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RESUMO

O crescente emprego de imunoglobulinas G (IgG) nas 4dreas terapéutica, de testes
diagnésticos e de biosensores tem impulsionado a busca por adsorventes para serem utilizados
em técnicas cromatograficas objetivando a purificagio destas glicoproteinas. E de interesse que
os adsorventes sejam capazes de suportar altas vazdes sem comprometer a eficiéncia de
purificagdo e que imponham uma menor limitacdo a transferéncia de massa. Neste contexto,
este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um adsorvente a base de poliacrilamida
(PAAm) na forma de monolito, como fase estaciondria para a purificacdo de IgG a partir do
soro humano por cromatografia negativa. O monolito foi sintetizado pela técnica de
criopolimerizacdo e o ligante polietilenoimina (PEI) foi covalentemente imobilizado, obtendo-
se um adsorvente de pseudoafinidade. Foram avaliados o efeito da presen¢a do comondmero
alil-diglicidil-éter (AGE), do agente de ativacdo (bisoxirano, bisoxi), de diferentes sistemas
tamponantes e da quelacdo com fon metélico niquel na seletividade e capacidade de adsor¢ao
de IgG do monolito. A sintese dos criogéis (PAAM, PAAm-AGE-PEI, PAAM-Bisoxi-PEI)
permitiu obten¢do de materiais eSponjosos porosos que permitem o emprego de vazdes mais
elevadas as utilizadas em géis tradicionalmente empregados em cromatografia. Os resultados
indicaram que o PEI, quando imobilizado em PAAm-AGE, nédo proporcionou a purificagio da
biomolécula de interesse. Em contrapartida, quando PEI foi imobilizado no criogel de PAAm
ativado com bisoxirano (Bisoxi), os perfis eletroforéticos das amostras da etapa de lavagem da
cromatografia foram similares ao perfil do marcador de IgG humana. De acordo com os perfis
eletroforéticos obtidos, a melhor condi¢cao tamponante foi Mes 25 mmol/L pH 6,0, tendo em
vista que nesta condi¢do, foram obtidas pelo menos uma amostra de lavagem com perfil
eletroforético similar ao marcador de IgG. Apesar da baixa capacidade dinamica obtida para o
criogel ativado com bisoxirano (0,1 mg_proteina/mL_criogel), os ensaios cromatograficos
revelaram ainda assim o potencial deste material de ser empregado como fase estacionéria em

cromatografia de pseudoafinidade para a purificacdo de IgG a partir do soro humano.



ABSTRACT

The growing usage of immunoglobulins G (IgG) as therapeutics, biosensors, and in
diagnostic tests has driven the search for adsorbents to be used in chromatographic techniques
for purifying these glycoproteins. It is desirable that adsorbents stand high flow rates while
maintaining purification efficiency and reducing mass transfer resistance. In this context, this
study focused on developing a polyacrylamide (PAAm)-based monolithic adsorbent as a
stationary phase for purifying human serum IgG by negative chromatography. The monolith
was synthetized by the cryopolimerization method, where polyethyleneimine (PEI) ligand was
covalently immobilized to the PAAm cryogel resulting in a pseudoaffinity adsorbent. The
effects of the presence of comonomer allyl-glycidyl-ether (AGE), activation methods
(bisoxirane, bisoxi), diverse buffer systems, and nickel metal ion chelation in both monolith
selectivity and adsorption capacity were evaluated. The cryogel synthesis (PAAm, PAAm-
AGE-PEI, PAAm-Bisoxi-PEI) enables the formation of porous spongy materials that allows
the use of flow rates higher than the ones used in gels commonly applied in chromatography.
Results have shown that the PEI ligand, while immobilized in PAAm-AGE, did not purify the
target biomolecule. However, when the ligand PEI was immobilized to PAAm cryogel activated
with bisoxirane, the electrophoretic profiles of flowthrough fractions were similar to the profile
of human IgG marker. According to the obtained electrophoretic profiles, Mes 25 mmol/L pH
6.0 was the best buffer system used, since this condition allowed at least one electrophoretic
profile similar to the IgG marker. Althought a low dynamic capacity was found for the bisoxi
activated cryogel (0.1 mg_protein/mL_cryogel), the chromathographic experiments revealed
the potential of this material to be applied as stationary phase in pseudoaffinity

chromathography for the purification of immunoglobulin G (IgG) from human serum.
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CAPITULO 1. INTRODUCAO

As imunoglobulinas, ou anticorpos, sdo glicoproteinas presentes no plasma animal e que
atuam no sistema imunolédgico, reconhecendo e se ligando a antigenos especificos. Esta fun¢ao
faz com que seja crescente a aplicacdo das imunoglobulinas em testes diagndsticos, em uso
terapéutico (no caso de imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas), no tratamento de doengas
e seus sintomas (tais como as cardiovasculares, autoimunes, infec¢cdes e cancer), e também
como ferramenta para purificagdo dos seus antigenos para fins de pesquisa ou para uso nas
indistrias farmacéuticas (HUSE; BOHME; SCHOLZ, 2002).

Diversas indicagdes clinicas para emprego das imunoglobulinas ja foram licenciadas
pela agéncia regulatéria americana (FDA - Food and Drug Administration) e europeia (EMEA
- European Medicines Agency). Sua relevancia reflete no mercado global, que movimentou
cerca de 2,2 bilhdes de dolares em 2014 no ambito de pesquisas com anticorpos, e cerca de 63,4
bilhdes de dblares em 2013 no setor de farmacos com base em anticorpos monoclonais de uso
terapéutico, incluindo outras aplicagdes e tecnologias relacionadas (FAN, 2015).

Nas areas terapéutica e de diagndstico, dependendo da aplicacdo dos anticorpos, pode
ser requerido grau de pureza de 95 a 99,9% (CASTILHO et al., 2008), uma vez que
contaminantes e impurezas podem interferir na seguranga de sua aplicacdo clinica (FASSINA
et al., 2001). Esta exigéncia torna evidente a necessidade de se desenvolver técnicas de
purificacdo capazes de atingir ndo s6 a alta pureza, mas que esteja associado a um alto
rendimento € a um custo minimo, tendo em vista que as etapas de purificacdo sdo
majoritariamente responsdveis pelo custo total de producao (STRAATHOF, 2011).

