada cadeia pesada contém 450 residuos de aminoacidos e cada cadeia leve
contém 214. A molécula € flexivel em forma de Y com massa molar de aproximadamente 150
kDa. Elas apresentam duas cadeias polipeptidicas leves idénticas de aproximadamente 25 kDa
cada, que se ligam as duas cadeias polipeptidicas pesadas idénticas de aproximadamente 50
kDa por meio de ligagbes dissulfidicas, que se estabelecem entre um residuo cisteinico da
cadeia leve € outro da cadeia pesada. As cadeias pesadas estdo interligadas, também por
pontes dissulfidicas. Em uma cadeia leve existem duas pontes dissulfidicas intracadeia

[CALICH e VAZ, 1989].

2.1.2.  Subclasses de IgG

As imunoglobulinas G estdo presentes cerca de 1,0 grama por 100ml de plasma.
Sendo as imunoglobulinas anticorpos que combatem cercas doencas infecciosas (difteria,
sarampo, caxumba, tifo e outras) [BAUN, 1978]. Dentro de uma classe ou isotipo de
mmunoglobulina pode haver variagdes na estrutura da cadeia pesada. Estas variantes estruturais
estdo presentes em todos os membros da mesma espécie animal: sfo as chamadas subclasses.
As subclasses de IgG diferem em seu grau de flexibilidade segmentar e sua capacidade de
ativar a fixagio do complemento e outras fungdes efetoras. Assim, todas as classes e
subclasses devem estar presentes em todo individuo normal, havendo, entretanto, pequenas
variagDes de estrutura que sio peculiares a grupos populacionais.

Conhecem-se quatro subclasses de IgG humanas: IgGy, IgG;, IgG; e igGs Elas
diferem-se principalmente na regiio intermedidria em termos de nimero de residuos
envolvidos e mamero de pontes de dissulfeto. O comprimento e a flexibilidade da cadeia

intermediana varia de acordo com as subclasses. A flexibilidade da IgG; ¢é intermediaria entre
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IgG: e IgG,, e IgGs apresenta maior comprimento. Propriedades fisico-quimica diferem nas
subclasses: concentracfio relativa no soro € aproximadamente a seguinte Ig(s; 60-70%; Ig(n
19-30%,; IgG; 4-8% e IgGs 1-6%, variando de individuo para individuo, e ponto isoelétrico
alto para IgG e IgG; e baixo para IgG; e IgG4 (Tabela 2). Os niveis das subclasses de IgG no
soro sdo influenciados por varios fatores como: idade, alotipo, raca e sexo [VLUG e VAN
REMOTEL, 1989].

Existem diferengas nas pontes intercadelas das varias subclasses de IgG. O
significado bioldgico dessas variagOes nfio esta ainda esclarecido, mas € possivel que elas
sejam responsaveis por algumas das diferengas observadas em fungSes como ciclo vital ou
suscetibilidade a degradacio proteolitica. Por exemplo, a subclasse Ig(G2 tem quatro pontes

entre as cadeias pesadas e € bastante resistente 4 hidrolise & papaina.

Tabela 2: Propriedades fisico-quimicas das subclasses de IgG humana (Tabela
Modificada- VLUG e VAN REMOTEL, 1989).

IgGy IgG: IgGs TG
Massa molecular (kDa) 146 146 170 146
Pontes dissulfidicas entre 2 4 11 2
as cadeias pesadas
Ponto isoelétrico 86+0,4 7.4x0,6 8307 72+0,8
Concentragiio de IgG no 58,4-715 19.4-31,0 42 -84 0,7-6,5
soro (adulto) [%]

Alguns estudos indicaram que a deficiéncias seletiva de subclasses de IgG estdo
associadas com a suscetibilidade de contrair infecgdes virdticas ou bacterianas. Criangas com
deficiéncia seletiva em IgG, apresentam uma resposta imune deficitiria em relagio &
polissacarideos de origem bacteriana, de modo que esses pacientes s@o suscetiveis a infecgdes
causadas por bactérias encapsuladas [VLUG e VAN REMOTEL, 1939].

Assim, como as imunoglobulinas humanas varios outros vertebrados possuem classes
e subclasses de anticorpos. No camundongo, por exemplo, foram descritas quatro subclasses
de IgG (IgGaa , IgGab, IgGr e IgGs), duas classes de IgA (IgA; e IgAy) além das classes IgM,
IgD e IgE [CALICH e VAZ, 1989].
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2.2,  Métodeos utilizados para separacgio de IgG a partir do sore ou plasma humano

Os aspectos mais importantes na purificacio de anticorpos em larga escala s8o o grau
de pureza da proteina desejada, a alta recuperagio e o custo do processo. Tal purificacio é de
grande interesse no campo terapéutico, uma vez que proteinas altamente purificadas limitam
os niscos de efeitos colaterais em pacientes. Por 1ss0, 0 desenvolvimento de métodos seletivos
de purificagio em larga escala sdo hoje indispensaveis para aumentar o rendimento e o grau de
pureza das proteinas terapéuticas extraidas do plasma.

O plasma humano ¢ um fluido altamente complexo, constituindo de vérias proteinas as
quais apresentam concentragdes e fungdes fisiolégicas diferentes. Devido a complexidade do
plasma, muitas vezes € necessario a realizacio de varias etapas para a purificar IgG, podendo-
se distinguir duas etapas majoritarias. Primeiramente uma etapa de pré-purificacio
(precipitagdo, clarificagfo, diafiltraciio e/ou concentracio por ultrafiltragfo) e uma segunda
etapa de purificacdo propriamente dita, utilizando técnicas cromatograficas para remover as
proteinas contaminantes. Algumas vezes emprega-se¢ uma Gltima etapa de purificacio,
aplicando a técnica de cromatografia de exclus@o molecular, quando € exigido do produto final
um grau de pureza elevado. Diversos métodos podem ser empregados para separar IgG do

plasma, como mostrado na Figura 2.2,

Processos de separacio de IgG a partir do plasma

Separagiio baseadana };
diferenca de tamanho
da molécula

Separaciio baseada na
diferenga de solubilidade

Precipitacio "
prtag Cromatografia l Filtraciio em Gel

¢ l ou Filtracio

Filtracfic em

Classica Afinidade Afinidade * Membranas
/ Troca Jonica

. Hidrofobica Clarificacsio

Ligantes Tiofilica ¥

<N\

Pseudobioespecificos Bioespecificos

Figura 2.2: Esquema dos métodos utilizados para purificacio de IgG.
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2.2.1. Separagio de IgG baseada na diferenca de solubilidade

Dentre os métodos de separacio de IgG a partir do plasma humano, temos os que séo
baseados na diferenca de solubilidade cujas técnicas utilizadas sdo precipitacio classica e
precipitacdo por afinidade.

A maioria das industrias farmacéuticas utiliza a técnica de precipitag@o classica para
obter IgG a partir do plasma humano, pois a adi¢io de solventes orgnicos neutros misciveis,
em especial etanol ou acetona, reduz a solubilidade de IgG ao ponto de precipita-la. Um
método antigo, que permanece ainda hoje como ceme do processo na maioria de plantas de
fracionamento, € o método Cohn. Este método utiliza etanol como agente de particio da parte
majoritaria de proteinas do plasma, que sio albumina (60 g/1) e imunoglobulina G (8-11 g/)
[COHN et al., 1946]. As fabricas Octapharma Pharmazetika em Viena ¢ Australia, e Centeon
Pharma Ltda na Alemanha produzem IgG humana através da precipitagio pelo métode Cohn,
tratamento com mistura solvente-detergente e incubagio a pH 4, com grau de pureza minimo
de 95%, segundo a bula farmacéutica da Octagam ®.

Utilizando quatro pardmetros basicos de solubilidade protéica, isto € pH, for¢a iSnica,
constante dielétrica e temperatura, podem ser desenvolvidos métodos eficientes para
isolamento em grande escala de varias proteinas do soro ou plasma humano, tais como
albumina, globulina e fibrinogénio [LEHNINGER, 1986].

Além de permitir a realizagdo do processo em grande escala, os beneficios da técnica
de precipitagdio utilizando etanol incluem a baixa toxicidade do solvente e sua atuagiio como
inativador do virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV). No entanto, este solvente, apresenta
algumas desvantagens significativas como baixa especificidade na purificacdo de proteinas
que se encontram em tragos no plasma e potenciais efeitos desnaturantes do etanol e/ou pH
baixo, para proteinas sensiveis a essas condi¢bes (inibidores de proteases, anti-coagulantes ¢
fatores de coagulagio) [BURNOQUF, 19951 O método Cohn se modernizou com o
monitoramento do processe por computadores, permitindo precisio e controle do sistema, mas
esta modernizagdo ndo formecen uma eficiéncia tdo elevada quanto a dos métodos
cromatograficos mais recentes desenvolvidos [FOSTER et al., 1986].

Além de se utilizar etanol para isolar imunoglobulinas humana, tem-se usado a
precipita¢do sequencial com acido caprdico e sulfato de amodnio. Resultados quantitativos
obtidos a partir do teste ELISA demonstraram uma alta eficiéncia deste método para purificar

imunoglobulinas G ¢ A, ¢ eficiéncia um pouco menor para IgM. Apesar de ser um método



CAPITULO 2 REVISAQ BIBLIOGRAFICA 12

simples, rapido e barato, a utilizagio de sulfato de amodnio para precipitagio de
imunoglobulinas em larga escala apresenta como dificuldade a remogio deste sal, além da
presenga de contaminantes [PEROSA et al., 1990].

Outro método de separagio de imunoglobulina G humana € a precipitagio por
afinidade. CHEN e HOFFMAN, 1990, utilizaram o polimero termoreativo poli (N-
isopropilacrilamida) conjugado ao ligante proteina A. O complexo formado pelo
macroligante se liga a IgG humana com alta especificidade, e apresenta seletividade para sua
separagdo mediante precipitagdo através da variagdo de temperatura. Aproximadamente
uma entre quatro moléculas de proteina A conjugada ao polimero, se associam a IgG com
uma constante de dissociagio de 3 x 10° M, demonstrando alta afinidade. Os autores
concluem que a precipitagio por afinidade de imunoglobulina humana € um processo
rapido que evita o uso de colunas cromatograficas e que pode ser projetado para operar em

sistemas continuos.

2,22, Separacio de IgG baseada na diferenca de tamanho da molécula

Para purificar IgG a partir do plasma humano por um processo baseado na diferenga
de tamanho da molécula, pode-se utilizar filtracdo em gel, também conhecida como
cromatografia de exclusio molecular, permeaciio em gel ou cromatografia em peneira
molecular de difusgo.

Esta técnica pode ser empregada na fase final do processo de purificacdo de
imunoglobulinas, ou seja, apos a purifica¢@o intermediaria que pode ser por cromatografia
de troca-idnica ou cromatografia por afinidade, obtendo um grau de purnfica¢io mais alto
[OSTLUND, 1986]. A desvantagem desta técnica € o tempo de processamento longo
comparado com a precipitagio salina, mas dependendo das etapas anteriores usadas em
conjunto com esta técnica de purificagio, a filtragio em gel pode ser um método vantajoso

em termos de rendimento e purificagdo [PHILLIPS et al., 1984].

2.2.3, Separaciio de IgG baseada na adsorciio seletiva
Dentre outros métodos de purificagio de IgG a partir do plasma humano, temos os

que s3o baseados na adsorgdo seletiva. Nos tltimos anos, as técnicas cromatograficas vém
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sendo progressivamente utilizadas em escala industrial para fracionamento do plasma
devido a sua capacidade, seletividade e especificidade, resultando em alto grau de pureza
da proteina desejada. No entanto, 0 maior inconventente para 0 emprego dessas técnicas em
nivel industrial reside na dificuldade de ampliacio de escala, o que resulta em um sério
problema para a industria, uma vez que esta necessita fracionar centenas de litros de plasma
por dia. Uma combinacdo entre a técnica de precipitagio tradicional do plasma por etanol
com métodos cromatograficos tém sido utillizado para recuperar varias proteinas
terapéuticas do plasma [BURNOUF, 1995].

Dentre as técnicas cromatograficas utilizadas na etapa de purificagio propriamente
dita, podemos citar: cromatografia de troca i0nica, cromatografia hidrofébica, cromatografia
de afinidade utilizando proteinas A ou G como ligante, cromatografia de pseudobioafinidade
utilizando histidina como ligante, sendo que a cromatografia utilizando proteina A como
ligante € a mais popular.

Técnicas cromatograficas tradicionais de purificagdo como cromatografia de troca
iGnica {JAMES e STANWORTH, 1964] e cromatografia hidrofobica [GOHEEN e MATSON,
1985] possibilitam facilmente a ampliagiio do processo para larga escala, uma vez que os
adsorventes sdo de baixo custo e o processo € geralmente reprodutivel, além de ser rapido e
apresentar boa recuperagio dos componentes do plasma. Ji se encontram disponiveis no
mercado resinas de troca idnica que possibilitam a operaciio em colunas de leito fluidizado ou
expandido. No entanto, uma das desvantagens desses adsorventes € que eles exibem baixa
seletividade, acarretando, na maioria das vezes, contaminagdes significativas da proteina
desejada devido a adsorgdo ndo-especifica.

Um outro método utilizado para punficar IgG € a cromatografia de afinidade,
técnica baseada na interacfo especifica de um ligante imobilizado em um suporte sélido
com a molécula a ser purificada. VIJAYALAKSHMI, 1989, classifica os ligantes de
afinidade como bio ou pseudobioespecificos (Figura 2.3). Os ligantes bioespecificos
apresentam valores da constante de dissociacdo na faixa de 10° 2 10° M, apresentando
complexos de afinidade alta. Ja os ligantes pseudobioespecificos apresentam constante de

dissociagio na faixa 107 a 10° M, apresentando complexos de afinidade média.
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Figura 2.3: Esquema dos ligantes utilizados em cromatografia de afinidade

(adaptado de VITAYALAKSHMI, 1989).
Sistemas de afinidade bivespecificos

Ligante bioespecifico € um composto biologico, que possui alta afinidade e
especificidade por proteinas, custo elevado, podendo sofrer desnaturagio e contaminacgio
bacteriana.

Adsorventes utilizando proteina A como ligante bioespecifico {géis e membranas)
tém sido utilizados para purificar IgG devido a alta seletividade e afinidade deste ligante pela
parte Fc das imunoglobulinas, possibilitando, em um Unico processo de separaco, a obtengio
de IgG com um grau de pureza elevado. Devido a esta alta especificidade, este ligante € usado
em escala laboratorial ¢ industrial para purificagio de imunoglobulina G destinada para fins
terapéuticos e testes clinicos em que ndo haja necessidade da subclasse 3, pois a mesma ndo é
adsorvida em proteina A [DUHAMEL et al,1979; BOYLE., et al, 1993; BJORCK e
KRONVALL, 1984; MANDARO et al, 1987; LEE e CHUANG, 1996; CHARCOSSET et al,
1995]. A separacio de subclasses de IgG também tem sido possivel com este ligante. LEIBL

et al,, 1993, empregando a proteina A imobilizada em gel de agarose, realizaram eluigéio por
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gradiente descontinuo de pH entre 8 e 3 e obtiveram um perfil cromatografico apresentando
trés picos. No primeiro pico obtiveram 94% de IgGs, no segundo pico 94% de IgGi € 6% de
Ig(G, € no terceiro pico somas aproximadamente iguais de I1gG; e IgG:. 1gGs ndo foi detectada
nos picos de eluigdo, uma vez que esta subclasse ndo se liga 4 proteina A e IgGy, esteve
presente nos picos de eluigio com niveis abaixo do limite detectado pelo sistema de medida
utilizado pelos autores (0,02 mg/mi).

Apesar do método utilizando proteina A como ligante ser bem popular, ele requer
condi¢des de baixo pH entre 5 ¢ 3 para a eluicdo da imunoglobulina, além do ligante
apresentar alguns incovenientes, tais como: toxicidade em caso de seu desprendimento, perda
da atividade bioldgica com o tempo de utilizagdo, possibilidade de contaminagio bacteriana
durante a estocagem, baixa capacidade (ex. Ultrogel e Eupergit C) ¢ alto custo
[FUGLISTALLER, 1989].

Devido ao fato da subclasse 3 néo ser adsorvida em proteina A, vanos outros ligantes
para separacdo de IgG e suas subclasses tém sido empregados. A proteina G extraida da
parede celular de um grupo de bactérias G Streprococci, liga-se ds quatro subclasses de IgG
humana pela sua parte Fc. Resultados de purificacio obtidos por diversos pesquisadores
mostraram que este ligante € muito eficiente para separacdo de 1gG ¢ das quatro subclasses,
porém tem-se o inconveniente deste ligante apresentar custo alto [BIORCK e KRONVALL,
1984; MANDARO et al., 1987, CASSULIS et al., 1991).

Outro ligante bioespecifico utilizado para separagio de IgG, porém ainda ndo
popular, é a proteina L isolada da bactéria Peplostreptoccus magnus. Esta proteina liga-se
especificamente ac dominio variavel da cadeia leve das imunoglobulinas, possibilitando a
purificagiio de IgG e fragmentos Fab e Fv (fragmento da regido varidvel das cadeias leves)
[NILSON et al., 1993; KOUKlI et al, 1997].

Sistemas de afinidade pseudobioespecificos

Os ligantes pseudobioespecificos sio moléculas pequenas, tais como corantes,
aminoacidos, quelatos metilicos os quais possuem especificidade de grupos pelas

biomacromoléculas. Ligantes pseudobioespecificos utilizados em cromatografia de
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afinidade para a separacgio e purificacdo de proteinas constituem provavelmente o sistema
de afinidade pseudobiolégico mais utilizado atualmente. Esses ligantes apresentam certas
vantagens em relacdo aos ligantes bioespecificos (como no caso da proteina A), que sdo a
alta capacidade, baixo custo, estabilidade, complexos de afinidade média, condi¢des brandas
de elui¢dio da proteina adsorvida, facilidade de regeneraciio do adsorvente e ndo apresentam
degradac@o quimica ou microbiologica durante a estocagem [VITAYALAKSHMI, 1989].

O aminoacido histidina tem sido utilizado como ligante pseudobioespecifico para a
separagdo de IgG de diversas fontes. Este ligante, quando imobilizado em géis de Sepharose
possibilitou a separacdo de subclasses 1 e 2 de IgG humana [EL-KAK e VITAYALAKSHMI,
1992], e quando imobilizado em membranas de PEVA apresentou afinidade pelas subclasses 1
e3 [BUENO et al., 1995]. Apesar dos bons resultados obtidos, estudos devem ser realizados a
fim de verificar a viabilidade da utilizacio desse método em larga escala.

HUTCHENS e PORATH, 1986, usaram adsorvente tioftlico em agarose (tiofilica-
gel), demonstrando ser seletivo ¢ eficiente para purificagdo de imunoglobulinas a partir do
plasma humano. 97 a 99% de IgG € adsorvida quando 10% de sulfato de aménia foi
utilizado.

Em escala de laboratorio COCHET et al., 1994, verificaram que IgG humana liga-se
ao corante Rubine R/K-5L, tendo entdo utilizado este corante para separar IgG ¢ a subclasse
IgG;. Cobre ligado ao corante foi um elemento importante que contribuiu na afinidade por
IgG. Em 1997, HASNAOQUI et al., usou o corante Procion Yellow HE-4R imobilizado em
matriz Sepharose 4B, purificou a subclasse IgG; (76% de IgG; em relagdo a IgG total).
Apesar de matrizes utilizando corantes imobilizados apresentarem alta capacidade, seu uso é
limitado devido a toxidade desses ligantes em caso de desprendimento.

IMAC (Imobilized Metal fon Affinity Chromatography), técmica de cromatografia
de afinidade que utiliza ions metalicos imobilizados como ligantes pseudobioespecificos, tem
sido apresentada por diversos autores como técnica promissora para purificacido de IgG de
diversas fontes. PORATH e OLIN, 1983, mostraram gue IgG humana pode ser adsorvida em
géis contendo fons Ni°~ imobilizados.

Mais recentemente, HALE e BEIDLER, 1994, purificaram anticorpos
monoclonais de rato do tipo IgG; em géis contendo jons Ni** imobilizados, obtendo um
grau de pureza de 90%. Essa purificagiio foi realizada em uma tnica etapa, sem a

necessidade de uma pré-punficagdo do sobrenadante de cultura celular (precipitagdo ou
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filtrag8io). Nesse estudo, os autores também demonstraram que esses anticorpos foram
adsorvidos nessas colunas pela sua parte Fc.

BODEN et al.,, 1995, demonstraram a viabilidade de purificar, em uma dnica
etapa, imunoglobulinas a partir do soro de cabra utilizando fons Cu** imobilizados, obtendo
IgG apenas ligeiramente contaminada com albumina.

VAZQUEZ-MORENQ e PLATA, 1996, separou IgG, IgM e IgA a partir do soro
de porco utilizando Ni**-IDA-Sepharose 6B. O fracionamento do soro de porco por IMAC
resultou em altas concentragdes de IgG, IgM e IgA, livres de albumina no pico eluido com
tampdo Mops contendo Acetato e NaCla pH 3,5.

A partir dos resultados publicados por diversos autores, pode-se observar a
potencialidade de utilizar ions metdlicos imobilizados para purificacdo de IgG do plasma
humano. Além disso, outras proteinas do plasma também podem ser purificadas por IMAC.
Uma vez que existe a possibilidade, a industria poderia investir adquirindo o adsorvente
com o agente quelante imobilizado e utilizd-lo ndo somente para a purificagdo de IgG, mas
também para a purificagdo de outras proteinas do plasma que apresentam afinidade por
metais, tais como fator IX [BURNOUF, 1995], fibrinogénio [SCULLY ¢ KAKKAR, 1982},
albumina [ANDERSSON et al., 1987], o, —macroglobulina [PORATH e OLIN, 1983],
entre outras, trocando apenas o ion metalico e/ou modificando as condigdes de adsorgio ¢

eluigéo.

2.3, Cromatografia de afinidade usando ions metédlicos imobilizados (IMAC)

IMAC foi introduzida por PORATH et al. em 1975 e, desde entdo, ions metalicos
imobilizados tém sido utilizados como ligantes gerais em cromatografia de afinidade para a
purificaciio de varias proteinas e peptideos. A Tabela 3 apresenta alguns exemplos de

proteinas purificadas utilizando essa técnica.
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Tabela 3: Exemplos de proteinas purificadas utilizando IMAC.

Proteina Purificada Superte Referéncia
Cromatografico
Lactoferrina Cu’*-CM-agarose* LONNERDAL et al., 1977

Carboxypeptidase de Aspergilus Niger | Cu®'-IDA-agarose** KRISHNAN e
VIJAYALAKSHMI, 1987

Protamina Zn*"-IDA-agarose BIANCHI et al., 1990
Imunoglobulina de cabra Cu”"-IDA-Novarose BODEN et al, 1995
Calmodulina bovina Eu’*-TED-Novarose*** |CHAGA et al., 1996

*  CM - bis-carboximetil amino agarose
** DA - acido iminodiacético

**% TET) - tris-carboximetil etileno diamina

As vantagens de se utilizar IMAC em relagio aos outros método de cromatografia
de afinidade sdo: diferentes ions metalicos podem ser imobilizados numa matriz, baixo
custo ¢ alta capacidade dos ligantes. Nio precisa pré-tratar a amostra, constante de
dissociagiio do complexo proteina-ligante na faixa 107 a 10° M, apresentando complexos de
afinidade média. Apds a adsor¢dio as proteinas s@io eluidas em condigdes suaves e nfo
desnaturantes, mantendo a mesma atividade inicial além de métodos especificos de
separa¢io que podem ser empregados pela escolha do metal. Os ions metalicos podem ser
facilmente removidos da coluna através da regeneragdo com EDTA, o qual quelata de
maneira eficaz cations divalentes, além de prevenir contaminagfo bacteriana. Apods a
regeneragio, centenas de vezes a coluna pode ser reequilibrada, e recarregada com
diferentes ions metalicos, sem perder a capacidade quelante num periodo de um ano. Porém
existem problemas do uso de IMAC: a alta toxicidade dos ions metalicos podendo existir
metais desprendidos no produto final, interagGes menos especificas, grau de pureza menor
que os sistemnas bioespecificos [WONG et al., 1991].

Na IMAC, o principo da separagio baseia-se na adsorcdo da proteina de interesse em
ions metalicos imobilizados numa matriz solida. O centro de adsor¢3o consiste de dois
componentes: o agente quelante e o ion metalico imobilizado. O agente quelante é imobilizado

na matriz via um espagador (epicloridrina ou bisoxirano) através de ligagdes covalentes. O ion
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metalico, por sua vez, € imobilizado através da formagdo de ligagSes de coordenacdo entre ¢
ton metélico e os atomos de nitrogénio ou oxigénio do agente quelante. O agente quelante atua
como doador de elétrons, compartithando, assim, pares de elétrons com © aceptor, ¢ ion
metalico {SULKOWSK]I, 1985].

Proteinas ou outros solutos introduzidos na fase movel sdo adsorvidos em ions
metélicos imobilizados através da formacfio de ligagBes de coordenagio entre residuos de
aminoacido disponivels na superficie de proteinas; histidina, cisteina e triptofano em menor
intensidade, com os ions metalicos. Existem fatores que intervém na associagdo do ligante
com a proteina em IMAC: natureza do suporte, agente quelante, ion metalico, condi¢des de

adsorgdo, que serdo comentadas nos topicos adiante.

2.3.1. Agente quelante

Existem varios agentes quelantes utilizados na imobilizacio de jons metélicos em
matrizes IMAC: IDA (acido iminodiacético), TED (tris carboximetil etilenodiamina), NTA
(acido  nitrilotriacético), CM-Asp  (4cido  carboximetil  aspartico), TEPA
(tetraetilenopentamina) e CM-DASA (acido carboximetil o, B diamino succinico), devendo
ser escolhido aquele que proporciona estabilidade do complexo com o metal, além de
dispor de sitios livres de coordenacio para ligar-se a proteina.

As propriedades do centro de adsor¢do dependem fortemente do agente quelante
utilizado. Em geral, quanto mais polidentado for o agente quelante, mais estiveis sdo os
complexos formados com os ions metalicos, porém poucos sitios permanecem disponiveis
para a ligacio com a proteina € a mesma seria adsorvida mais fracamente. Este fendmeno
acorre com o agente quelante TED ({tris-carboximetil etileno diamina) (Figura 2.4 a), por
ser um quelante pentadentado (dois dtomos de nitrogénio e trés dtomos de oxigénio para
coordenagiio) se liga mais fortemente ac ion metalico, assim jons metélicos
hexacoordenados (Cu®*, Ni ¥, Fe**, Co™" e Zn™") terdo disponivel somente um sitio para a
formagdo de um complexo com peptideos e proteinas. Como a ligagdo metal-proteina é
fraca, este agente quelante € normalmente utilizado para purificar proteinas que apresentam
a tendéncia de retirar o metal da coluna, possibilitando uma purificacdo da proteina sem
tragos do fon metalico [SULKOWSKI, 1985].

O agente quelante mais utilizado em IMAC é o acido iminodiacético (IDA)
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(Figura 2.4 b), por ser tridentado (um atomo de nitrogénio e dois atomos de oxigénio para

coordenagio) forma um complexo com o metal ocupando trés sitios de coordenagdo. Ions

metdlicos hexacoordenados apresentarfio trés sitios livres para formagio de ligagdes de

coordenagdo com a proteina [WONG et al., 1991].
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Figura 2.4: O metal hexacoordenado pode ter um simptes a) ou mualtiplo b) sitio de
f adsor¢io dependendo do agente quelante utilizado. a) agente quelante: tris-

carboximetil etileno diamina (TED); b) 4cido iminodiacético (IDA).

Estudos indicam que a constante de formagdo de quelatos metalicos, quando os
agentes estdo imobilizados em suportes solidos, sio da mesma ordem de grandeza das
; constantes obtidas para compostos analogos em solugdo. A estabilidade relativa dos
| complexos formados com IDA; Cu®* > Ni 2* > Zn* > Co®" >> Ca®*, Mg*" [WONG et al.,

1991].

Representagdo  esquematica do complexo I[DA-Sepharose ativada com

epicloridrina (espagador, que contém trés atomos de carbono) se encontra na Figura 2.5,
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Figura 2.5: Estrutura do suporte cromatografico utilizado em IMAC, IDA-Sepharose.

2.3.2. lons metilicos utilizados em IMAC

Em principio, todos 0s metais susceptiveis de interagir com proteinas pedem ser
utilizados em IMAC. Fe**, Co*", Ni*¥, Cu®’, Zn®", A" e Ca’" sdo os fons metalicos mais
comumente utilizados [SULKOWSKI, 1989]. Os ions metalicos Fe'* e A" ligam-se a
fosfato e fosfoésteres primarios, oferecendo, dessa forma, a possibilidade de serem
utilizados para separar fosfoproteinas [ANDERSSON e PORATH, 1986, SULKOWSKI,
1988]. O fon Ca*" coordena o dtomo de oxigénio presente no grupo carboxilico dos
residuos dos aminoacidos aspartato e glutamato da molécula, podendo ser utilizado para
purificacio de proteinas que contenham varios grupos carboxilicos proximos
[MANTOVAARA et al, 19911

A retencdo depende, em IMAC, do numero e tipo de grupos de aminoacidos que
podem interagir com o metal, sendo influenciada por variaveis independentes tais como pH,
temperatura, tipo de solvente, tipo e concentragiio de sal, natureza do metal imobilizado,
densidade de ligante e tamanho da proteina. A analise da reten¢lio de peptideos e proteinas
em géis de IDA-Cu™, -Ni*", -Zn*" ¢ -Co’" mostrou forte afinidade desses géis pelos
residuos histidina acessiveis, presentes nessas proteinas ¢ peptideos. SULKOWSKI, em
1989, estabeleceu as seguintes regras que governam a interagdo histidina/IDA-Cu®", -Ni™™, -
Zn™ e -Co®, que sdo resumidas na Tabela 4.
- a presenga de pelo menos um residuo histidina disponivel para a coordenagio € suficiente
para a retencdo da mesma em um gel de I_DA-CLIM;

- a presenga de dois residuos histidiaa disponiveis para a coordenacio resulta em
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uma retengo mais forte da proteina em um gel de IDA-Cu®”;
- a presenca de residuos de triptofano disponivels para a coordenacéio € suficiente para a
retencio da mesma em um gel de IDA-Cu®";
- proteinas que n&o apresentam residuos histidina ou triptofana disponiveis para
coordenagdo, nio sio retidas em um gel de IDA-Cu?*;
- a presenca de dois residuos histidina disponivels para a coordenagfio € requerida para a
retengio em um gel de IDA-Ni*";
- a presenga de dois residuos histidina espacialmente localizadas em uma o-hélice e
separadas por dois ou trés aminoacidos € requerida para a retencio em géis de IDA-Zn™" e
de IDA-Co™".
- a retengio de uma proteina que possui dois residuos histidina vicinais (efeito quelato, ou
seja aumento da estabilidade devido a quelacdo do metal) serd mais forte, em todos os géis
IDA-Me?*, que a retengiio de uma proteina que possue dois residuos histidina bem
espacados na estrutura tridimensional.

Assim, SULKOWSKI, 1989, mostrou que a forga de reten¢fio das proteinas seguia
a seguinte ordem:

2+ L 2 +
cu” > NP > zZn®t > G

Tabela 4: Reconhecimento dos residuos histidina por IDA-Me?* *

Ligante/Me™" Cu®* Nit* Zn** Co™
1. His- + - - _
2. -His~(X),-His- + + - -
3. — His-(X),-His- n(2;3); a-hélice + -+ + +
4. (-His His-) (enovelamento) =+ + + +

*Tampado 20 mM Fosfato contendo 1 M de NaCla pH 7
(+: residuos histidina ligam ao ion metélico, ~: residuos histidina ndo ligam ao ion

metalico)
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2.3.3. Selecao da Matriz

Existe uma variedade de suportes, as matrizes hidrofilicas séio geralmente
requeridas em cromatografia liquida, pois reduz as interagdes ndo especificas. Ha suportes
de materiais inorganicos (silica, vidro poroso e cerdmica), de polimeros orginicos naturais
(agarose, dextrana e celulose) e de polimeros organicos sintéticos (poliacrilamida,
derivados de 4cido acrilico e metacrilico) utilizados em IMAC.