A fonte dos anticorpos, seu tipo, aplicacao final e o nivel de pureza requerido sao fatores
que influenciam a escolha do método de purificagdo a ser utilizado. No caso do emprego da
imunoglobulina G (IgG) humana para uso terapéutico, esta comumente € purificada pelas
industrias farmacéuticas a partir do plasma humano pelo método de precipitacdo por etanol
(método de Cohn), antecedido ou sucedido por cromatografias de troca idonica (BURNOUF,
2007). No caso da IgG humana ser purificada em pequena escala (laboratorial) ou desta proteina
ser destinada a aplicagdes que requerem alto grau de pureza, como por exemplo, testes
diagndsticos ou como ligantes em cromatografia de afinidade, as imunoglobulinas, sejam elas
nativas ou geneticamente engenheiradas, sdo comumente purificadas pela técnica de
cromatografia de afinidade (ROQUE; SILVA; TAIPA, 2007). As proteinas A e G sdo ligantes
de afinidade bioespecificos amplamente empregados para purificagdo de anticorpos

monoclonais e policlonais. Entretanto, eles apresentam como desvantagens a necessidade de
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condig¢des drésticas de elui¢do (baixos valores de pH), provocando, muitas vezes, agregacdo ou
desativacdo do anticorpo, bem como podem co-purificar outros anticorpos (TRIER; HOUEN,
2017).

Estes fatores, somados ao alto custo (10mL de Agarose 4B com proteina A imobilizada
fornecida pela Sigma-Aldrich custa cerca de R$ 6.500,00), desfavorecem a utilizagdo dos
ligantes bioespecificos e, consequentemente, impulsionam a busca por alternativas mais
vantajosas como, por exemplo, os ligantes pseudoespecificos. Estes, por sua vez, incluem
aminodcidos, peptidios, ligantes tiofilicos, corantes e quelatos metdlicos imobilizados, que
apresentam, de maneira geral, alta estabilidade, simplicidade, seletividade e menor custo. Estes
ligantes podem interagir com a proteina alvo por meio de interacOes eletrostéticas, hidrofébicas,
ligacdo de coordenacdo, etc, com intensidades variadas (VIJAYALAKSHMI, 1989).

Dentre os ligantes pseudoespecificos encontram-se as aminas, que podem ser
imobilizadas covalentemente apds a ativacdo de diferentes matrizes e tém sido utilizadas na
purificacdo de diversas proteinas (HOUEN, 2001). O mecanismo de adsor¢do de proteinas em
matrizes com aminas imobilizadas ainda ndo foi totalmente elucidado, porém estudos
demonstram que as proteinas interagem com o ligante por meio de interacdes eletrostaticas
(com grupamentos amino positivamente carregados), hidrofébicas ou por afinidade
(BRESOLIN et al., 2012).

A purificacdo de IgG humana em matrizes derivatizadas com aminas foi realizada por
cromatografia negativa, técnica em que as impurezas presentes na solucdo de alimentacdo sdao
adsorvidas na fase estaciondria, enquanto a proteina alvo € obtida nas fragdes de flowthrough e
de lavagem (LEE; CHAN; TEY, 2014). Bresolin e colaboradores (2009, 2010, 2012) obtiveram
bons resultados de rendimento e pureza na purificacdo de IgG a partir do soro e plasma humano
por cromatografia negativa em gel de agarose com aminas imobilizadas como fase estaciondria:
ao empregarem o ligante TREN, 73% da IgG alimentada foi recuperada nas fracdes ndo retidas,
apresentando pureza superior a 90%.

De Souza e colaboradores (2010) estudaram a purificacdo de IgG a partir do plasma e
soro humanos empregando como ligante ®-aminohexil imobilizado em agarose e
demonstraram que na matriz ativada com brometo de cianogénio (CNBr) somente 30% do total
de IgG alimentado foi obtido com alto grau de pureza nas fra¢cdes ndo-retidas, enquanto que
para a matriz ativada com bisoxirano, esse valor foi de 76% , sendo a pureza de 100%. Nesta
ultima matriz, obteve-se também uma alta capacidade de adsor¢c@o de albumina de soro humano

(HSA), correspondendo a 210,4 mg HSA/mL gel.
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Carmignotto, Mourdo e Bueno (2017) empregaram o ligante polietileimina (PEI)
imobilizado em gel de agarose e alcancaram bons valores de pureza (96%) e recuperagdo (93%)
na purificacio de fragmentos proteoliticos Fab de IgG humana por cromatografia negativa.

O PEI € uma poliamina altamente ramificada, contendo elevada densidade de cargas
positivas (grupamentos amino primadrios, secunddrios e tercidrios carregados). O PEI é capaz
de estabelecer fortes interacOes eletrostaticas com as proteinas € seu emprego como ligante
imobilizado em suportes s6lidos tem resultado em elevada adsorc@o de proteinas (WANG et
al.,2013).

Em cromatografia de afinidade, a matriz cromatografica desempenha um papel
importante na eficiéncia e resolucao da separacdo. Tradicionalmente sdo empregados particulas
esféricas porosas como matrizes para imobilizacdo de ligantes. No entanto, esses materiais
podem apresentar caminhos preferenciais ao operar a altas vazdes, além da queda de pressdo e
tempo de processamento elevado devido a difusdo intraparticula. Como alternativa, busca-se
matrizes que minimizem essas limitagdes, tais como os monolitos macroporosos. A combinacao
de ligantes de afinidade com suportes monoliticos tem dado origem ao método de cromatografia
de afinidade em monolitos (AMC) (MALLIK; HAGE, 2006). A AMC envolve o emprego de
uma fase estaciondria constituida por um dnico bloco continuo de material poroso (monolitos).

Os monolitos, frente as matrizes convencionais como o gel de agarose, possuem como
principais vantagens o fato de que neles a transferéncia de massa ocorre majoritariamente por
conveccdo, além de possibilitarem o uso de vazdes mais elevadas. Ao estudarem a relag@o entre
a velocidade da bomba (mL/min) e vazdo observada (mL/min) em colunas cromatogréficas,
Plieva e colaboradores (2004a) reportaram o perfil linear para criogel de poliacrilamida,
testando-se vazdes de até 14 mL/min, enquanto que para colunas de geometria similar
empacotadas com géis comerciais os desvios da linearidade foram notados ao se empregar
vazdes de 3 e de 8 mL/min (para Sephadex G-100 e Sephacryl S-1000 SF, respectivamente).

Os monolitos sintetizados a partir de polimerizacao a baixas temperaturas (T < -10°C),
de mondmeros dissolvidos em dgua, sdo denominados criogéis e sao caracterizados pela sua
estrutura hidrofilica e macroporosa, com poros interconectados. Esse material, pelas vantagens
caracteristicas dos monolitos e também por terem macroporos acessiveis a biomoléculas de
diversos tamanhos, t€ém sido cada vez mais empregados como fase estaciondria em processos
de purificac@o por cromatografia de afinidade (BAKHSHPOUR et al., 2016; MALLIK; HAGE,
2006).

Desta maneira, o PEI imobilizado em monolito (criogel) pode ser um adsorvente com

elevado potencial para ser utilizado em processos de purificagdo de anticorpos provenientes do
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soro humano por cromatografia negativa, ao mesmo tempo em que ndo foram encontrados, na

literatura consultada, estudos envolvendo este adsorvente na purificacdo de IgG humana.

1.1. Objetivo

Este trabalho teve como objetivo desenvolver uma matriz monolitica de poliacrilamida
(PAAm) derivatizada com a poliamina PEI e emprega-la na purifica¢do de IgG a partir de soro

humano por cromatografia negativa.

1.2. Plano de trabalho

A técnica de criopolimerizagdo foi empregada na sintese de colunas monoliticas a base
de poliacrilamida, sendo posteriormente imobilizado o ligante PEI. Duas variacdes destas
colunas monoliticas foram testadas, sendo uma sintetizada na presenca do comondmero
funcional alil-glicidil-éter (AGE) na mistura polimérica, quanto outra, na auséncia deste
comondmero, tendo sido ativada com bisoxirano (1,4 butanodiol diglicidil éter) previamente a
adicao do ligante.

O efeito da presenca do brago espacador bisoxirano e do comondmero AGE, do sistema
tamponante, do pH e da quelacdo do PEI com o fon metélico niquel foi investigado visando
selecionar o criogel com as caracteristicas mais vantajosas e as condi¢des que propiciassem
uma melhor purificacio de IgG a partir do soro humano.

Os experimentos foram realizados seguindo os seguintes passos € conforme
esquematizado no fluxograma (Figura 1):

1) Sintese dos criogéis de PAAm, na presenca de AGE ou ativado com bisoxirano, na

presenca ou ndo de ligante PEI e de fon metalico;

2) Determinagao da capacidade de expansao dos criogéis;

3) Determinacdo da quantidade de fon metdlico quelatado pelos adsorventes

sintetizados;

4) Ensaios cromatograficos com IgG de alta pureza;

5) Ensaios cromatograficos visando a purificagdo de IgG a partir do soro humano.

6) Determinagdo da curva de ruptura (breakthrough) de soro humano no tampao que

apresentou melhor resultado nas cromatografias de purificacdo de IgG a partir de
soro humano.

7) Caracterizagdo morfoldgica dos criogéis via MEV.
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Figura 1 - Fluxograma das etapas para a realizacio do estudo da purifica¢do de IgG humana em criogel
monolitico de poliacrilamida com PEI imobilizado.
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CAPITULO 2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Imunoglobulinas

Imunoglobulinas, ou anticorpos, estdo presentes no plasma de diversos organismos e
atuam como principais agentes da imunidade humoral. Nos seres humanos, quando um antigeno
entra no organismo, desencadeia-se uma resposta imunoldgica, levando a producdo de
anticorpos especificos pelas células derivadas dos linfécitos B (plasmocitos). Estes anticorpos
sao excretados para o plasma e outros fluidos extracelulares e promovem a defesa do
organismo, ligando-se aos antigenos que estimularam a sua producdo, através das partes
especificas deste antigeno (epitopos), € promovendo a eliminagdo dos mesmos (WILSON;
WALKER, 2010).

Os anticorpos podem ser do tipo policlonal ou monoclonal. Anticorpos policlonais se
originam de diversos clones de diferentes células, mas que reconhecem o mesmo antigeno. Sao
amplamente utilizados em testes diagndsticos, principalmente pelo seu menor custo, mas sao
menos especificos ja que reagem com varios epitopos do antigeno. Os anticorpos monoclonais
(AcM) distinguem-se dos policlonais por serem moléculas idénticas secretadas por um so tipo
de linfocito B e seus clones, sendo comumente obtidos pela técnica de cultivo in vitro a partir
de células de mamiferos. Devido a sua maior estabilidade, homogeneidade e especificidade,
reagindo com somente um epitopo, os anticorpos monoclonais sdo de grande valor para fins
terapéuticos e diagndsticos, mas estdo associados a um alto custo de producdo (WILSON;
WALKER, 2010).