Algumas propriedades requeridas na escolha do suporte cromatografico s#o:
uniformidade no tamanho e forma das particulas para um bom empacotamento da coluna,
resistente a ataques microbianos ou enzimaticos e mecanicamente estavel. Além de uma
area superficial adequada para se ter alta capacidade, aconselha-se portanto utilizar suportes
com tamanho pequeno de particulas, pois aumenta a eficiéncia na imobilizagao de ligantes,
devido a maior area superficial disponivel para ativagio [WONG et al, 1991]. A matriz
deve ser selecionada também em fungfio da pressdo do sistema cromatografico. Agarose € a
mais utilizada em IMAC, sendo usada em cromatografia liquida de baixa pressdo. Ja a
silica ¢ utilizada em cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC) [JANSON, 1998].

HEMDAN ¢ PORATH, 1985 usaram matriz de agarose covalentemente ligada a
IDA, por ser um polimero orgdnico que apresenta uma rigidez consideravel, estavel entre
pH 3 e 14, hidrofilico, macroporoso € permite ser regenerado mais de cem vezes sem
deteriorizacdo. Agarose € comercialmente chamada de Sepharose pela Pharmacia Biotech,
apresentando trés faixas de fracionamento 2B, 4B ¢ 6B (correspodem a porcentagem de
material seco no gel). Sepharose 6B apresenta didmetro entre 45 ¢ 165 um, € permite vazéo
e press@o maxima de operacio de 1,16 ml/min e 9 kPa respectivamente [COLLINS et al,
1995].

Matrizes de polimeros sintético e silicas apresentam vantagens sobre matrizes de
agarose ou dextrana: maior estabilidade mecéinica, forma e estrutura mais rigida, e variagio

pequena de volume durante o uso [WONG et al., 1991].

2.3.4. Escolha dos sistemas tamponates
A escolha correta do tampédo de adsorgdo possibilita maxima retengio da proteina
de interesse, por Me?*-IDA gel, devendo-se considerar o pH, a forga ibnica e a molaridade

da solugdo tamponante, para que haja uma maxima formagio do complexo metal-proteina
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[ANDERSON ¢ PORATH, 1986]. PORATH em 1987, estudou varias proteinas e verificou
que a seletividade da dessorgdo pode ser afetada com o aumento da concentragdo de sal,
NaCl. Tampées zwiteridmcos tais como Mops, Mes, e Hepes, promovem uma retencdo
forte das proteinas em matrizes para IMAC, uma vez gque ndo interagem com oS ions
metalicos imobilizados. Tampdes como Tricina ou Citrato, devem ser evitados por serem
agentes fracamente competitivos, os quais possibilitam menor afinidade da proteina pelo
ion metélico. Tris e sais de Acetato e Fosfato também atuam como competidor fraco pelo
sitio de ligagdo do metal, porém mais fracos que Tricina e Citrato. Imidazol no tampao de
eluigio € utilizado como agente competidor forte. A adigio de 1 M de NaCl nos tampdes
de adsorg¢do e eluigdo, com intuito de impedir interagdes eletrostaticas entre algum grupo
aminoacido e IDA, aumentar a capacidade da adsorcdo, seletividade e a estabilidade do

complexo metal-proteina formado [PORATH ¢ OLIN, 1983].

2.3.5. Condig¢des de adsorcio

PORATH et al. em 1975, levantou a hipotese que em IMAC somente os residucs de
histidina, cisteina e triptofano localizados na superficie da proteina poderiam formar ligacdes
de coordenagdo estiaveis entre seus atomos doadores de elétrons (N, S, O), e os ions metalicos
imobilizados. Estudos provam que a histidina € de maior importancia na reten¢do de proteinas
por IMAC, seguida pela cisteina que também intervém no fendmeno, mas em menor
proporgio, e pelo triptofano que apesar de indicag@es de seu envolvimento, aparentemente néo
apresenta afinidade para intervir sozinho no fendémeno de retengio.

Na interacio de residuos histidina, o mitrogénio do anel imidazol € o grupo doador de
elétrons para os ions metélicos, sendo a histidina o grupamento de maior afinidade. Ja os
residuos cisteina ndo foi verificado experimentalmente a afimidade pelos ions metalicos
[WONG et al., 1991].

O grupo imidazol da histidina e o grupo tiol da cisteina em condigdes de pH 7 sdo
fortemente adsorvidos pelos ions metalico Cu®™ ¢ Zn®". Qutros fons metalicos: Co®*, Ni*",
Mn®", Cd¥*, Mg” e Ca®?’, coordenam com os residuos histidina e cisteina embora a
afinidade da proteina por estes fons é geralmente menor do que com Cu®* ¢ Zn*" [HARRIS
¢ ANGAL, 1989].

A adsorgio de proteinas em quelatos IDA-Me?* t8m sido realizada entre pH 6 ¢ 8,
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quando os ions metalicos apresentam afimidade pelos residuos histidina, pois os grupos
doadores de elétrons da proteina estdo desprotonados em pH neutro. No entanto, nas
proteinas, 0 pK, de cada residuo histidina pode variar em funcfio dos residuos de
aminoacidos vizinhos e modificar o pH de adsorgiio. Sendo a forga idnica uma varigvel
independente bastante importante na adsorgfio, usa-se concentragdes altas de sal (0,5 a 1M
NaCl) nos tampdes de adsor¢do, impedindo assim, as interagGes ndo especificas do tipo
eletrostaticas, além de aumentar a seletividade e a capacidade, pois aumenta a estabilidade
do complexo metal-proteina. Desta forma ao utilizar uma concentraggo alta de sal (1 M),
forgas de van der Waals tornam-se importantes para a adsorgdo [WONG et al., 19911

Estudos de PORATH ¢ OLIN em 1983, verificaram que o fon metalico Fe'*
imobilizado na matriz IDA-Sepharose, apresentava afinidade especifica por residuos tirosina.
Como o pH da adsorgdo pode variar em fungdio do ion metalico utilizado, cromatografias
utilizando os metais duros Ca*" e Fe®*, a adsorgdo ocorre geralmente a pH mais baixos (entre 5
e 6). Quando o fon metalico Fe** ¢ utilizado, nfio se deve colocar sal ao tampdo de adsorgéo
[WINZERLING et al., 1992].

2.3.6. Condicdes de eluicao

Os principais procedimentos para eluir proteinas utilizados em IMAC consiste em:
adigio de um agente competidor e protonagio das proteinas através do gradiente
descontinuo de pH.

Proteinas adsorvidas em suportes contendo fons metalicos imobilizados podem ser
eluidas a pH 7,0 por competicio com outra espécie doadora de elétrons (agentes
competidores, ex. histidina, imidazol, glicina e cloreto de amdéma). Estes agentes
competidores vdo competir com o sitio de adsorgdo da proteina. Durante a eluigdo por
competicio usando imidazol, a coluna deve ser saturada com tampdo de maior
concentragio de imidazol, ¢ em seguida equilibrada com tampidoc de mais baixa
concentragio de imidazol [SULKOWSKI, 1985]. Este procedimento ¢ necessério devido ao
fato do imidazol se ligar aos ions metalicos quelatados livres liberando protons, causando
abaixamento de pH entre 1 e 2, em algumas regides da coluna. Desta forma ndo se sabe sc a
eluicdo foi por competicio ou por abaixamento de pH. Quando se utiliza um agente

competidor, sua eliminagdo deve ser rigorosa, pois proteinas purificadas com tragos de
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imidazol provoca efeitos colaterais a pacientes que delas utilizam [BEITLE e ATAAI
1993].

Outro tipo de eluicio pode ser realizada por gradiente descontinuo de pH. Os ions
H' no meio provocam a protonagdo de grupos doadores de elétrons na superficie da
proteina, eluindo devido enfraquecimento das ligagdes metal-proteina. Quando se utiliza o
jon metilico Co®", ndo se deve eluir as proteinas por gradiente descontinuo de pH, pois
ocorre desprendimento do ion metalico, sendo necessario a utilizagio de um agente
competidor a pH neutro para eluir as proteinas. Para géis contendo ions metalicos Fe*
imobilizados, as proteinas sdo adsorvidas fortemente a pH 5,0. Neste caso, as proteinas
podem ser eluidas aumentando o pH efou a concentragio de sal [WINZERLING et al,
1992].

As proteinas também podem ser eluidas através da regeneragdo da coluna
utilizando um agente competidor mais forte que o utilizado na imobiliza¢io do metal, sendo
eluidc o complexo metal-proteina. O agente quelante mais utilizado € o acido
etilenodiamino tetradcido (EDTA), o qual compete entre as ligagdes suporte-metal e ndo
entre metal-proteina. EDTA quelata de maneira eficaz cations divalentes como Cu®’, Ni &7,
Fe?*, Co™ e Zn*", sendo um exemplo de efeito quelato, aumentando a estabilidade devido a
quelacdo do metal. Neste tipo de eluicdo néo ha seletividade, pois a proteina de interesse

fica contaminada com outras proteinas juntamente adsorvidas [SULKOWSKI, 1985}].
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CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo, sdo apresentados os materiais e as metodologias empregados no
trabalho. No que diz respeito as metodologias, sdo apresentados métodos analiticos, como o
de quantificacdo de proteinas, cromatografia, titulaciio para detectar desprendimento de
metal na coluna, ultrafiltracio, eletroforese SDS-PAGE, focalizagio isoelétrica,

imunodifusfio radial e nefelometria.

3.1. Materiais

Albumina de soro bovino (BSA), y-globulina humana (IgG humana pura), icido
morfolinoetanosulfonico (Mes), acido morfolinopropanosulfonico (Mops), coomassie
brilliant blue G250, coomassie brilliant blue R250, SDS (dodecil sulfato de sédio), glicerol,
cloreto de sddio, sulfato de niquel, cobalto e zinco hexahidratado, e agarose foram
adquiridos da Sigma (EUA). Acido etilenodiamino tetrascido (EDTA), azul de bromofenol,
TEMED (N, N, N’, N’-tetra-methylenediamine), persulfato de amdnia, solugio estoque de
acrilamida/bisacrilamida (30%T-2,7%C), P-mercaptanoetanol, glicina e Tris (Tris
hidroximetil-aminometano) foram adquiridos da Bio-Rad (EUA). Acido o-fosforico (85%),

fosfato de sddio bibasico € monobasico, formol e nitrato de prata foram adquiridos da
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Ecibra (Brasil). Acetato de sodio foi adquirido da Reagen (Brasil). Hidroxido de sédio,
acido acético glacial e alcool etilico absoluto foram adquiridos da Synth (Brasil). Imidazol,
carbonato de sédio, alcool metilico, alcool iso-propilico, cloreto de potassio, fosfato de
potassio monobasico, nigro de amido e acido cloridrico fumegante foram adquiridos da
Merck (EUA). TCA (acido tricloroacético) e glutaraldeido foram adquiridos da Nuclear
(Brasil). Kit de marcadores para alta massa molecular, kit de marcadores de ponto
isoelétrico 3-10, Phast gel IEF 3-9 e ditiotreitol foram adquiridos da Pharmacia Biotech
(Suécia). Anti-soro humano: IgG, IgM e IgA foram adquiridos da Hoechst-Behring
(Alemanha).

Utilizou-se agua ultrapura Milli-Q para a preparagdo de todas as solugdes. O gel
Sepharose 6B foi adquirido da Pharmacia Fine Chemicals AB, Uppsala (Suécia).
Membranas para a ultrafiltragdo (YM 10 e Centricon-10) foram obtidas da Amicon (EUA).

Soro e plasma (agente anti-coagulante: citrato de sodio) humano sadio foram
doados por Sandra Vangan, e centrifugados no Laboratorio de Patologia da Unicamp, a fim

de separar plasma ou soro de hemacias, plaquetas e leucécitos.

3.2, Métodos
3.2.1.  Quantificacio de proteina

A proteina total presente em amostras for quantificada através de absorbéancia a
280 nm e através do microensaio apresentado por BRADFORD, 1976. No primeiro caso, 4
quantificag@o da solugdo foi determinada assumindo coeficiente de extingdio 14 para 1% da
solu¢do de IgG, e no segundo caso, foi determinada multiplicando a absorbancia a 595 nm
pelo volume da fra¢do coletada e dividindo por um fator. Este fator foi obtido pelo
coeficiente angular da curva de calibragfio, o qual utiliza albumina de soro bovino como

proteina padréo.

3.2.2, Imobiliza¢io de dcido iminodiacético (IDA)

O gel de agarose (Sepharose 6B) foi ativado via introdugdo de um composto
reativo bifuncional (epicloridrina). Epicloridrina atua como brago espagador, apresentando
trés atomos de carbonos em sua estrutura, os atomos laterais ligam covalentemente aos

atomos de oxigénio da matriz em meio alcalino, produzindo uma matriz ativada. Apds a
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remogdo do excesso de ativante, em solucdo aquosa foi realizada a imobilizagdo do agente
quelante tridentado IDA a matriz ativada, conforme descrito por PORATH et al.,, 1975,
PORATH e OLIN, 1983. O gel foi sintetizado pela Dra. Sonia Maria Alves Bueno.

3.2.3. Cromatografia em coluna com gel de agarose IDA-Me®*

O gel [DA-Sepharose 6B foi lavado com agua ultrapura em sistema de filtro a
vacuo, utilizando o funil de Buchner e em seguida foi desgaseificado e introduzido em uma
coluna cromatografica, (10 mm de didmetro interno e 130 mm de comprimento, Bio-Sepra,
EUA). Utilizou-se um volume de leito de 3 ml nos experimentos com IgG pura e soro
humano, e usou-se um volume de leito de 5 ml nos experimentos com plasma humano, a
fim de verificar a seletividade do gel IDA-Me*",

Os experimentos foram realizados em um sistema de cromatografia de baixa
pressdo. A coluna cromatografica em modo frontal foi conectada a uma bomba peristaltica
(Econo Pump-Bio Rad, EUA). A corrente de saida da coluna, durante todo o experimento
esteve conectada a um monitor de medida de absorbancia a 280 nm (Econo UV Monitor-
Bio-Rad, EUA), cujos sinais eram emitidos continuamente ao aquisitor de dados (HP
3852A, EUA). Ao receber os dados do aquisitor, um microcomputador (HP 9153C, EUA)
plotava um cromatograma referente aos dados obtidos. O equipamento cromatografico
usado esta representado na Figura 3.1. Atraves da bomba peristaltica, a agua ultrapura foi
alimentada na coluna cromatografica a uma vazdo de 0,5 ml/min (vazdo utilizada em todas
as etapas da cromatografia) e, em seguida, a coluna foi carregada com uma solugéo de
sulfato de cobre, sulfato de niquel, sulfato de cobalto ou sulfato de zinco a 50 mM,
conforme o experimento. A coluna foi lavada novamente com agua ultrapura e
posteriormente 5 a 10 vezes o volume da coluna com tampdo de pH mais baixo ou
concentragdo alta do agente competidor, para eliminar os ions metalicos fracamente
quelatados. Em seguida, a coluna foi equilibrada com a solugdo tamponante usada na etapa
da adsor¢d@o. Varios tampdes foram testados para adsor¢cdo: MMA (Mes, Mops e Acetato)
50 mM a pH 7, fosfato 50 mM a pH 7, Tris-HCI 25 mM e Mops 25 mM contendo 2 mM
de imidazol apH 7. MMA 50 mM a pH 6, 5 e 4 , fosfato 50 mM a pH 6, acetato 100 mM
pH 5 e 4, Tris-HCI a 50, 100, 150 ¢ 200 mM a pH 7 e Mops 25 mM contendo 10, 20, 30,
50 €100 mM de imidazol a pH 7 foram testados na etapa de eluigdo. Todos os tampdes

utilizados com exce¢do do Tris-HCI, continham 1 M de NaCl Para o caso do tampdo
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contendo imidazol, foi necessario primeiramente saturar a coluna com 20 mM imidazol e
posteriormente equilibrar com 2 mM de imidazol [YIP e HUTCHENS, 1994].

Uma vez a coluna estando equilibrada, uma solu¢do de IgG humana pura, em
concentragdo de Img/ml no tampdo usado na etapa de adsorgdo, foi injetada (2 mg) na
coluna. Para ensaios de adsor¢do de IgG a partir do plasma e soro humano, Iml diluido com
Iml do tampdo fo1 injetado

Finalizada a injegdo, a coluna foi lavada com o mesmo tampao utilizado na etapa
de adsor¢@o com o intuito de eliminar as proteinas que ndo foram adsorvidas As proteinas
adsorvidas foram eluidas por gradiente descontinuo de pH (abaixamento de pH) ou por
agente competitivo (concentragdes crescentes de imidazol), dependendo do experimento.
Apos a elui¢do da proteina, a coluna foi regenerada com solu¢do de EDTA a 50mM, pH
entre 6,0 e 7.0 A corrente de saida foi coletada em fragdes de 4 ml

As fragOes obtidas foram monitoradas a 280mm e quantificadas pelo método de

Bradford Os experimentos foram realizados no minimo em duplicata
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Figura 3.1: Esquema do equipamento cromatografico. (1) Solug¢do de alimentagdo,
(2) Bomba peristaltica; (3) Coluna cromatografica; (4) Detector UV, (5) Sistema

de aquisi¢ao de dados; (6) Coletor de fragdes.
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3.2.4. Ensaio usando duas colunas cromategraficas

Para ensaios com soro humano utilizou primeiramente uma coluna com ion
metalico Zn** imobilizado. Esta coluna foi lavada com tampdo Acetato 100 mM apH 4 ¢
em seguida foi equilibrada com tampdo Fosfato 50 mM a pH 7, ambos tampdes contendo 1
M de NaCl. Injetou-se 1 ml do soro humano diluido com 1 ml do tamp3do de equilibrio.
Posteriormente cerca de 90% das fra¢des de lavagem foram agrupadas (o restante foi
guardada para realizagdio da eletroforese SDS-PAGE) e injetada numa segunda coluna
contendo Ni**, Cu®* ou Co®" imobilizado. No caso desta segunda coluna ser equilibrada
com outro tampdo (Mops contendo imidazol e NaCl), a injecdo das fractes de lavagem
foram precedidas por uma diafiltragiio (diafiltrou-se dez vezes o volume 2 ser injetado),
usando uma célula Amicon (modelo 8050 com membrana YM 10, EUA). Apés a adsorgdo
das proteinas nesta segunda coluna, fez-se a lavagem, e posteriormente a eluiggo por
decréscimo de pH ou por adi¢do de um agente competidor (concentracdes crescentes de
imidazol), dependendo do experimento. Apos a eluicdo, as colunas foram regeneradas com

um agente quelante forte, EDTA a 50 mM.

3.2.5. Verificacido do despréndimento de metal da coluna

Em IMAC, muitas vezes pode ocorrer desprendimento de metal antes ¢ durante a
cromatografia, com a possibilidade de contaminar a proteina de interesse. Assim, analises
foram realizadas a fim de verificar se o metal estava se desprendendo da coluna antes da
cromatografia.

O desprendimento de metal da coluna foi determinado através de medidas
espectofotométricas e titulagdo, conforme o caso. Para os metais Cu™*, Ni* e Co™
determinou-se o comprimento de onda de adsorgdo, através da varredura do espectro,
tendo-se obtido A (comprimento de onda) de 809 nm para o Cu®*, A de 394 nm para o Ni*",
A de 511 nm para 0 Co®". J4 para o ton metalico Zn** foi realizado titulagdes com Na,COs a
2M, pois se houvesse desprendimento do ion metalico Zn*” formaria um precipitado branco
[BEITLE e ATAAI 1993].

A coluna foi primetramente lavada com tampdo de mais baixo pH (pH 4) ou alta
concentragdo do agente competidor (20 mM de imidazol), e posteriormente foi lavada com

tampdo de mais alto pH (pH7) ou mais baixa concentragiio do agente competidor (2 mM de
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imidazol), dependendo do experimento. Nessas duas etapas foram observadas através das

fragdes recolhidas, se houve desprendimento do ion metalico.

3.2.6. Ultrafiltracio

A ultrafiltragdo foi realizada para concentrar as fragSes de lavagem e de eluigéo,
obtidas a partir da cromatografia com plasma ou soro humano. Para a revelagio com
coomassie blue e nitrato de prata, usou-se 0,1 mg/ml da amostra. A ultrafiltracio da
amostra foi realizada em uma célula Amicon (modelo 8050 com membrana YM 10, EUA),
montada e conectada a um cilindro de nitrogénio, sendo a maxima pressio recomendada de
operagio 70 psi. Continuou-se a ultrafiliragdo em centrifuga utilizando Centricon modelo
10 (Amicon, EUA), quando a concentragio da proteina na solugio ainda nio era suficiente
para a realizagdo da eletroforese. Esta ultrafiltracido funciona sobre a agiio de uma forga
centrifiga, tendo-se utilizado uma centrifuga (HITACHI modelo Himac CF-15D, Japio)
com um rotor de dngulo fixo modelo RT 15A35. Utilizou-se uma forga centrifuga maxima

de 5000 rpm x g, que esta dentro dos valores suportados pela membrana.

3.2.7. Fletroforese SDS-PAGE

Na eletroforese SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel
Electrophoresis), as proteinas sdo separadas segundo as diferencas de tamanho, este
processo determina a massa molecular de proteinas. Para realizacio da eletroforese SDS-
PAGE, utilizou-se um detergente anidnico, SDS, este detergente em conjunto com a
proteina forma um complexo carregado negativamente, movendo-se no sentido anddico
(parte inferior do gel). Os géis de poliacrilamida servem de peneiras moleculares, os quais
apresentam tamanhos de poros que podem ser controlados pela escolha de concentragGes
variaveis de acrilamida e de bisacrilamida. Assim, o tamanho efetivo dos poros diminui
com o aumento da concentracio de acrilamida. As proteinas pequenas movem-se
rapidamente através do gel, enquanto as grandes permanecem em cima, perto do ponto de
aplicacgo[ LEHNINGER, 1986].

As analises de eletroforese em gel de poliacrilamida foram realizadas de acordo
com protocolo descrito por LAEMMLI, 1970. Usou-se duas cubas verticais de tamanhos

diferentes fabricadas pela Bio-Rad (EUA), gel de acrilamida 10% e espassador de lmm. As
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amostras (0,1 mg/ml) foram previamente aquecidas 4 100°C durante sete minutos em
tampdo contendo SDS e B-mercaptanoetanol, condi¢iio de desnaturagfio das proteinas pela
quebra das ligagdes de dissulfeto. Usou-se marcador de alta massa molecular (tiroglobulina,
330 kDa; ferritina, 220 kDa; albumina, 67 kda; lactato, 36 kDa). Para a cuba maior
seguindo seu protocolo utilizou-se voltagem constante & 80V para o gel de concentragio ¢
140 V para o gel de separagdo, jé para a cuba menor utilizou-se uma voltagem constante de
200V. Uma vez finalizada a separa¢fio das proteinas segundo as diferengas de tamanho, o
gel foi retirado das placas de vidro e em seguida, as bandas foram visualizadas através das
etapas de coloragfio do gel, método tradicional de Coomassie Brilliant Blue G250: detecta
ng, descrito por BLAKESLEY e BOEZ], 1977, € método tradicional de nitrato de prata:
detecta em ng, descrito por MORRYSSEY, 1981. Finalmente o gel fot acondicionado numa

solugio de preservagio (13% glicerol e 10% &cido acético).

3.2.8. Focalizacio Iseelétrica

IEF (Isoeletric Focusing) € uma técnica eletroforética na qual moléculas anfoteras
sao separadas segundo seu ponto 1soelétrico (pI), ao longo de um gradiente continuo de pH.
As proteinas s30 espécies anfoteras, carregadas positivamente em pH abaixo de seu pl e
carregadas negativamente em pH acima do pl. O ponto isoelétrico de uma proteina é o pH
no qual o balango de cargas é zero, e, portanto, sua mobilidade eletroforética € zero.
Quando uma proteina € submetida a um campo eléirico em um gel que apresenta um
gradiente de pH, essa proteina migrard em diregfo ao eletrodo de carga oposta até o pH
correspondente ao seu pH isoelétrico.

A focalizagdo isoelétrica pode prontamente separar proteinas com diferenga de pl
de s6 0,01, o que significa que pode ser separadas proteinas com uma sé carga de diferenca.
As proteinas dessalinizadas sfo aplicadas na parte superior do gel de poliacrilamida,
migrando todo o gel durante a focalizaggo isoelétrica. Em tal gel, as proteinas sdo separadas
na direcdo horizontal com base em ponto isoelétrico [LEHNINGER, 1986]. As proteinas
foram submetidas a focalizagfio isoelétrica através do equipamento LKB-Phast System,
fabricado pela Pharmacia Biotech (Suécia), usou-se kit de marcadores de ponto isoelétrico

3-10 e Phast gel IEF 3-9. Apos a focalizagdo isoelétrica a partir do método existente no
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equipamento (trinta minutos), proceden a coloragdo & quente com solugio de mnitrato de

prata, segundo protocolo descrito por HEUKESHOVEN e DERNICK, 1985.

3.2.9. Imunodifusio radial

A imunodifusdo radial permite analises em gel de agarose, demonstrando
qualitativamente a presenca de anticorpos, através da reagio entre antigenos e anticorpos
mediante suas migragoes no gel [MAYER ¢ WALKER, 1990}.

A presenca das classes IgA, IgG e IgM podem ser visualizadas através da
imunodifusdo radial, sendo necessario primeiramente preparar o gel de agarose a 1% em
tampdo salino PBS a pH 7.4 (cloreto de sodio, cloreto de potassio, fosfato de potassio
monobasico, fosfato de sédio € agua destilada). Apos sua gelificagfio sobre uma lamina de
vidro, foram feitos orificios para aplicag@io de 10ul da amostra (material com soro a ser
testado) e 10ul do antigeno (anti-soro humano IgG, IgM e IgA) Este ensaio de
imunodifusdo radial leva cerca de 48 a 60 horas a temperatura ambiente, sendo que este
tempo depende da reagio. Assim que a imunodifusio se completou, lavou-se a ldmina com
PBS sob agitacdo. O procedimento de coloracéio foi realizado com uma solu¢éio corante
para imunodifusdo (nigro de amido, coomassie briiliant blue R250, acido acético, etanol e
agua destilada).

A imunodifusdo radial foi realizada no Laboratdric de Imunologia Clinica da

Unicamp, sob supervisio do Prof. Dr. Ricardo de Lima Zollner.

3.2.10. Nefelometria

Através de nefelometria fez-se a dosagem dos niveis de IgG, IgM, IgA e
transferrina conforme descritc no manual do nefeldmetro (Array 360 System, Beckman,
EUA). IgG, IgA e IgM foram dosadas no Laboratdrio de Imunologia da Unicamp, chefiado
pela Dra. Luciana Camara Bertozzi. A transferrina, fo1 dosada no Laboratorio de Patologia

da Unicamp, chefiado pela Dra. Paula Virginia Bottini.
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.1. Ensaios preliminares

Uma vez que ions metalicos imobilizados adsorvem varias protetnas (ligantes
pseudobioespecificos), condicdes ideais para a purificagio de IgG a partir do plasma
precisaram ser cuidadosamente investigadas. A adsor¢dc de proteinas em IMAC ¢€
influenciada por diversos fatores, dentre eles, tipo de metal imobilizado, agente quelante,
densidade de ligantes, temperatura, tamanho da proteina, pH, for¢a ibnica ¢ tipo de tampdes
utilizados nas etapas de adsorcio e dessorgao.

O primeiro passo desse trabalho foi selecionar os ions metalicos a serem
imobilizados no agente quelante IDA. Em IMAC, Fe*", Co®", Ni**, Cu®*, Zn™", A" e Ca**
sdio os ions metélicos mais comumente utilizados [SULKOWSKI, 1989]. Como IgG € uma
glicoproteina, contendo varios residuos de histidina acessiveis, os ions metalicos Fe'™ e
AI*" nfio sio muito adequados para a sua purificac@o, uma vez que estes metais ligam-se a
fosfato ¢ fosfoésteres primarios, oferecendo, dessa forma, a possibilidade de serem
utilizados para separar fosfoproteinas (ANDERSSON e PORATH, 1986; SULKOWSKI,
1988). O ion Ca®" coordena o itomo de oxigénio presente no grupo carboxilico dos
residuos dos aminoacidos aspartato e glutamato da molécula, podendo ser utilizado para
purificagio de proteinas que contenham varios grupos carboxilicos préximos
(MANTOVAARA et al., 1991).
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Selecionou-se, para a separagio de IgG, os fons metalicos Cu®*, Ni**, Zn®* ¢ Co™
pois estudos realizados por diversos pesquisadores com proteinas modelos comprovaram a
forte afinidade destes metais pelos residuos histidina acessiveis da proteina (SULKOWSKI,
1988, SULKOWSKI, 1989; ZHAO et al., 1991).

O segundo passo foi selecionar as condiges de adsorgiio e dessorgdo de IgG.
Foram escothidos trés diferentes sistemas tamponantes, a fim de estudar a influéncia destes
na reten¢do de IgG nas matrizes IMAC: MMA (tampdo zwiteridnico), Fosfato ¢ Acetato
(tampGes que atuam como competidores fracos), € Mops contendo imidazol (tampdes que
atuam como competidores fortes). Com intuito de impedir interagdes eletrostaticas, e
aumentar a seletividade e estabilidade das ligacdes metal-proteina, adicionou-se 1M de

NaCl nos tampdes de adsorgdo e dessorgio | SULKOWSKI, 1985].

4.1.1. Verificacio do desprendimento do metal na coluna

Alguns pesquisadores criticam o emprego de IMAC para a punficagiio de
proteinas a serem utilizadas para fins terap8uticos. Esta critica fundamenta-se na existéncia
da possibilidade de ocorrer desprendimento do metal durante a cromatografia,
contaminando a proteina de interesse. Por este motivo, analises foram realizadas com a
finalidade de verificar se os tampdes que seriam empregados nas etapas de adsorcéio e
eluigdo (nos seus respectivos pHs) provocariam o desprendimento do metal quelatado.

Os ions metalicos selecionados, Cu®*, Ni**, Zn™ e Co’*, apresentam uma
coloragdo caracteristica, respectivamente, azul, verde, incolor e rosa. Esta coloragdo pode
ser visualizada na coluna, apds o carregamento destes ions.

O desprendimento dos ions metalicos das colunas carregadas foi realizado através
de medidas espectrofotométricas (para o Cu?’, NiZ" e Co™) e por titulagio (para o Zn")
com as amostras do eluente coletadas apés a lavagem da coluna com o tampdes de adsorgio
(pH 7,0) ¢ com os tampdes de dessorgao (pH 4,0).

Verificou-se a partir das analises espectrofotomeétrica e titulagdo, que ndo houve
desprendimento dos fons metalicos Cu®’, Ni*" e Zn**, quando em presenga dos tampdes
estudados. Para o ion metalico Co®*, observou-se visuaimente o desprendimento de metal
durante a etapa de lavagem com tampdo MMA a pH 4,0 (branqueamento em uma grande

area da coluna), tendo sido confirmado através de analises espectrofotométricas a 511 nm.
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Dessa forma, nd3o foi possivel a realizagdo dos experimentos com eluigdo por
abaixamento de pH para este ion metalico, havendo a necessidade de eluir a pH 7,0.
Optou-se em eluir a proteina utilizando gradiente crescente da concentragdo de agentes

competidores, tais como Tris e imidazol.