Quanto a sua composi¢do, as imunoglobulinas sdo glicoproteinas compostas por
aminodcidos e carboidratos. A unidade bésica de todas as imunoglobulinas € constituida por
quatro cadeias polipeptidicas estruturadas em formato de “Y”, sendo duas cadeias leves
idénticas (L) (~25 kDa) e duas cadeias pesadas idénticas (H) (de 50-70 kDa), unidas por
ligacOes covalentes de dissulfeto (ROQUE; SILVA; TAIPA, 2007). Cada cadeia peptidica
apresenta dominios variaveis (“V”) e constantes (“C”). A regido Fab (fragment antigen-
binding) do anticorpo apresenta ambos tipos de dominio e é a regido responsavel por interagir
com o antigeno. Assim, essa regido determina a especificidade do anticorpo. A regido Fc
(fragment crystallizable), por sua vez, apresenta somente dominios constantes e € responsavel
por ativar mecanismos efetores do sistema imunoldgico para neutralizagdo e eliminacdo do

antigeno (ROQUE; SILVA; TAIPA, 2007; TRIER; HOUEN, 2017).
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As imunoglobulinas humanas sdo divididas em cinco classes (IgM, IgG, IgA, IgE e IgD)
que diferem, quanto a unidade bésica, nas sequéncias de aminoécidos da regido constante das
cadeias pesadas, apresentando assim variacdes de massa molecular e de ponto isoelétrico
(ANDERSON N. L.; ANDERSON N. G., 2002)

As interagdes de anticorpos com antigenos sdo caracterizadas pela alta afinidade e
especificidade e, por esta razdo, tornaram-se alvo de diversos estudos e possibilitaram a
aplicacdo dos anticorpos nas areas cientificas e médicas. Quando utilizados em testes
laboratoriais, por exemplo, possibilitam a obtencdo de um vasto nimero de informagdes
qualitativas e quantitativas, como a identificacdo de patdégenos e a medi¢do das quantidades
normais e anormais de componentes sanguineos ou de outros tecidos. De forma geral, os
anticorpos podem ser aplicados em dreas como imunologia, microbiologia, hematologia e
patologia. Os anticorpos monoclonais podem também ser utilizados em testes do tipo ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay), radioimunoensaio, de imunofluorescéncia e exames
imuno-histoquimicos e imunocitoquimicos para deteccdo de patdégenos (TRIER; HOUEN,

2017).

2.1.1. Imunoglobulina G

A imunoglobulina G (IgG) € a classe mais abundante das imunoglobulinas humanas,
com ponto isoelétrico entre 4,35 a 9,95, além de ser a imunoglobulina do soro humano com
maior taxa de sintese (cerca de 20-60 mg/kg/dia) e maior tempo de meia-vida (cerca de 21 dias,
quando comparado aos 5 dias para IgM e IgA e 2,4 dias para IgE) (PARIJA, 2009). A IgG
(Figura 2) possui massa molecular de 150 kDa, sendo as cadeias leves de 25 kDa e as pesadas
de 50 kDa, aproximadamente. A regido de dobradica, presente na estrutura da IgG, une as
por¢des Fab e Fc e confere flexibilidade a esta molécula (HAMILTON, 2001; PRIN et al.,
1995).
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Figura 2 — Estrutura da IgG. Adaptado de Trier e Houen (2017).
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Em 1960, a IgG humana foi classificada em quatro subclasses (IgG1, 1gG2, 1gG3,
IgG4), com base na existéncia de quatro subgrupos distintos de cadeias pesadas. Enquanto a
sequéncia primdria de aminodcidos das regides constantes das cadeias pesadas sdo similares
entre as subclasses de IgGs, as diferencas mais significativas entre elas sdo na regido de
dobradica, no que diz respeito ao nimero de residuos e de ligacdes dissulfidicas entre as
cadeias. As subclasses mais abundantes no soro humano sao IgGl1 (8,2 < pI < 9,0) e IgG2
(6,8 < pI < 8,0), correspondendo respectivamente a 64% e 25% do total de IgG, enquanto
que IgG3 (7,6 < pl < 9,0) corresponde a 7% e IgG4 (6,4 < pl < 8,0) aos 4% restantes
(HAMILTON, 2001; PRIN et al., 1995).

A IgG tem sido empregada para deteccdo, prevencdo e tratamento de diversas
patologias, tais como infecgdes virais e bacterianas, cancer, doengas cardiacas, neuroldgicas e
autoimunes (KANEKO et al., 2017; PEREZ et al., 2016). Segundo Filippidou e colaboradores
(2016), manifestagcdes clinicas parecem mais associadas a IgG do que as classes IgM e IgA.
Além disso, tanto para estes fins, quanto os voltados para area de pesquisa e desenvolvimento,
a IgG pode ser aplicada em técnicas de purificacdo de anticorpos e antigenos (HUSE; BOHME;
SCHOLZ, 2002).
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2.1.2. Purificag¢do de imunoglobulinas

O plasma humano € um fluido biol6gico que apresenta na sua composi¢do mais de 3000
proteinas, sendo que mais de 95% da massa total de proteinas corresponde as 12 mais
abundantes (HORTIN; SVIRIDOV; ANDERSON, 2008). Dentre estas, albumina
(concentragdo plasmatica de 50 mg/mL) e imunoglobulinas (concentra¢do plasmatica em torno
de 17 mg/ml) representam 90% do total de proteinas presentes no plasma (MAES et al., 2017).
Por ano, mais de 22 milhdes de litros de plasma humano sdo utilizados a fim de se obter
proteinas humanas para uso terapéutico (ANDERSON, N. G.; ANDERSON, N. L., 2002).

O uso terapéutico dos anticorpos, além de extremamente importante, representa uma
oportunidade multibiliondria no mercado global, tendo em vista a demanda crescente e 0s custos
envolvidos de obtencdo e comercializa¢do. Entretanto, para esta finalidade, faz-se necessario
atender as exigéncias de alto grau de pureza estabelecidas por 6rgdos regulatérios como a Food
and Drug Administration (FDA - EUA) e a World Health Organization (WHO - Europa),
visando a reducdo dos efeitos colaterais e o aumento da eficdcia clinica.

Além disso, o estudo de proteinas menos abundantes do plasma humano, que podem ser
biomarcadores com relevantes aplicacdes em diagnodsticos clinicos e medicina preventiva,
requer a deple¢do das proteinas mais abundantes — como albumina e IgG — por técnicas de
purificacdo, tendo em vista que estas tltimas podem gerar sinais que mascaram ou interferem
nos sinais das proteinas presentes em menores quantidade (ROCHE et al., 2009).