4.2. Influéncia dos tampdes e dos ions metalicos imobilizados na retenc¢io de IgG
4.2.1. Sistema tamponante MMA

Cromatografias com IgG pura foram realizadas com MMA (Mops, Mes e Acetato)
contendo 1 M de NaCl a pH 7,0 na etapa da adsor¢do e MMA contendo | M de NaCl a pH
6.0, 5,0 e 4,0 na etapa da eluigdo. EDTA a 50 mM foi empregado para regenerar a coluna.
Os cromatogramas tipicos obtidos de experimentos realizados com os ions metalicos Cu’,
Ni’" e Zn®" imobilizados sdo apresentados nas Figuras 4.1, 4.2 e 4 3. As quantidades e as
porcentagens de IgG obtidas em cada fragdo, para cada ion metalico estudado sdo

apresentadas na Tabela 5.
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Figura 4 1© Cromatografia de [gG pura em coluna contendo gel IDA-Sepharose 6B com o ion
Cu’" imobilizado. Perfil cromatografico: tampdo de lavagem. MMA 50 mM contendo IM NaCl
apH 7.0 (m ). tampdes de dessorcdo. MMA 50 mM contendo IM NaCla pH 6.0 (m); 5.0 (=)
e 4.0 (™), solugdo de regeneracdo EDTA a 50 mM (®); vazdo 0.5 ml/min: fracdes de 4+ ml
recolhidas. A seta [ indica inje¢do da amostra. as demais setas indicam as etapas de troca de

tampdes de elui¢do. O nitmero | indica o pico de proteina obtido.
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Figura 4.2: Cromatografia de [gG pura em coluna contendo gel [DA-Sepharose 6B com o ion
Ni~~ imobilizado Perfil cromatografico: tampdo de lavagem. MMA 50 mM contendo IM de
NaCl a pH 7 (® ): tampdes de dessorcdo. MMA 30 mM contendo IM NaCla pH 6.0 (m): 5.0
(m)e<.0(m): solugio de regeneracdo EDTA a 30 mM ( m): vazdo 0.5 mi/min; fracées de + ml
recolhidas. A seta [ indica inje¢do da amostra. as demais setas indicam as etapas de troca de

tampdes de eluicio. Os niameros de [ a 5 indicam os picos de proteina obtidos.
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Figura 4.3 Cromatografia de [gG pura em coluna contendo gel [DA-Sepharose 6B com o ion
Zn™" imobilizado Perfil cromatografico: tampdo de lavagem. MMA 50 mM contendo 1M NaCl
apH 7.0 (m): tampdes de dessor¢io, MMA 50 mM contendo IM NaClapH 6.0 (m). 5.0 (™)
e 4.0 (®): solucdo de regeneracdo EDTA a 50 mM (® ). vazdo 0.5 mli/min:. fracdes de 4 ml
recolhidas. A seta | indica mjegdo da amostra, as demais setas indicam as etapas de troca de

tampdes de elui¢do. Os mimeros de | a 3 indicam os picos de proteina obtidos.
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Tabela 5: Ensaios de adsor¢io e de dessorc¢io de IgG utilizande tampio MMA.

fon Injecio Lavagem Eluicio Eluigio Eluigiio Regeneracio | Recuperagio
Metdlico pH 7 pH 6 pH S pH 4 EDTA

mg % | mg % | mg % | mg % | mg % | mg % | mg %

Cu®’ 1,31 100 | 0,00 0,0 0,00 0,0 10,00 0.0 ]0,00 0.0 | 1,49 98,7 | 1,49 987

NiZ* 1,44 100 | 0,07 5,1 (0,19 1391084 59,2 (0,08 3.8 10.23 159 143 993

Zn> 1,17 100 | 0,04 3.4 |0.62 37.2 10,15 14,0 10,02 1.7 10,26 23,71 1.08 923

Através dos resultados de adsor¢do de [gG humana pura utilizando tampdo MMA,

observa-se que IgG foi fortemente adsorvida no ion metalico Cu®" e somente na etapa de

regeneracgao realizada com EDTA a mesma foi eluida. IgG apresentou uma menor afinidade

pelo ion metalico Ni*", pois uma grande parte foi eluida a pH 5,0 (59,2%). O mesmo

aconteceu no caso do fon metélico Zn>*, onde a eluicio de IgG foi maior a pH 6,0 (57,2%).

4.2.2.

O tampdo Fosfato atua como competidor fraco pela proteina em IMAC. A

Sistemas tamponantes Fosfato e Acetato

influéncia deste tampao na adsorgdo e acetato na elui¢o foi estudada, e os cromatogramas

tipicos obtidos para os ions metalicos Cu®*, Ni*" e Zn** sdo apresentados nas Figuras 4.4,

4.5 e46. As quantidades e as porcentagens de IgG obtidas em cada fragdo, para cada ion

metalico estudado sdo apresentadas na Tabela 6.
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Figura 4.4: Cromatografia de [gG pura em coluna contendo gel IDA-Sepharose 6B com o ion
Cu™" imobilizado. Perfil cromatografico. tampdo de lavagem. Fosfato 30 mM contendo 1M
NaCl a pH 7.0 (®); tampdes de dessorgdo. Fosfato 50 mM contendo IM NaCl a pH 6.0 (m). ¢
Acetato 0.1M apH 5,0 (®) ¢ 4.0 (m): solucdo de regeneragio EDTA a 50 mM ( ®): vazdo 0.3
ml/min: fracdes de 4 ml recolhidas A seta I indica injecdo da amostra. as demais setas indicam

as etapas de troca de tampdo. Os numeros de 1 a 4 indicam os picos de proteina obtidos.
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Figura +.5: Cromatografia de 1gG pura em coluna contendo gel IDA-Sepharose 6B com o ion
Ni*" imobilizado. Perfil cromatogrifico: tampdo de lavagem, Fosfato 50 mM contendo 1M
NaCla pH 7.0 (m); tampdes de dessorgio. Fosfato 50 mM contendo |M NaCla pH 6.0 (m), e
Acetato O.1M apH 5.0 (®) e 4.0 ( ®): solucdo de regeneracdo EDTA a 50 mM ( ®): vazdo 0.3
ml/min:. fragdes de 4 ml recolludas. A seta [ indica inje¢do da amostra, as demais setas indicam

as etapas de troca de tampdo. Os numeros de 1 a 5 indicam os picos de proteina obtidos.



CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

41

Bl G

dIk

..l“...‘-

b

g -
atissnang®® SeaaEE g,
T —p— T

5 10

15 20
Fracdes

25 30

1

35 40

Figura 4.6: Cromatografia de IgG pura em coluna contendo gel IDA-Sepharose 6B com o ion
Zn"" imobilizado. Perfil cromatogrifico: tampdo de lavagem. Fosfato 50 mM contendo 1M

NaCl a pH 7.0 (m); tampdes de dessorcdo. Fosfato 50 mM contendo IM NaCla pH 6.0 (m ). ¢

Acetato 0.1M a pH 3.0 (®m) e 4.0 (). solugio de regeneragdo EDTA a 50 mM ( m): vazdo 0.3

ml/min: fragdes de 4 ml recolhidas. A seta I indica inje¢do da amostra. as demais setas indicam

as etapas de troca de tampdo. Os numeros de 1 a 3 indicam os picos de proteina obtidos.

Tabela 6: Ensaios de adsor¢io e de dessor¢io de IgG utilizando tampdes Fosfato e

Acetato, respectivamente.

fon Injecdo Lavagem Elui¢do Eluigao Elui¢io | Regeneracio | Recuperagio
Mgtalico pH 7 pH 6 pH 3 PH 4 EDTA

mg % | mg % | mg % | mg % | mg % | mg % | mg Yo

Ca® 1.74 100/0.06 33 [0.15 90[000 00 [0.10 63 [137 814|169 971

Nizt [.25 100|008 70 10,76 635|021 17.7(0.02 L35 [0.12 103 | L19 952

Zn*" 141 100|113 81,7 [0.03 22 |004 256 [0.08 6.1 |0.10 73 | 138 979

Através dos resultados de adsor¢do de IgG, observa-se que esta proteina foi

fortemente adsorvida no ion metalico Cu®", e somente na etapa de regeneragdo com EDTA

a mesma foi quase toda eluida (81,4%). IgG apresentou uma menor afinidade pelo ion

metalico Ni*", grande parte foi eluida a pH 6 (63,5%). Ja para o ion metalico Zn>", 81,7%

da IgG injetada nao foi adsorvida, tendo sido eliminada durante a etapa de lavagem.
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4.2.3. Sistema tamponante Mops contendo imidazol

Imidazol atua como competidor forte pelo sitio de ligagdo da proteina em IMAC.
A influéncia deste agente foi estudada e os cromatogramas tipicos obtidos de experimentos
realizados com os fons metalicos Cu®", Ni*" e Zn*" imobilizados sio apresentados nas

Figuras 4.7, 48 e 49. As quantidades e as porcentagens de [gG obtidas em cada fragdo,

para cada lon metalico estudado sdo apresentadas na Tabela 7
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Figura 4.7. Cromatografia de [gG pura em coluna contendo gel [DA-Sepharose 6B coin o ion
Cu™" imobilizado. Perfil cromatografico tampdo de lavagem. Mops contendo 1 M NaCl ¢ 2mM
de imidazol a pH 7.0 (® ) tampdes de dessor¢io. Mops contendo | M NaCl e 10 (m), 20( m).
30(m). 50 (m)e 100( )mM de umidazol a pH 7: solugdo de regeneracdo EDTA a 50 mM
(). vazdo 0.5 ml/min: fragées de + ml recolhidas. A seta [ indica injecdo da amostra. as
demais setas indicam as etapas de troca de tampdo. Os numeros de 1 a 7 indicam os picos de

proteina obtidos.
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Figura 4+8: Cromatografia de IgG pura em coluna contendo gel IDA-6B com o ion Ni~
imobilizado. Perfil cromatografico: tampdo de lavagem. Mops contendo | M de NaCl e 2 mM
de imidazol a pH 7.0 (® ). tampdes de dessorcdo, Mops contendo | M NaCle 10 (®). 20 (=),
30 (m). 50 (m)e 100 ( )mM de imidazol a pH 7: solugdo de regeneracio EDTA a 50 mM
(™). vazdo 0.5 ml/min: fracdes de + ml recolhidas. A seta [ indica injecdo da amostra. as
demais setas indicam as efapas de troca de tampdo. Os nimeros de | a 6 indicam os picos de

proteina obtidos.
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Figura 4.9: Cromatografia de IgG pura em coluna contendo gel IDA-Sepharose 6B com o ion
Zn"" imobilizado. Perfil cromatografico: tampdo de lavagem. Mops contendo 1 M de NaCl e
2mM de imidazol a pH 7.0 ( ® ); tampdes de dessor¢do. Mops contendo 1 M NaCl ¢ 10 (=), 20
(®). 30(m), 50 (m)e 100( ) mM de imidazol a pH 7: solucdo de regeneragdo EDTA a 30
mM (®); vazdo 0.5 ml/min; fracdes de 4 ml recolhidas. A seta [ indica inje¢do da amostra, as
demais setas indicam as etapas de troca de tampdo. Os niimeros de 1 a 7 indicain os picos de

proteina obtidos.
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Tabela 7. Ensaios de adsor¢io e de dessorcio de IgG utilizando tampio Mops contendo

imidazol.
) Lavagem Eluicdo Elui¢ao Eluigiio Eluic¢do Elui¢do | Regenera- | Recupera-
[on ' !
Metilico | Imiesio | @mM) | (10mM) | 20mM) | @GOmM) | (S0mM) | (100md) | i
EDTA
o, o
mg % | mg % |mg % |mg % |mg % mg % | mg % mg /o | mg Y
Cu®" |[128 100 |001 08 [008 70 (048 405 [026 21,9 |0,05 43(001 10]028 245|117 914
NiZ* | 124 100 [004 35 [000 00 [0,51 422 034 282 [0,11 92003 28017 137|121 976
Zn®" | 141 100 [009 67 [068 503 [036 263 [005 35 {002 15(002 1,5|0,14 101|135 957

Através dos resultados de adsorg¢do de [gG utilizando tampdo

Mops contendo

imidazol, observa-se para o ion metalico Cu®" eluigdo de grande parte de IgG injetada

quando se utilizou 20 mM de imidazol (40,5%), bem como para Ni*' (42,2%). Ja para o ion

metalico Zn*", a eluicdo de [gG foi maior a 10 mM de imidazol (50,3%)

4.2.4.

fon Co™ : Solugio tamponante Tris-HCl e Mops contendo imidazol

Devido ao desprendimento do ion metalico Co®" observado nos experimentos por

decrescimo de pH, fez-se necessario usar agentes competidores a pH neutro para eluir IgG

A influéncia de dois agentes competidores (imidazol e Tris) em solu¢des tamponantes foi

estudada e os cromatogramas tipicos obtidos de experimentos realizados com o ion

metalicos Co”" imobilizado sdo apresentados nas Figuras 4.10 e 4.11. As quantidades e as

porcentagens de IgG obtidas em cada fragdo, para o ion metalico Co" sido apresentadas na
Tabela 8 e 9
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Figura 4.10: Cromatografia de IgG pura em coluna contendo gel IDA-Sepharose 6B com o ion
Co™ imobilizado. Perfil cromatogrifico: tampdo de lavagem. 25 mM de Tris-HCl a pH 7.0
(®=): tampdes de dessor¢do: 50 (m). 100 (®m), 150 (®) e 200 ( ) mM de Tris-HCI a pH 7:
solucdo de regeneragdo EDTA a 30 mM (W), vazdo 0.5 ml/min: fra¢des de 4 ml recolhidas. A
seta I indica injegdo da amostra, as demais setas indicam as etapas de troca de tampdo Os
numeros de | a 6 indicam os picos de proteina obtidos.
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Figura 4.11: Cromatografia de [gG pura em coluna contendo gel [DA-Sepharose 6B com o ion
Co™ imobilizado. Perfil cromatografico: tampdo de lavagem, Mops contendo 1 M de sal NaCl e
2mM de imidazol a pH 7.0 ( ® ); tampdes de dessorgdo. Mops contendo 1 M NaCl e 10 (m), 20
(m), 30 (m), 50 (m)e 100 ( )mM de imidazol a pH 7:; solucdo de regeneracdo EDTA a 50
mM (®); vazdo 0.5 mli/min; fracoes de 4+ ml recolhidas. A seta I indica inje¢do da amostra, as
demais sefas indicam as etapas de troca de tampdo. Os numeros de | a 7 indicam os picos de

proteina obtidos.
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Tabela 8- Ensaio de adsorcio e de dessor¢iao de IgG utilizando tampao Tris-HCL
fon Injecio Lavagem Eluigao Elui¢ao Elui¢io Elui¢iao Regeneracao | Recupera-
cali o
psetalive 25mM) (S0mM) | (100mM) | (150mM) | (200mM) EDTA e
mg Y%
mg % | mg % | mg % |mg % |mg %o | mg % | mg % | "

Co** 1,85 100 1021 114 (008 46 1007 40009 32]0,4 7.5 122 6731182 99.5
Tabela 9: Ensaio de adsorcio e de dessorcio de IgG utilizando tampio Mops contendo
imidazol.

fon Injecdo | Lavagem | Eluicaoe Eluiciio Eluicao Eluicdo Elui¢do | Regeneracido | Regenera-

metalico - v
(ZmM) (10mM) | (20mM) | (30mM) | (30mM) | (1000mM) (EDTA)
mg % | mg % | mg Y% |mg % |mg %|mg %| mg % | mg Y | mg %
Co** 125100 (0,13 10,9028 227)0,08 6,6 [0,02 1,6]003 27]002 16066 536|122 976

Através dos resultados de adsorgio de IgG utilizando fon metalico Co®", observa-
se para tampdo Tris-HCI, que IgG foi fortemente adsorvida no ion metalico Co”", uma vez
que grande quantidade de IgG foi eluida durante a regeneragdo da coluna com EDTA
(67,3%). Ja para o tampao Mops contendo imidazol. [gG foi eluida a 10 mM de imidazol
(22,7%), e grande quantidade eluida com EDTA (53,6%), mostrando que os dois agentes
competidores utilizados nas solugdes tampontes, proporcionaram grande retengdo de IgG

por este ion metalico estudado.