Para purificagdo de proteinas do plasma, os métodos possiveis de serem utilizados
incluem precipitacdo por adi¢do de etanol, polietilenoglicol (PEG) ou sal, crioprecipitacao,
filtracdo em gel e técnicas cromatogréficas (troca idnica, de afinidade, imunoafinidade)
(BURNOUF, 2007; PHILLIPS; MARTIN; HORTON, 1984). A escolha do método depende
principalmente de fatores como rendimento, pureza do produto final, manuten¢do da atividade
bioldgica dos constituintes e custo envolvido, sendo este ultimo responsavel por 50 a 80% do
custo total de manufatura (HUSE; BOHME; SCHOLZ, 2002; ROQUE; SILVA; TAIPA, 2007).

A técnica de precipitacdo por etanol, estabelecida em 1940 por Cohn e colaboradores, é
largamente aplicada para fracionamento do plasma, devido a sua simplicidade e relagdo custo-
eficdcia. O método de Cohn consiste em uma série de precipitacdes sucessivas em determinadas
concentracdes de etanol, com variacdes de temperatura e osmolalidade. A necessidade de
recuperagdes mais elevadas e fracdes mais puras, resultou na integracdo de cromatografias ao

processo de obtencdo dessas proteinas (BURNOUF, 2007; TSCHELIESSNIG et al., 2014).
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A técnica de cromatografia de afinidade, devido sua alta seletividade, propicia obtencao
de produtos com elevados graus de pureza, sendo por este motivo uma das mais empregadas
para purifica¢do de bioprodutos em larga escala. Contudo, ligantes de afinidade bioespecificos
tradicionalmente empregados, como as proteinas A ou G para purificagdo de IgG e lectinas para
purificacdo de IgA e IgM, sdo obtidos por meio de etapas complexas e de elevados custos. Além
disso, a alta afinidade de ligantes bioespecificos pelos anticorpos faz com que sejam necessarias
condi¢cOes drasticas de eluicdo (baixos valores de pH), o que pode levar a agregacdo do
anticorpo e ao desprendimento do ligante e, consequentemente, a contamina¢do do produto
final. Estas desvantagens impulsionam a busca por ligantes bioldgicos mais simples ou ligantes
sintéticos que apresentem baixo custo, resisténcia a degradacdo bioldgica e quimica, alta
capacidade de adsorcdo, empregabilidade na purificagcdo de tipos variados de anticorpos, baixa
toxicidade e minimo desprendimento da matriz (FASSINA et al., 2001; ROQUE; SILVA;
TAIPA, 2007).

2.2. Cromatografia de afinidade

Nas técnicas cromatograficas, o ligante € covalentemente ligado a um suporte sélido
(matriz) e a cromatografia é dita positiva quando a biomolécula alvo € adsorvida na fase
estaciondria, obtendo-a com alto grau de pureza nas fragdes de eluicdo, ou a cromatografia é
dita negativa, quando a biomolécula alvo é recuperada com alta pureza nas etapas de
flowthrough e lavagem da coluna. A etapa de eluicdo, para dessor¢do das proteinas adsorvidas,
€ alcancada pelo emprego de eluentes ndo especificos (mudangas de pH, forca i0nica,
temperatura) ou especificos (agentes competitivos) (ROQUE; SILVA; TAIPA, 2007).

A cromatografia de afinidade por sua vez € tradicionalmente utilizada para purificacao
de biomoléculas, tais como os anticorpos, € tem como base a interagdo especifica e reversivel
entre a molécula de interesse e um ligante imobilizado na fase estaciondria. Por ser altamente
seletiva, permite a obtencdo de IgG com alto grau de pureza, com elevado rendimento e minimo
de perdas por degradacdo proteolitica e desnaturacio (HUSE; BOHME; SCHOLZ, 2002).
Desta forma, € a técnica mais empregada na obtenc¢ao de IgG para fins medicinais/terapéuticos,
uma vez que a eliminacdo de impurezas no produto final pode reduzir os efeitos colaterais do
seu uso clinico.

Nesta técnica, pode-se utilizar uma variedade de tipos de agentes de interacdo (ligantes)

e de suportes solidos (matrizes), sendo estes escolhidos apropriadamente caso a caso. Para

atingir a recuperacgdo e a pureza desejada do produto de interesse, bem como possibilitar que a
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purificacdo seja feita em larga escala, € necessdria a otimizagdo de fatores como seletividade
(resposta a biomoléculas com uma caracteristica em comum), especificidade (resposta a uma
biomolécula especifica), reprodutibilidade e custo. Por esta razao, é crescente a busca cientifica
pela combinagdo ideal de matrizes e ligantes que, quando submetidas a metodologias
apropriadas, possibilitem a purificacdo do anticorpo de interesse de maneira econdmica e

eficiente (ARORA; SAXENA; AYYAR, 2016).

2.2.1. Matrizes em cromatografia de afinidade

Na cromatografia de afinidade, a fase estaciondria consiste de uma matriz sélida com
um ligante imobilizado covalentemente. As matrizes podem pertencer as classes organicas
naturais (por exemplo, agarose e dextrana) ou sintéticas (por exemplo, acrilamida e
polimetacrilato), ou inorgénicas (por exemplo, silica, fibras de vidro e cermica). E desejavel
que sejam hidrofilicas, que apresentem o minimo de interagdes ndo especificas, que sejam
insoldveis nas solu¢des empregadas nas etapas de ativacdo da matriz, imobilizacdo do ligante
e operacdo da coluna e que permitam vazdes condizentes ao processo desejado. Além disso,
devem apresentar alta estabilidade quimica e mecénica, possuir grupos funcionais que
possibilitem a modificacdo quimica (ativacdo) e exibir elevada porosidade e drea superficial
(HUSE; BOHME; SCHOLZ, 2002; MALLIK; HAGE, 2006; ARORA; SAXENA; AYYAR,
2016;).