4.3. Analise dos resultados das cromatografias utilizando IgG pura

Diversos perfis cromatograficos de IgG foram observados nos estudos com
diferentes tampdes e ions metalicos imobilizados Dentre os ions metalicos estudados Pode-
se observar que a afinidade de IgG pelo ion metalico Cu®” foi a maior em comparacio aos
outros ions. A proteina foi fortemente adsorvida em Cu’" imobilizado e somente na etapa
de regeneragdo a mesma foi eluida, juntamente com o ion metalico. IgG apresentou uma

G P o +7 2+ 2+ s T
menor afinidade pelos ions metalicos Ni** e Zn®" que por Cu®", uma vez que a eluigdo da

proteina foi possivel através de gradiente descontinuo de pH e por competigdo com




CAPITULO 4 RESULTADOS E DISCUSSAQ 47

imidazol. Para os ions metalicos Ni~ e Zn®", os resultados cromatograficos utilizando
tampdo MMA demonstraram que uma grande porcentagem de IgG foi eluida a pH 5,0 para
o ion metilico Ni*" e a pH 6,0 para o ion metalico Zn®*". Quando tampdo Fosfato foi
utilizado, IgG apresentou pouca afinidade pelo ion metalico Ni**, uma vez que a mesma foi
eluida a pH 6. Ja para o ion metalico Zn”", 81,7% da proteina injetada ndo foi adsorvida,
tendo sido eliminada durante a etapa de lavagem (pH 7,0), demonstrando, dessa forma,
praticamente nenhuma afinidade pelo ion Zn*" em presenca desse tampio. Para o tampéo
Mops contendo imidazol a afinidade de IgG pelo metal Zn®>* foi menor em comparagdo ao
ion metalico Ni*".

Os resultados das eluigdes por competi¢do utilizando tampao Mops contendo
imidazol em colunas IDA-Co”>” mostraram que IgG apresentou uma afinidade maior que
para os ions metalicos Cu®, Ni*" e Zn®". Os resultados obtidos indicaram que Tris-HCI é
um agente competidor mais fraco que imidazol, além da afinidade de IgG pelo ion Co®* ser
mais forte neste sistema tamponante Tris-HCL

SULKOWSKI, 1989 mostrou que a forca de retengdo das proteinas em colunas
IDA-Me*" segue a ordem: Cu*” > Ni*" > Zn** > Co®" em tampdo fosfato a 20 mM
contendo 1 M NaCl a pH 7,0. Os resultados obtidos a partir de experimentos de adsor¢ao
de IgG em presenca de tampao fosfato e MMA concordam, em termos de forga de retengdo,
com aqueles demonstrados por SULKOWSKI, 1989. No entanto, quando a adsor¢do de
IgG em colunas IDA-Me*" foi realizada em tampao Mops contendo 2 mM de imidazol, a
forga de retengdo ndo seguiu a ordem estabelecida por SULKOWSKI, tendo-se observado
uma retengdo maior de IgG em colunas IDA-Co®", seguido por IDA-Cu®’, IDA-Ni*" e IDA-
Zn*",

Estudos de adsorgdo de proteinas em matrizes IMAC indicaram que adsorventes
com agente quelante IDA preparados com Cu®", Ni*", Zn®>", Co®" sdo fortemente seletivos
pelos residuos de histidina acessiveis nas proteinas, mas podem também ligar-se com
residuos cisteina e triptofano [HEMDAN e PORATH, 1985, BELEW e PORATH, 1990].
A afinidade do triptofano por esses metais imobilizados € mais fraca que por histidina e a
presenca de residuos triptofano acessiveis pode alterar a afinidade total da proteina pelo ion
metalico imobilizado através de formagdo de ligagdes de coordenagdo ou influenciando a
interagao entre o ions metalico imobilizado e o nitrogénio do anel imidazol de histidina.
[SULKOWSKI, 1989; BELEW e PORATH, 1990; CHICZ ¢ REGNIER, 1989]. Assim,

pode ser que a presenga de residuos triptofano acessiveis estejam, em presenga de tampao
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Mops contendo 2 mM imidazol, influenciando fortemente a retencdo de IgG em colunas
IDA-Co®", de forma que forga de retengio de IgG neste metal seja maior que nos outros
metais estudados.

A imunoglobulina G humana utilizada nesse trabalho por ser policlonal, apresenta
quatro subclasses e varios pontos isoelétricos. Estas proteinas podem apresentar diferentes
afinidades pelos ions metalicos imobilizados. Este fato explica as diferentes porcentagens
de IgG obtidas nas fragdes de lavagem e eluig@o, para cada tampao e ion metalico estudado.
Assim, métodos especificos de separacdo de proteinas podem ser conduzidos pela escolha
do metal e solugdo tamponante, pois diferentes interagdes entre proteina e metal podem ser
averiguadas conforme a solugdo tamponante empregada.

Baseado nos resultados obtidos, selecionamos o ion metalico Ni*" para testar a
seletividade do suporte em purificar IgG a partir do plasma humano, uma vez que a
quantidade de IgG adsorvida no suporte e obtida na etapa de dessorg@o foi significativa,

possibilitando maior seletividade em relagdo aos outros ions metalicos estudados.

4.4. Influéncia da solu¢io tamponante na adsor¢do de IgG a partir do plasma
humano

Testes com plasma humano foram realizados para verificar a seletividade da
matriz IDA-Ni? em adsorver IgG. Utilizou-se, para esses experimentos, OS MESMOS
tampdes empregados nos experimentos com 1gG humana pura. As proteinas foram eluidas
por supressao das ligagdes de coordenagao entre metal e a proteina (atraveés de um gradiente
descrecente de pH) ou utilizando um agente competidor (gradiente crescente da
concentrag¢do de imidazol). Os cromatogramas tipicos obtidos para o ion metalico Ni**
utilizando tampdes MMA, Fosfato e Acetato, e Mops contendo imidazol sdao apresentados
nas Figuras 4.12, 4.13 e 4.14. As quantidades e as porcentagens de proteinas totais do
plasma humano obtidas em cada fragdo utilizando ion metalico Ni** s3o apresentadas na

Tabela 10 e 11.
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Figura 4.12: Cromatografia de [gG purificada a partir do plasma humano em coluna contendo gel
[DA-Sepharose 6B com o fon Ni*~ imobilizado. Perfil cromatografico: tampdo de lavagem. 50 mM
de MMA contendo IM NaCl a pH 7.0 (®); tampdes de dessorcdo, MMA 30 mM contendo 1M
NaClapH 6.0 (®): 5.0 (m) e 40 ( m). solugido de regenera¢do EDTA a 50 mM (m): vazdo 0.3

ml/min; fragoes de + ml recolhidas. A seta [ indica inje¢do da amostra. as demais sctas indicam as
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Figura 4.13: Cromatografia de [gG purificada a partir do plasma humano em coluna contendo
gel IDA-Sepharose 6B com o ion Ni*~ imobilizado. Perfil cromatografico: tampdo de lavagem.

Fosfato 50 mM contendo IM NaCl a pH 7.0 (®). tampdes de dessor¢do. Fosfato 30 mM

contendo IM NaCl a pH 6.0 (m), e Acetato 0.1M a pH 3.0 (m) e 4.0 (®): solugdo de
regeneragdo EDTA a 50 mM (M ); vazio 0,5 ml/min: fragdes de 4 ml recolhidas A seta [

indica injegdo da amostra. as demais setas indicam as etapas de troca de tampdo. Os niumeros de

1 a4 indicam os picos de proteina obtidos.
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Figura 4.14: Cromatografia de IgG purificada a partir do plasma humano pura em coluna

contendo gel [DA-Sepharose 6B com o ion Ni*™ imobilizado. Perfil cromatografico: tampdo de

lavagem. Mops contendo 1 M de NaCl ¢ 2mM de imidazol a pH 7 (™). tampdes de dessorgdo.

Mops contendo 1 M NaCle 10 (m), 20 (m), 30 (m), 50 (m)e 100 (

) mM de imidazol a pH

7: solugdo de regeneracdo EDTA a 50 mM ( 8 ); vazdo 0.5 ml/min; fra¢des de 4 ml recolhudas.

A seta [ indica inje¢do da amostra. as demais setas indicam as etapas de troca de tampdo. Os

numeros de | a 7 indicam os picos de proteina obtidos.

Tabela 10. Balangco de massa das poteinas totais do plasma humano, apoés a

cromatografia, com dessorcio por gradiente decrescente de pH.

Sistema Injecdo Lavagem Eluigiio Eluicao Eluicdo Regeneracao | Recuperagio
tamponant
S eanE pH 7 pH 6 pH S pH 4 EDTA
mg % | mg % | mg % | mg Yo | mg % | mg % | mg Yo
MMA 70,22 100 [ 3,76 10,1 139,37 689 |11,25 19,7 |0,37 1.0 [0,18 0.3 | 57.14 81,4
Fosfato e = = 2 — 5
7177 100 |36,29 762 |1488 20,1 |2.54 34 10,09 00 10,10 0.1 73.9 103.0
Acetato
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Tabela 11 Balanco de massa das poteinas totais do plasma humano, apés a

cromatografia, com dessorc¢ao por gradiente crescente da concentracio de imidazol.

Injecio Lavagem Eluic¢ao Eluigao Eluigdao Elui¢ao Eluicdo | Regeneracao| Recupe-

Sistema
tampo- @mM) | (10mM) | (20mM) | 30mM) | (S0mM) |(100mM)| EDTA ragio
—_— mg % | mg % | mg % | mg % |mg % | mg % |mg % | mg % | mg Yo
Mops

contendo | 62,00 100 (14,65 258 [ 18,04 31,7 | 19,7 347 | 1,25 22 (1,34 240,10 02| 1,77 3,1 136,85 91,7

imidazol

Através dos resultados de adsor¢do das proteinas do plasma humano em IDA-Ni*",
observa-se para o tampdao MMA a pH 6,0 o enfraquecimento das ligagdes entre proteina-
Ni**, eluindo 68,9% das proteinas do plasma. Para tampdes Fosfato e Acetato ocorreu uma
fraca retengdo das proteinas, tendo sido eliminadas 76,2% durante a etapa de lavagem a pH
7,0. Ja para tampdo Mops contendo imidazol, em varias concentragdes do agente
competidor as proteinas foram eluidas; a 2ZmM de imidazol (25,8%), a 10 mM de imidazol
(31,7%) e a 20 mM de imidazol (34,7%).

Com as fragoes coletadas nas etapas de lavagem e elui¢do das cromatografias, foi
realizada eletroforese SDS-PAGE visando constatar a presenga de bandas de interesse na
regido proxima a 50 kDa e 25 kDa (massa molecular da cadeia pesada e leve de IgG) e
também avaliar a presenga de contaminantes. Os géis de eletroforese sdo mostrados nas
Figuras 4.15, 416 e 4.17, obtidos a partir dos ensaios cromatograficos representados

respectivamente nas Figuras 4.12, 4.13 e 4.14.
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Figura +.15: Gel de eletroforese SDS-PAGE a 10% de acrilamida. Revelagdo com coomassie brilliant
blue. Tempo de migracdo aproximadamente 7 horas. Amostras em condicées desnaturantes ¢
redutoras. obtidas a partir das cromatografias utilizando o ion metalico Ni*", ¢ tampdo MMA 0.05M
contendo 1 M de NaCl (pH 7. 6. 5 e 4) Faixa | marcador de alta massa molecular: faixa 2- fracoes de
lavagem (pH 7). faixa 3: fracdes de eluicdo (pH 6). faixa 4: fragdes de eluigdo (pH 3). faixa 3. fragdes
de eluicdo (pH 4); faixa 6 [gG humana (Sigma), 2 mg/ml: faixa 7: plasma humano 10 mg/ml: faixa 8:

marcador de alta massa molecular.
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Figura 4.16: Gel de eletroforese SDS-PAGE a 10% de acrilamida. Revelagdo com coomassie brilliant
blue. Tempo de migragdo aproximadamente 7 horas. Amostras em condices desnaturantes ¢
redutoras, obtidas a partir das cromatografias utilizando o ion metalico Ni**, ¢ tampdes Fosfato (pH 7 e
6) e Acetato (pH 5 ¢ 4) ambos contendo | M de NaCl Faixa 1: marcador de alta massa molecular:
faixa 2: fragGes de lavagem ( pH 7). faixa 3 fra¢Ges de eluigio (pH 6): faixa +: fracdes de eluicdo (pH
3): faixa 3: fragGes de eluicdo (pH 4): faixa 6: [gG humana (Sigma). 2 mg/ml: faixa 7: plasma humano
10 mg/ml; faixa 8 marcador de alta massa molecular,
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Figura 4.17: Gel de eletroforese SDS-PAGE a 10% de acrilamida. Revela¢do com coomassie brilliant
blue. Tempo de migragio aproximadamente 7 horas. Amostras em condigdes desnaturantes e
redutoras, obtidas a partir das cromatografias utilizando o ion metalico Ni*", e tampdes Mops contendo
I M de NaCl e 2. 10. 20. 30, 50 e 100 mM de imidazol a pH 7. Faixa |: marcador de alta massa
molecular: faixa 2: fragdes de lavagem (2 mM de imidazol); faixa 3: fracdes de elui¢io (10 mM de
imidazol), faixa 4: fracdes de eluigdo (20 mM de imidazol); faixa 3: fragGes de elui¢do (30 mM de
imidazol); faixa 6: fragles de eluigio (50 mM de imidazol); faixa 7. fragdes de eluigdo (100 mM de
imidazol); faixa 8: [gG humana (Sigma), 2 mg/ml; faixa 9: plasma humano 10 mg/ml: faixa 10

marcador de alta massa molecular.

Foram observadas quantidades significativas de proteinas com massa molecular de
IgG, em algumas faixas dos geis. Entretanto, a presenca de contaminantes (dentre eles
albumina) foi relevante em varias faixas, indicando uma seletividade baixa para com IgG
nestes ensaios cromatograficos. As faixas com maior concentragdo de IgG foram a 4 da

Figura 4.15,a 3e4 daFigura4.16,ea 4 e 5 daFigura4.17.
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4.5.  Influéncia dos ions metalicos Cu®", Co®" e Zn*" na adsor¢io de IgG a partir do
plasma humano

Como o ion metalico Ni*™ ndo forneceu purificagio expressiva de IgG, devido a
relevante presenca de contaminantes, decidiu-se testar outros ions metalicos, tais como
Cu®", Co™ e Zn™" Qs experimentos foram conduzidos em tampdo Mops contendo imidazol,
baseado nos resultados das cromatografias efetuadas com IgG (Sigma), os quais mostraram,
neste sistema tamponante, que a proteina foi adsorvida em todos os ion metalicos
estudados, apresentando a possibilidade de elui-la, apos a adsorgdo, atravées de um gradiente
crescente de imidazol Os cromatogramas para os ions metalicos Cu’, Co™ e Zn*,
utilizando tampdo Mops contendo imidazol sdo apresentados respectivamente nas Figuras
418,419 e 420 As quantidades e as respectivas porcentagens de proteina total do plasma

humano obtidas nas etapas de adsorg¢do e eluigdo sd3o apresentadas na Tabela 12
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Figura 4.18. Cromatografia de [gG purificada a partir do plasma humano em coluna contendo
gel IDA-Sepharose 6B com o ion Cu”” imobilizado. Perfil cromatografico: tampao de lavagem.
Mops contendo | M de NaCl e 2mM de umdazol a pH 7 (®): tampoes de dessorcdo. Mops
contendo 1 M NaCle 10 (m), 20 (m), 30 (m), 50 (®m) ¢ 100 { ) mM de umidazol a pH 7.
solucdo de regeneragdo EDTA a 50 mM ( ®); vazdo 0.5 ml/mimn; fracdes de 4 ml recolhidas. A

seta | indica mye¢do da amostra, as demais setas indicam as etapas de troca de tampdo. Os

numeros de | a 4 indicam os picos de proteina obtidos.
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Figura 4.19: Cromatografia de [gG purificada a partir do plasma humano em coluna contendo
gel IDA-Sepharose 6B com o ion Co*" imobilizado. Perfil cromatografico: tampdo de lavagem.
Mops contendo 1 M de NaCl e 2mM de imidazol a pH 7 (®); tampdes de dessorcdo. Mops
contendo | M NaCle 10 (=), 20 (=), 30 (®). 50 (®) e 100 ( ) mM de imidazol a pH 7:
solucdo de regeneracdo EDTA a 50 mM ( W ); vazdo 0.3 ml/min; fragdes de 4 ml recolhidas. A
seta [ indica inje¢do da amostra. as demais setas indicam as etapas de troca de tampdo. Os
numeros de | a 3 indicam os picos de proteina obtidos.
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Figura 4+ 20: Cromatografia de [gG purificada a partir do plasma humano em coluna contendo
gel IDA-Sepharose 6B com o fon Zn™" imobilizado. Perfil cromatografico: tampdo de lavagem.
Mops contendo | M de NaCl e 2mM de inudazol a pH 7 (m); tampdes de dessorcdo. Mops
contendo 1 M NaCle 10 (=), 20 (m). 30 (m). 50 (®) e 100 ( ) mM de imidazol a pH 7:
solugdo de regeneragdo EDTA a 50 mM (M ); vazdo 0,5 mU/nun; fragdes de 4 ml recolhidas. A
seta [ indica injecdo da amostra, as demais setas indicam as etapas de troca de tampdo. Os
nameros de 1 a 3 indicam os picos de proteina obtidos.
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Tabela 12: Balanco de massa das proteinas do plasma humano, apés a cromatografia

56

em matrizes IDA-Cu’', -Co>" e -Zn*".
Injecio Lavagem | Eluicio Eluigio Eluicio Eluicio | Eluicio | Regenera- | Recupera-
Sistema = "
. o io
O @mM) | (10mM) | 0mM) | GOmM) | (S0mM) |(100mM)| ’
EDTA
mg % | mg Y% | mg % mg % [mg % mg % mg % | mg Y% | mg %o
Cuh 54,00 100 (26,59 53,1 |860 172 10,28 20,5180 36 (1,14 230,57 L,1|1,03 21 |30,00 92,6
C02+ 54.00 100(36,30 68,5 | 11,33 214 |1,71 32 (1,05 20 (031 06 [1,07 2,0 (121 23 |53,00 93,1
Zn2t  |53.83100 3596 692 (799 154 [443 85(120 23|09 18 [074 14]071 14 [51.98 966

Através dos resultados apresentados na Tabela 12, observa-se que as proteinas do
plasma foram fracamente adsorvidas nestes trés ions metalicos utilizados, tendo em vista a

porcentagem de proteina obtida na etapa de lavagem (2 mM imidazol) para cada ion

metalico empregado, Cu®' (53,1%), Zn*' (69,2%) e Co** (68,5%).