Para que ocorra adsor¢do de biomoléculas, € fundamental que estas tenham acesso aos
poros da matriz para que possam interagir com os sitios de adsorcao. Este acesso € dependente
do tipo de matriz utilizada e serd maior quanto menor for a resisténcia a transferéncia de massa
imposta pelo suporte sélido. Quando o processo de transferéncia de massa é regido pela
conveccdo, essa resisténcia € minima, favorecendo a adsorcao (ALKAN et al., 2009).

Nas udltimas décadas, diversos tipos de matrizes foram desenvolvidas na tentativa de
contornar as desvantagens associadas as comumente empregadas, como, principalmente, a
resisténcia a transferéncia de massa, e de se obter valores 6timos de recuperacao e purificacdo.
O desenvolvimento de matrizes esféricas de agarose e do método de ativac@o por brometo de
cianogénio (CNBr) possibilitaram avangos no acoplamento covalente de proteinas e peptideos
a materiais polissacaridicos. A toxidade de agentes de ativa¢do, como o CNBr, a dificuldade de
ativacdo utilizando alguns outros agentes, a complexidade da etapa de imobilizacdo do ligante

motivaram o desenvolvimento e comercializacdo de matrizes pré-ativadas, tornando-se um
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marco na evolucdo das matrizes cromatograficas (HJERTEN, 1964; AXEN; PORATH;
ERNBACK, 1967; ARORA; SAXENA; AYYAR, 2016).

Atualmente, matrizes de diversas composicdes e formatos sdo empregadas como fase
estaciondria em processos cromatograficos. A escolha da matriz depende de fatores como
facilidade de obtencdo, custo associado, facilidade de modificacio quimica (ativagdo e
mobilizacdo de ligantes), condi¢des de operagdo (vazdo, forca idnica e pH), caracteristicas das
moléculas a serem adsorvidas (principalmente no que se refere ao bindbmio tamanho/massa),
etc. As particulas esféricas porosas, como de agarose e de silica, por exemplo, sdo
frequentemente empregadas em matrizes em cromatografia, mas apresentam como
desvantagem o transporte de matéria regido por difusdo, impondo assim uma maior resisténcia
a transferéncia de massa. Ja os géis de agar e agarose sdo mais vantajosos que os géis de
poliacrilamida e dextrana quanto a purificacdo de biomoléculas maiores, tais como células,
mitocondrias e microssomos. O uso de membranas de afinidade surgiu para contornar a queda
de pressdo ao longo das colunas cromatograficas e os elevados custos associados, além de
terem como vantagem menores limitacdes a transferéncia de massa ( HJERTEN , 1964; SUN;
SEHON, 1965; ARORA; SAXENA; AYYAR, 2016; DEMIRYAS et al., 2007).

Mais recentemente, observa-se o emprego crescente de suportes s6lidos monoliticos de
poliacrilamida, glicidil metracrilato e derivados de acrilamida como fase estaciondria em
cromatografia de afinidade para purificacdo de lisozima, imunoglobulinas e diversas outras
proteinas. Esses materiais, devido a presenca de poros altamente conectados na sua estrutura,
tém a transferéncia de massa regida por convecg¢ao, sendo tidas como matrizes promissoras para
a separacio de nano e micro biomoléculas (MALLIK; HAGE, 2006; ERTURK;
MATTIASSON, 2014).

2.2.1.1.  Monolitos como fase estaciondria em cromatografia

Monolitos sdo matrizes cromatograficas constituidas por um tnico bloco continuo de
material poroso na forma de discos ou tubos. Os monolitos podem ser produzidos a partir de
materiais orginicos, naturais e inorganicos, € sdo caracterizados principalmente por seu
tamanho de poros maiores que os encontrados nas matrizes convencionais. Estes macro e
mesoporos permitem que o transporte de solutos para o interior dos poros seja dado ndo sé por
difusdo mas também por conveccao, resultando em uma menor resisténcia a transferéncia de
massa, além de possibilitar que biomoléculas grandes, como por exemplo os plasmideos,

acessem os poros (ZOCHLING et al., 2004).
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Os principais tipos de suportes monoliticos reportados na literatura sdo os sintetizados
a partir da silica e os resultantes de polimerizacdo. O crescente uso de monolitos como fase
estaciondria de cromatografia se deve, principalmente, as suas seguintes vantagens: poderem
ser sintetizados jd no interior de colunas e capilares, assumindo diferentes formas; serem
resistentes a altas vazdes, promovendo uma separacdo mais rdpida e reduzindo o tempo de
andlise; possibilitarem uma transferéncia de massa por convec¢do, aumentando a eficiéncia de
separac¢do; poderem ser submetidos a diversas reacdes quimicas para modificagdo da sua
estrutura. Dentre os diversos tipos de monolitos que t€ém seu uso em cromatografia de afinidade
reportados na literatura, encontram-se os sintetizados pela técnica de criogelificacdo (MALLIK;
HAGE, 2006; CERNIGOJ et al., 2016).

Os criogéis sdo géis produzidos sob condigdes criogénicas, ou seja, em temperaturas
abaixo do ponto de congelamento do solvente. Conforme ilustrado na Figura 3, durante a etapa
de congelamento da mistura liquida contendo os mondmeros e o iniciador, cristais de gelo -de
solvente- sd@o formados e a polimerizacao e a reticulacdo ocorrem ao redor desses cristais. Estes
cristais atuam como agentes porogénicos pois, ao serem descongelados, os espagos que
ocupavam tornam-se vazios, originando assim poros no monolito. Portanto, os tamanhos e
formas destes macroporos sao definidos pelo tamanho e forma dos cristais. Além disso, durante
o processo de polimerizagdo, sdo também gerados microporos entre as cadeias poliméricas

formadas (LOZINSKY et al., 2003; PLIEVA et al., 2004b; SAHINER; DEMIRCI, 2016).

Figura 3 - Esquema de formacao do criogel a partir da mistura reacional polimérica. Adaptado de Plieva
e colaboradores (2004a).

Congelamento Polimerizagio em Descongelamento

estado congelado . mondmeros e iniciadores

<4 cristais de gelo
polimero inicialmente formado
gel de polimero reticulado

SUPErmMacroporoe

Desta forma, os criogéis apresentam estrutura “heteroporosa” caracterizada pela
presenca de inimeros micro e macroporos altamente interconectados e de tamanhos de 10 a
200 um. A depender da sua composicao, podem ainda estar associados a uma alta resisténcia
mecanica, estabilidade e a presenca minima de interacdes nao-especificas. A diferenca mais
relevante entre criogéis e outros materiais macroporosos ¢ o fato destes primeiros serem
altamente eldsticos, podendo ser comprimidos inimeras vezes, sem que sua estrutura porosa

sofra danos (DEMIRYAS et al., 2007; ERTURK; MATTIASSON, 2014; EROL et al., 2016).
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Essa elasticidade possibilita a remoc¢ao mecéanica da dgua livre que ocupa os interiores dos poros
pequenos e grandes do polimero. Além dessa dgua livre, os criogéis também apresentam
moléculas de d4gua que interagem quimicamente com o polimero.

As propriedades dos criogéis, tal como a distribuicio do tamanho de poro e a sua
espessura da parede, podem variar de acordo com o pH, a quantidade de dgua e de outros
solventes, gradiente de temperatura e concentracio de mondmeros que foi aplicada durante a
etapa de polimerizagdo. Ainda nao existem técnicas consolidadas para medir o tamanho do poro
e sua distribuicdo em criogéis no seu estado imido, segundo a literatura consultada ( YAO;
LENHOFF, 2004; PLIEVA et al., 2005; GUN’KO; SAVINA; MIKHALOVSKY, 2013).

Na literatura é possivel encontrar o emprego de criogéis monoliticos para cultivo de
células microbianas e de mamiferos e como fase estaciondria para purificagdo de diversos
bioprodutos ( KUMAR et al., 2005, 2006*; BABAC et al., 2006; ERTURK:; MATTIASSON,
2014). A fim de aprimorar os processos de biosseparacao e maximizar a capacidade de adsorcao

dessas matrizes, € de grande importancia o estudo dos criogéis

2.2.1.2.  Criogel de poliacrilamida como fase estaciondria em cromatografia

Colunas monoliticas supermacroporosas sintetizadas a partir de mondmeros de
acrilamida sdo apontadas como matrizes promissoras para purificacdo via cromatografia de
nano e microparticulas bioldgicas, tais como plasmideos, virus, organelas e até mesmo células.
Os criogéis de poliacrilamida sdo os mais utilizados dentre os criogéis reportados na literatura
e, consequentemente, suas caracteristicas ja sdo bem conhecidas. Sua sintese envolve tanto
polimerizacdo quanto reticulacdo (KUMAR et al., 2010; LOZINSKY et al., 2003).

A sintese destes materiais € comumente feita pela copolimerizacdo radicalar de
mondmeros de acrilamida com alil glicidil éter (AGE) e o agente reticulante N,N’-metileno-
bis-acrilamida, a temperaturas abaixo de zero grau Celsius (entre -5°C e -20°C) . O AGE, apesar
de ndo ser um reagente indispensdvel na sintese do criogel, ¢ geralmente utilizado para
introduzir um grupamento funcional epdxi, possibilitando sua posterior conversao em um
trocador anidnico, ou a inclusdo de um agente quelante ou de um ligante (ERTURK;

MATTIASSON, 2014; GUN’KO; SAVINA; MIKHALOVSKY, 2013; PLIEVA et al., 2004a).

A reacdo associada a esta sintese encontra-se esquematizada na Figura 4.
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Figura 4 - Reacio de formacdo do criogel de poliacrilamida. Adaptado de Mallik e Hage (2006).
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A estrutura porosa caracteristica dos criogéis de poliacrilamida € funcao da temperatura
de congelamento, da concentracdo de mondmetros inicialmente presente na mistura reacional,
e do tipo e quantidade de agente reticulante. O tamanho dos poros controla a resisténcia ao
fluxo e, junto a espessura da parede do poro, definem o volume total de poro no criogel de
poliacrilamida. Esta espessura, concomitante a densidade (concentragdo do polimero) das
paredes do poro, determina as propriedades mecanicas macroscopicas do criogel, enquanto que
a acessibilidade dos ligantes quimicamente associados ao polimero € afetada pelo tamanho do
poro e pela densidade da parede do poro (PLIEVA et al., 2005). Estes parametros, que afetam

a performance do criogel, s@o ilustrados na Figura 5.

Figura § - Parametros da estrutura do criogel que afetam sua performance. Adaptado de Plieva e
colaboradores (2005).
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O trabalho desenvolvido por Plieva e colaboradores (2005) demonstra que o aumento
na concentra¢cdo de mondmeros na mistura reacional provoca o aumento da resisténcia ao fluxo,
ao mesmo tempo em que diminui a capacidade de expansdo e aumenta a quantidade de dgua

associada ao polimero.
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Para aplicacdes biomédicas e biotecnolégicas € comum a imobilizagcdo de um ligante na
matriz polimérica, sendo este capaz de estabelecer interagdes especificas e seletivas com a
biomolécula alvo. Os parametros da estrutura dos criogéis afetam, portanto, a acessibilidade
das biomoléculas aos sitios de interagc@o dos ligantes imobilizados. A presenca de maior nimero
de canais interligados tem como vantagem, por exemplo, proporcionar maior acessibilidade de

biomoléculas grandes (CERNIGOJ et al., 2016).

2.2.2. Ligantes empregados em cromatografia de afinidade

Para purificagdo de anticorpos, as técnicas com base em afinidade tém sido as mais
utilizadas e que demonstram maior eficiéncia, tanto nas escalas laboratoriais quanto industriais.
A separacdo por afinidade baseia-se no reconhecimento entre a biomolécula de interesse e o
ligante covalentemente imobilizado a um suporte sélido. Os ligantes atualmente utilizados
variam de moléculas bioldgicas, engenheiradas ou totalmente sintéticas, desenvolvidas para
possuirem elevada seletividade além de resisténcia e estabilidade otimizadas (ROQUE; SILVA;
TAIPA, 2007).