Com as fragdes coletadas nas etapas de lavagem e eluicdo das cromatografias, foi
realizada eletroforese SDS-PAGE visando constatar a presen¢a de bandas de interesse na
regido proxima a 50 kDa e 25 kDa (massa molecular da cadeia pesada e leve de [gG) e
também avaliar a presen¢a de contaminantes adsorvidos na matriz IDA-Cu®’, Co

Zn*". Os géis de eletroforese sdo mostrados nas Figuras 4 21, 422 e 4 23, obtidos a partir

2+

dos ensaios cromatograficos representados, respectivamente, nas Figuras 4 18, 4 19, e 420

ou
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Figura 4.21: Gel de eletroforese SDS-PAGE a 10% de acrilamida. Revelacdo com coomassie brilliant
blue. Tempo de migracdo aproximadamente 7 horas. Amostras em condicbes desnaturantes e
redutoras. obtidas a partir das cromatografias utilizando o fon metilico Cu™". e tampdes Mops
contendo 1 M de NaCl e 2, 10, 20, 30. 50 ¢ 100 mM de imidazol a pH 7. Faixa |: fragdes de lavagem
(2 mM de imidazol); faixa 2: fragdes de eluigdo (10 mM de imidazol); faixa 3: fragdes de eluicdo (20
mM de imidazol):; faixa 4: fracdes de eluigio (30 mM de imidazol). faixa 3: fragdes de elui¢do (50
mM de imidazol); faixa 6: fragGes de eluigdo (100 mM de imidazol); faixa 7: [gG humana (Sigma), 2
mg/ml: faixa 8: plasma humano 10 mg/ml.
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Figura 422. Gel de cletroforese SDS-PAGE a 10% de acrilamida. Revelagdo com coomassie
brilliant blue. Tempo de migragio aproximadamente 7 horas. Amostras em condicoes
desnaturantes ¢ redutoras. obtidas a partir das cromatografias utilizando o ion metalico Co™". ¢
tampdes Mops contendo | M de NaCl e 2, 10. 20, 30, 50 ¢ 100 mM de imidazol a pH 7. Faixa I
marcador de alta massa molecular; faixa 2: fracdes de lavagem (2 mM de imudazol); faixa 3,
fragdes de eluicdo (10 mM de imidazol); faixa 4 fragGes de eluigdo (20 mM de imidazol): faixa 3:
fracGes de eluicdo (30 mM de imidazol). faixa 6: fracdes de eluigdo (30 mM de unidazol); faixa 7:
fragGes de eluicdo (100 mM de imidazol): faixa 8: [gG humana (Sigma), 2 mg/ml; faixa 9: plasma
humano 10 mg/ml.
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Figura 4.23: Gel de eletroforese SDS-PAGE a 10% de acrilamida. Revelagdo com coomassie brilliant
blue Tempo de migragdo aproximadamente 7 horas. Amostras em condigoes desnaturantes e
redutoras. obtidas a partir das cromatografias utilizando o ion metalico Zn. e tampdes Mops contendo
I M de NaCl e 2. 10. 20, 30. 30 e 100 mM de umidazol a pH 7. Faixa 1: marcador de alta massa
molecular: faixa 2: fragdes de lavagem (2 mM de inmudazol). faixa 3: fracdes de eluicdo (10 mM de
imidazol); faixa +4: fragdes de eluigdo (20 mM de imudazol); faixa 5: fra¢des de eluigdo (30 mM de
tmidazol); faixa 6: fracdes de elui¢do (50 mM de umidazol); faixa 7: fracdes de eluigdo (100 mM de
imidazol); faixa 8: [gG humana (Sigma). 2 mg/ml; faixa 9: plasma humano 10 mg/ml.

A eletroforese apresentada na Figura 4.21 (ion Cu®), indicou quantidades
relevantes de albumina nas faixas 1 e 2, e a eletroforese apresentada na Figura 4.22 (ion
Co®"), indicou quantidades relevantes de albumina na faixa 2 e 4. As duas eletroforeses
(Figuras 4.21 e 4.22), apresentaram duas bandas intensas na faixa 3, correspondendo as
cadeias pesadas e leves de IgG, alem de ndo apresentar, aparentemente albumina. A
eletroforese apresentada na Figura 4 23 (ion Zn®"), indicou a presenca de IgG nas faixas 3,
4, 5 e 6, porem contaminadas. Pode-se concluir, através dos resultados com os ions

rys 2+ <2+ 24+ oy 2+ - . . e - .
metalicos Cu™, Ni"", Co™ e Zn"", que ndo foi possivel purificar IgG a niveis expressivos
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4.6. Separacio de IgG a partir do soro humano utilizando colunas em série com
ions metalicos imobilizados

Com intuito de minimizar os contaminantes e melhorar a seletividade na
purificagdo de IgG, optou-se em utilizar duas colunas em série com diferentes ions
metalicos imobilizados. Nos ensaios realizados por PORATH et al., 1975, soro humano foi
injetado em presenca de tampéo Fosfato a pH 7,0 em uma primeira coluna contendo o ion
metalico Zn*", e as fragdes de lavagem da primeira coluna foram injetadas numa segunda
coluna contendo o ion metalico Cu®*. Através da eletroforese SDS-PAGE, detectou-se que
as proteinas presentes nas fragoes de lavagem da primeira coluna eram transferrina, o anti-
tripsina, acido glicoproteico, albumina e IgG, e na segunda coluna era albumina.

A partir destes resultados descrito por PORATH, foi proposto uma estratégia para
purificar IgG utilizando duas etapas cromatograficas. Na primeira etapa cromatografica,
utilizou-se uma coluna com Zn>" imobilizado, e equilibrada com tampao Fosfato a pH 7,0,
na segunda etapa, testou-se colunas com Ni*", Cu** ou Co’" imobilizado. Soro humano foi
injetado na primeira coluna. Escolheu-se soro devido ao fato do mesmo apresentar
composi¢do de proteinas similar ao plasma, exceto fibrinogénio e fatores de coagulagio
diminuindo a quantidade de contaminantes da primeira coluna. As fragdes de lavagem
contendo as proteinas descritas por PORATH et al., 1975, foram agrupadas e injetada na
segunda coluna. As proteinas adsorvidas na segunda coluna foram dessorvidas por

decréscimo de pH ou por incrementos de agente competidor (imidazol).

4.6.1. Influéncia dos ions metailicos imobilizados e do agente competidor imidazol
na separacio de IgG a partir do soro humano

Realizou-se a cromatografia usando duas colunas: a primeira com o ion metalico
Zn*" imobilizado e equilibrada com tampdo Fosfato, e a segunda com o ion metalico Ni*,
Co®” ou Cu®” imobilizado e equilibrada com tampio Mops contendo imidazol. As fragdes
de lavagem da primeira coluna, apos a troca de tampdo, foram injetadas na segunda coluna
contendo o ion metalico Ni*", Co>" ou Cu®", conforme o experimento. As proteinas
adsorvidas na segunda coluna foram eluidas, a pH 7,0 utilizando-se concentragdes
crescentes do agente competidor imidazol.

As fracdes de lavagem e eluigio foram quantificadas pelo metodo Bradford

obtendo-se os seguintes resultados apresentados nas Tabelas 13 (a, b), 14 (a, b) e 15 (a, b).
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Os resultados da eletroforese em gel de poliacrilamida, em condigdes desnaturantes (SDS-

PAGE), sdo mostrados nas Figuras 4.24, 4.25 e 4.26, sendo representadas respectivamente

com cada ensaio de separagao de IgG.

Tabela 13 a: Ensaios de adsor¢ao e dessor¢do de proteinas do soro utilizando coluna
IDA-Zn** (12 coluna).

i Soro Lavagem Eluicio
Ion Metilico
Injetado Tampio Fosfato Tampio Acetato
pH7 pH 4
mg Y% mg % mg %
Zn** 49.02 100 46.63 95.1 1.34 2,7

Tabela 13 b: Ensaios de adsorcao e dessorc¢io de proteinas do soro utilizando coluna

IDA-Ni*" e tampao Mops contendo imidazol a pH 7 (22 coluna).

Sistema Injecao Lavagem Eluic¢do Eluicao Eluicao Eluicao Eluicao

ta te

. 2mM) (10mM) | (20mM) | (30mM) (50mM) | (100mM)
mg % | mg % | mg % | mg % | mg % | mg % | mg %

Mops

contendo 44 67 100 (22,06 494932 2091721 16.1 3,30 740,88 2,0] 0,20 0.5

imidazol
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Figura 424; Gel de cletroforese SDS-PAGE a 10% de acnilamida. Revelacdo com nitrato de prata.
Amostras em condigoes desnaturantes e redutoras, obtidas a partir das cromatografias utilizando os
ions metalicos Zn~" ( * ) e Ni"". e tampdes Fosfato 0.05 M (pH 7). Acetato 0.1 M (pH 4) ¢ Mops
contendo 2. 10, 20. 30, 50 ¢ 100 mM de imidazol. todos com IM de NaCl. Faixa |: marcador de alta
massa molecular. faixa 2: fragSes de lavagem (pH 7). faixa 3: fragdes de eluigio (pH 4): faixa 4.
fragoes de lavagem (2 mM de imidazol); faixa 5: fragdes de elui¢do (10 mM de imidazoly. faixa 6
fragoes de clui¢io (20 mM de imidazol). faixa 7: fracdes de cluigdo (30 mM de imidazol): faixa 8
fracGes de ehucdo (50 mM de imidazol): faixa 9: fragdes de eluigdo (100 mM de inmidazol). faixa 10:
[gG humana (Sigma).

Tabela 14 a: Ensaios de adsorciio e dessorcio de proteinas do soro utilizando coluna

IDA-Zn”" (12 coluna).

Soro Lavagem Elui¢do
fon Metilico Injetado Tampio Fosfato Tampio Acetato
pH 7 pH 4
mg Yo mg Yo mg %
n* 49.02 100 43.56 92.9 0.80 16
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Tabela 14 b: Ensaios de adsorcgiio e dessorgio de proteinas do soro utilizando coluna

IDA-Co’" e tampio Mops contendo imidazol a pH 7 (22 coluna).

— Lavagem Eluicio Eluicio Eluigao Eluicdo Eluicio
istem R
Injecao (ZmM) (10mM) (20m M) (30mM) (50mM) (100mM)
tamponante "
mg o mg % mg % | mg % | mg % | mg % | mg Yo
Mops
contendo 43,66 100 [ 30.18 691 [ 1042 239 1.32 3.0 022 0,5 10,13 03] 0,03 007
imidazol
kDa
330
220
67
60 <« Cadeia pesada
de 1gG
36

Cadeia leve
de IeG

Figura 4.25: Gel de eletroforese SDS-PAGE a 10% de acrilamida. Revelacdo com nitrato de prata.
Amostras em condigdes desnaturantes ¢ redutoras, obtidas a partir das cromatografias utilizando os
ions metalicos Zn™ ( * ) e Co™". ¢ tampdes Fosfato 0.05 M (pH 7). Acetato 0.1 M (pH 4) e Mops
contendo 2. 10. 20, 30. 50 e 100 mM de imidazol. todos com 1M de NaCl. Faixa 1: marcador de alta
massa molecular: faixa 2: fragbes de lavagem (pH 7): faixa 3: fragdes de elnigio (pH 4): faixa 4
fracdes de lavagem (2 mM de imidazol); faixa 3: fragdes de eluigio (10 mM de imidazol); faixa 6:
fragdes de eluicdo (20 mM de imidazol): faixa 7: fracdes de elui¢do (30 mM de imidazol): faixa 8:
fragoes de cluigdo (50 mM de imidazol); faixa 9: fragdes de eluigio (100 mM de imidazol); faixa 10:

[gG humana (Sigma).
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IDA-Zn*" (12 coluna).

) Soro Lavagem Eluicio
fon Metilico
Injetado Tampio Fosfato Tampio Acetato
pH?7 pH 4
mg Yo mg Yo mg %
Zn*" 44.56 100 38.71 86.9 114 26

Tabela 15 a Ensaios de adsorcio ¢ dessorcio de proteinas do soro utilizande coluna

Tabela 15 b: Ensaios de adsorcio e dessorcio de proteinas do soro utilizando coluna

IDA-Cu®’ e tampio Mops contendo imidazol a pH 7 (22 coluna).

Sistema Tnfieiio Lavagem Eluigdo Eluicao Fluicio Elui¢io Eluicio
tamponante (2mM) (10mM) (20mM) (30mM) (50mM) (100mM)
me @ mg % | mg % | mg % | mg % | mg % | mg %o
Mops
contendo |3226 100 | 11.39 353 973 30,2 | 6,39 198 1,68 3210,14 0431 001 0,03
imidazol
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Figura 4.26: Gel de eletroforese SDS-PAGE a 10% de acnlamida. Revelagao com nitrato de prata.
Amostras em condigdes desnaturantes e redutoras. obtidas a partir das cromatografias utilizando os
ions metalicos Zn™ ( * ) e Cu” . e tampdes Fosfato 0.05 M (pH 7). Acetato 0.1 M (pH 4) ¢ Mops
contendo 2. 10, 20, 30, 50 ¢ 100 mM de imidazol, todos com IM de NaCl. Faixa I: marcador de alta
massa molecular: faixa 2: fracdes de lavagem (pH 7). faixa 3. fracdes de cluicio (pH 4): faixa 4
fracdes de lavagem (2 mM de imidazol): faixa 5 fracoes de cluicdo (10 mM de imidazol). faixa 6
fragdes de eluigdo (20 mM de imdazol): faixa 7: fragdes de eluigio (30 mM de mmidazol): faixa 8:
fragdes de eluicdo (50 mM de imidazol): faixa 9: fragdes de eluicdo (100 mM de imidazol): faixa 10:
[gG humana (Sigma).

Atraves do sistema de documentagdo de eletroforese Nucleo Vision (Nucleo Tech,
EUA), foi realizado um “scan” dos géis de eletroforese (Laboratorio de Imunologia Clinica
da Unicamp, sob supervisdo do Prof Dr Ricardo de Lima Zollner), identificando-se as
massas moleculares das proteinas presentes em cada faixa, tendo como referéncia o
marcador de alta massa molecular.

Analisando o gel apresentado na Figura 4 24 (separagdo utilizando 1" coluna IDA-
Zn® e 2" coluna IDA- Ni*"), as cadeias pesadas e leves de IgG foram identificadas nas
faixas 4, 5, 6, 7 e 8 Nas faixas 4, 5, 6, observa-se IgG bastante contaminada com albumina
e outras proteinas do soro. A eletroforese mostra, nas faixas 7 e 8, IgG eluida da coluna
IDA-Ni*" com um principal contaminante de massa molecular de aproximadamente 80

kDa.
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Imunoglobulina G foi adsorvida em IDA-Co*", tendo sido eluida conjuntamente
com contaminantes a 10, 20, 30 e 50 mM imidazol, conforme mostra o gel de eletroforese
apresentado na Figura 4.25. A eluig@o realizada com 30 mM imidazol (faixa 7) apresentou,
aparentemente, uma melhor separacdo de IgG, no entanto, esta fragdo corresponde a
somente 0,5% do total de proteinas injetadas na coluna.

Quando utilizou-se como segunda coluna [DA-Cu®", ndo obteve-se, de forma
semelhante a utilizagio de IDA-Ni*" e IDA-Co®’, uma purificagio de IgG a niveis
expressivos. O aumento da concentragdo de agente competidor de 20 para 30 ¢ 50 mM
(faixas 6, 7 ¢ 8) ndo propiciou a eluigdo de IgG sem a presenga de contaminantes.

Conclui-se, a partir das trés eletroforeses SDS-PAGE, que os resultados de
separagdo de IgG a partir do soro utilizando colunas IDA-Zn*", seguida de IDA-Ni*", Co* e

Cu*" foram qualitativamente similares.

4.6.2. Influéncia dos ions metalicos imobilizados ¢ tampio Fosfato e Acetato na
separacao de IgG a partir do soro humano

Realizou-se cromatografia utilizando duas colunas: a primeira com o ion metalico
Zn®" imobilizado e a segunda com o ion metalico Ni** imobilizado, ambas colunas
equilibradas com tamp@do Fosfato a pH 7,0 contendo 1M de NaCl. O estudo da influéncia
destes tampdes (Fosfato e Acetato) na separagdo de IgG ndo foram conduzidos com [DA-
Co’" e IDA-Cu®" na segunda coluna devido a impossibilidade de realizar gradiente
decrescente de pH (desprendimento de metal da coluna), no caso do ion Co*" e a forte
retengdo de IgG na coluna (eluigio com EDTA), no caso do ion Cu®". As fragdes de
lavagem e elui¢do obtidas na cromatografia foram quantificadas pelo método Bradford,
obtendo-se os seguintes resultados apresentados na Tabela 16 (a, b). Método de analise
qualitativa, a eletroforese em gel de poliacrilamida em condigdes desnaturantes, (SDS-

PAGE) € mostrado na Figura 4.27.
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Tabela 16 a: Ensaios de adsorgio e dessorcio de proteinas do soro utilizande coluna

IDA-Zn** (12 coluna).

) Soro Lavagem Eluicio
Ion Metalico
injetado Tampio Fostato Tampio Acetato
PH7 pH 4
mg Yo mg % mg Yo
Zn™" 38,52 100 3L17 80.9 1.37 3.6

Tabela 16 b. Ensaios de adsor¢do e dessor¢io de proteinas do soro utilizando coluna

IDA-Ni*" (22 coluna).

Sistema Injeciio Lavagem Eluicdo Eluicio Eluicio

| 5 t
i pH 7 pH 6 pH 3 pH 4

o, o [+]
mg Yo mg Yo mg Yo

¥

mg

100 | 14,12 332 | 6.80 236 1.2y [ 0,18 0.7

[§=)
o
L
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Figura 4.27; Gel de eletroforese SDS-PAGE a 10% de acrilamida. Revelacdo com nitrato de prata.
Amostras em condicdes desnaturantes e redutoras. obtidas a partir das cromatografias utilizando os
ions metdlicos Zn~ ( * ) e Ni*™. e tampoes Fosfato 0,053 M (pH 7 ¢ 6) ¢ Acetato 0.1 M (pH 5 ¢ 4)
ambos contém 1M de NaCl. Faixa 1: marcador de alta massa molecular: faixa 2: amostra do soro
humano utilizado; faixa 3: [gG humana (Sigma); faixa 4: fracGes de lavagem (pH 7). [aixa 3: [racdes
de eluicdo (pH 4). faixa 6: fragGes de lavagem (pH 7). faixa 7: fracdes de eluicdo (pH 6): faixa 8:
fracdes de eluicdo (pH 35); faixa 9: fragdes de eluicdo (pH 4); faixa 10: marcador de alta massa

molecular.
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Atraves do sistema de documentagdo de eletroforese Nucleo Vision (Nucleo Tech,
EUA), foi realizado um “scan” dos geis de eletroforese (Laboratorio de Imunologia Clinica
da Unicamp, sob supervisdo do Prof. Dr. Ricardo de Lima Zollner), identificando-se as
massas moleculares das proteinas presentes em cada faixa, tendo como referéncia o
marcador de alta massa molecular.

Analisando o gel apresentado na Figura 4.27 (separagao utilizando 1" coluna IDA-
Zn® e 2* coluna IDA- Ni*), as cadeias pesadas e leves de IgG foram identificadas nas
faixas 4. 5. 7 e 8. A faixa 8 apresenta a melhor purificagdo de IgG. contaminada com
proteina de aproximadamente 80 kDa. Esta faixa contém proteinas eluidas a pH 3.0,
correspondendo a 7.5 % do total injetado. Deve-se ressaltar que a purificagdo de IgG
usando duas colunas cromatograficas, foi mais satisfatoria que os ensaios anteriores que se
utilizaram somente uma coluna.

Com as fragdes de eluicdo apresentadas na faixa 8 da eletroforese, que
corresponde as fragdes eluidas a pH 5,0, realizou-se uma imunodifusio radial em
duplicata, verificando qualitativamente a presenca das classes de imunoglobulina (IgG, IgA
e [gM).

Apos a coloragdo da lamina (Figura 4.28), pode-se ver um simples arco,
confirmando a reagd@o entre o antigeno e seu anticorpo IgG. Esta analise por imunodifusdo
radial complementou o analise realizado com eletroforese SDS-PAGE, pois através da

revelacdo, detectou somente a presenga de IgG dentre as outras imunoglobulinas.
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Figura 4.28: Lamina (gel de agarose 1%), contendo no orificio inferior a fracdo

eluida com tampao Acetato a pH 5, e nos orificios superiores e laterais (esquerda e

direita) os respectivos anti-soros humano: IgG, IgM e IgA.

Apos a realizacdo da imunodifusdo radial, fez-se a dosagem dos niveis de IgG,

IgM, IgA e transferrina, atraves de nefelometria. Os resultados das fragdes de elui¢do a pH

5,0 foram 41,90% de IgG, 1,34% de IgM, 2.10% de IgA e 54,69% de transferrina. As

proteinas contaminantes, transferrina e IgM, podem ser removidas da amostra por

cromatografia de filtragdo em gel. Esta técnica empregada na fase final do processo de

purificagdo, separa proteinas de acordo com o tamanho, sendo estas proteinas de tamanhos

bem distintos (IgG, 150 kDa, transferrina, 80 kDa e IgM, 900 kDa), resultara IgG com

alto grau de pureza.
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4.7. Distribuiciie de ponto isoelétrico nas fracdes retidas e nio retidas de IgG
Constatou-se no decorrer deste trabalho que 1gG, a partir do plasma/soro humano
ou purificada (Sigma). apresentou reten¢des diferenciadas nas matrizes IMAC estudadas,
conforme o sistema tamponante utilizado. Estas diferentes afinidades pelos ions metalicos
imobilizados foram observadas devido ao fato da IgG humana ser policlonal, apresentando
quatro subclasses e varios pontos isoelétrico (variando de 5 a 9). Baseando-se nos
resultados obtidos dos experimentos realizados com IgG humana (Sigma). selecionou-se 0s
ions Ni*" e Zn"", ¢ os sistemas tamponantes Fosfato-Acetato e Mops-imidazol, para a
analise da distribui¢do de pontos isoelétricos (pl) nas fracdes retidas e ndo retidas de 1¢G
Cromatografias com IgG humana (Sigma) similares aquelas descritas no item 4.2 foram
realizadas com estes ions metalicos e sistemas tamponantes. As fracdes eluidas foram
analisadas por eletroforese IEF. Os resultados podem ser visualizados nas Figuras 4.29,

430e451
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Figura 4.29: Gel de eletroforese [EF. gradiente 3 a 9 (Phast gel). Revelacio com nitrato de
prata. Amostras obtidas a partir da cromatografia utilizando o fon metalico Ni*', e tampdes
Fosfato 0.03 M (pH 7 e 6) e Acetato 0.1 M (pH 5) ambos contendo 1M de NaCl. Faixa .
marcador de ponto isoelétrico 3-10. faixa 2: fragoes de lavagem (pH 7). 0.16 mg/ml: faixa 3:
fracdes de eluigdo (pH 6). 0.16 mg/ml; faixa 4: fra¢des de eluigio (pH 3). 0.16 mg/ml: faixa 5
2 mg/ml de [gG humana (Sigma).
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Figura 4.30: Gel de eletroforese IEF. gradiente 3 a 9 (Phast gel). Revelacio com nitrato de prata.
Amostras obtidas a partir da cromatografia utilizando os tons metalicos Ni° . ¢ tampdes Mops
contendo 2. 10. 20. 30 & 50 mM de umdazol com IM de NaCl Faixa |' marcador de ponto
isoelétrico 3-10: faixa 2: pico de lavagem (2 mM de imudazol). 0.2 mg/ml: faixa 3. pico de eluigdo
(10 mM de imidazol). 0.25 mg/ml: faixa 4: pico de cluicdo (20 mM de imidazol). 0.25 mg/ml:
faixa 5: pico de eluicdo (30 mM de inudazol). 0,25 mg/ml; faixa 6 pico de eluigio (50 mM de
imidazol). 0.07 mg/ml; faixa 7: 2 mg/ml de 1gG humana (Sigma).
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Figura 4.31: Gel de cletroforese [EF. gradiente 3 a 9 (Phast gel). Revelagido com nitrato de prata.
Amostras obtidas a partir da cromatografia utilizando os ions metilicos Zn® . ¢ tampdes Mops
contendo 2. 10. 20. 30 e 530 mM de imidazol com 1M de NaCl. Faixa |: marcador de ponto
isoelétrico 3-10: faixa 2: pico de lavagem (2 mM de imidazol). 0.09 mg/mi: faixa 3: pico de
eluicdo (10 mM de mmidazol). 0.20 mg/ml: faixa 4. pico de elui¢do (20 mM de imidazol). 0.20
mg/ml; faixa 5: pico de cluigdo (30 mM de inudazol). 0.03 mg/ml: faixa 6: pico de eluicdo (50
mM de imidazol). 0.01 mg/mi; faixa 7: 2 mg/ml de [gG humana (Sigma).
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A analise das fragdes de lavagem e de eluigio, através de focalizagio isoelétrica,
mostra que a distribuicio de pontos isoelétricos nas fracGes de lavagem e eluigdo ndo
dependeu do ion metalico imobilizado (dentre os estudados), nem do sistema tamponante
utilizado. Observa-se que as fragGes ndo retidas (lavagem) contém IgG de baixo pl (entre
5.0 e 6,0). N3o obteve-se seletividade na eluigio de IgG por decréscimo de pH (ions Ni**
imobilizado) ou incrementos na concentraciio de imidazol (ions Ni** e Zn** imobilizados);
todas as fragdes apresentaram pI de 6,0 a 8,65, ndo havendo a separagio.

Constatou-se, através deste estudo, que as colunas IDA-Zn®" e IDA- Ni*¥ podem
ser utilizadas para separar IgG de pontos isoelétricos mais baixos, podendo contribuir em

estudos de caracterizagdo de anticorpos ou auto-anticorpos.
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CAPITULO 5

CONCLUSAO E SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS

51.  CONCLUSAO

Os fons metalicos Cu'?, Ni*%, Zn*? e Co’? imobilizados em IDA-Sepharose foram
avaliados neste trabalho como ligantes pseudobioespecificos para a purificagdo de
imunoglobulina G de amostras séricas humana. O estudo dos efeitos do sistema tamponante
e de agente competidor sobre as etapas de adsorcdo e dessorc3io permitin identificar as
condigbes que propiciaram a adsorgdo mais favoravel de IgG e, ao mesmo tempo, uma
dessor¢do significativa da proteina com decrécimo de pH ou incremente do agente
competidor, sem necessidade de realizacdo de uma dessorgiio com EDTA,

Os resultados deste estudo mostraram que a forga de retencdo de IgG nas matrizes
IMAC estudadas seguiu a ordem decrescente de retengio: Co™® > Cu'? > Ni*2 > Zn™,
quando o sistema tamponante Mops-Imidazol foi utilizado, mostrando diferentes afinidades
de IgG pelas matrizes estudadas. Estes resultados divergem daqueles obtidos com proteinas
modelos em sistema tamponante Fosfato a 20 mM apresentados por SULKQOWSKI, 1989,
onde a forga de retengio da protefna seguiu a ordem decrescente: Cu'” > Ni'? > Zn™ >
Co™.

A matriz IDA-Ni*" foi escolhida para a realizagio dos primeiros ensaios de

purificac¢do de IgG a partir do plasma, uma vez que a quantidade de IgG (Sigma) adsorvida
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no suporte e eluida em cada pH ou incremento do agente competidor foi significativa em
relacdo aos outros ions metélicos estidados.

Testes com plasma humano foram realizados para verificar a seletividade da
matriz gel IDA-Ni*" em adsorver IgG em diferentes sistemas tamponantes. Os resultados
da eletroforese SDS-PAGE mostraram que ndo foi possivel purificar IgG a niveis
expressivos, devido a presenca de contaminantes como albumina e outras proteinas do
plasma. Assim, propds-se purificar IgG a partir do plasma humano utilizando outros ions
metalicos Cu®", Co®” e Zn®*. Resultados mostraram que também ndo foi possivel purificar
IgG a niveis expressivos.

Uma outra estratégia para purificar IgG em duas etapas cromatograficas foi
testada. Na primeira etapa cromatografica utilizou-se coluna com Zn*" imobilizado € na
segunda etapa usou-se coluna com Ni**, Cu®" ou Co®" imobilizado. Finalmente IgG foi
obtida, sem contaminacio de albumina, apés cromatografias em IDA-Zn?" seguida em
}ZIJA-N12+, porém através da dosagem por nefelometria, pode-se constatar na fracdo eluida
baixa porcentagem de IgG (41,90%) e alta contaminag#o de transferrina (54,69%).

Em continuidade s atividades, fot realizado eletroforese IEF, a fim de verificar se
houve a separacfio de pontos iscelétricos de IgG. IgG humana utilizada neste trabalho €
policlonal, o que explica as diferentes porcentagens de IgG obtidas em cada pico de
eluigdo. Venficou-se através desta técnica, que as fracdes nio retidas (Javagem) contém

IgG de baixo pl (5 a 6), e as fragBes de eluigio contém IgG de mais alto pl.

5.2. SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS

A fim de melhorar os resultados da purifica¢do de 1gG, propbe-se:
1 — Remover ¢ contaminante transferrina por cromatografia de filtragdo em gel. Esta técnica
empregada na fase final do processo de purificagio, separa IgG da transferrina, pois estas
proteinas apresentam tamanhos bem distintos (IgG, 150 kDa e transferrina, 80 kDa). O
grau de pureza de IgG podera ser superior ao obtido comercialmente (95%),
ii — Utilizagdo de outros agentes quelantes, tais como TED e TREN, que interagem mais
fracamente com proteinas;
ill — Utiliza¢&o de outra matriz, que possibilite uma maior densidade de ligantes e aplicacio

a altas vazOes;



CAPITULO 5 CONCLUSAQ E SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS 74

iv — Obten¢do de pardmetros (cinética de adsorgio de IgGG) de projetos em colunas de

separacdo utilizando o método proposto na tese, visando a ampliagdo de escala.
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