Os ligantes imobilizados a matriz polimérica e utilizados na cromatografia de afinidade
sdo entdo divididos em duas classes: bioespecificos e pseudobioespecificos. Estes primeiros,
que incluem antigenos, anticorpos, lectinas, cofatores, dentre outros, apesar da sua alta
especificidade, sdo geralmente mais custosos, mais dificeis de imobilizar e mais propicios a
desnaturagcdo ao longo do tempo, enquanto que os ligantes pseudobioespecificos, tais como
aminodcidos e fons metdlicos imobilizados, sdo mais simples e também demonstram alta
afinidade por biomoléculas (VIJAYALAKSHMI, 1989).

Em comparagdo aos ligantes bioespecificos, como Proteina A, os ligantes
pseudobioespecificos apresentam custos, toxicidade e imunogenicidade inferiores, esterilizacao
in situ facilitada na producdo em larga-escala, além de terem maior resisténcia a degradacgao
quimica e bioquimica. Por serem mais estdveis, sdo menos susceptiveis a se desprenderem da
matriz e contaminarem o produto final. Além disso, ligantes pseudobioespecificos possibilitam
a eluicdo em condi¢des brandas. Desta maneira, eles tém sido empregados na purificagdo de
enzimas e de diversas outras proteinas e continuam sendo alvo de diversos estudos (ROQUE;
SILVA; TAIPA, 2007; SAVANE et al., 2016).

Para purificacdo de anticorpos por cromatografia de pseudoafinidade, diversas
moléculas bioldgicas, como o aminodcido histidina, e sintéticas, como o tiofilico 2-

mercaptoetanol, ja foram empregadas como alternativas em substituicdo da proteina A,
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comumente utilizada. Todavia, alguns destes ligantes podem ter seu uso limitado devido a sua
menor seletividade ou a necessidade de se empregar condi¢des tamponantes nem sempre
compativeis com a manutencdo da atividade da biomolécula de interesse. Estas razdes, bem
como a exigéncia por parte das agéncias reguladoras de se conhecer detalhadamente as
caracteristicas e propriedades destes compostos, principalmente no que se refere ao
desprendimento e toxicidade, fomentam a busca por ligantes alternativos que sejam estaveis,
seletivos e proporcionem uma elevada recuperagdo e grau de pureza. E desejavel também, que
estes ligantes possam ser aplicados na purificagdo de mais de um tipo de imunoglobulina e, de
preferéncia, possibilitem a purificacdo em larga-escala (FASSINA et al., 2001).

Além do propésito de purificagdo, os ligantes empregados em cromatografia de
afinidade sdo capazes de estabelecer interacdes seletivas e reversiveis com as biomoléculas de
forma similar as interagdes presentes em diversos sistemas biolégicos, 0 que permite a
utilizacdo da cromatografia de afinidade como um método para estudar e modelar as interagdes
quimicas e bioquimicas que ocorrem em sistemas vivos, sendo portanto de grande interesse

para aplicagdes clinicas e farmacéuticas (HAGE, 2017).

2.2.2.1.  Polietilenoimina (PEI) como ligante em cromatografia

As aminas sdo compostos organicos oriundos da substituicdo e um ou mais hidrogénios
da amodnia por grupamentos alquila ou arila. Se houver um, dois ou trés grupamentos ligados
ao nitrogénio, a amina € definida como primdria, secunddria ou tercidria, respectivamente. As
aminas apresentam elevado valor de pKa, atuando como bases, de forma que quanto maior o
valor do seu pKa, maior seu carater nucleofilico (BRUICE, 2003)

Poliaminas s3o compostos organicos que apresentam em sua estrutura dois ou mais
grupamentos aminas. Visto que sdo policdtions, as poliaminas sdo um excelente recurso para
interagir eletrostaticamente com moléculas carregadas negativamente em pH neutro, tal como
DNA, RNA e algumas proteinas (HOUEN, 2001). A depender do tamanho da cadeia alquila,
as poliaminas também sao capazes de estabelecer interagdes hidrofébicas. As matrizes com
poliaminas permitiram obtencdo de produtos com elevado grau de pureza, tendo sido
empregadas em estudos com lactoferrinas, plasminogénios e outras proteinas. Além disso,
assim como ligantes pseudobioespecificos, sdo estdveis, simples e seletivas (DE SOUZA;
BRESOLIN; BUENO, 2010; MINOIS; CARMONA-GUTIERREZ; MADEO, 2011).

Poliaminas podem ser imobilizadas em diferentes matrizes ativadas com agentes tais

como brometo de cianogénio (CNBr), epicloridrina, divinilsulfona e bisoxirano. Apesar do



40

potencial de purificacao das poliaminas como ligantes, ainda se faz necessario elucidar o efeito
da quantidade de grupamentos amino, da sua natureza (primdria, secunddria ou tercidria) e do
tamanho da cadeia alquila, bem como da presenca de braco espagador e das condi¢des de
operac¢do no processo de purificacdo de proteinas por cromatografia (DE SOUZA; BRESOLIN;
BUENO, 2010).

O PEI € um polimero altamente ramificado, de elevada massa molecular (Mn ~ 10000;
Mw ~ 25000), obtido a partir da polimerizacao de aziridina (etilenoimina) e que possui forte
potencial catidnico. Os grupamentos aminos presentes na sua estrutura quimica (Figura 6)
possuem valores de pKa entre 10 e 11, conferindo a este composto uma carga positiva em uma
ampla faixa de pH. A elevada densidade de cargas positivas presente no PEI possibilita o
estabelecimento de fortes interacOes eletrostiticas com moléculas de carga negativa, tal como

acidos nucléicos (BURGESS, 2009; FLOREA et al., 2002; JAGER et al., 2012).

Figura 6 - Estrutura quimica do PEI (Fonte: Catalogo Sigma-Aldrich).
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Comercialmente, o PEI € geralmente utilizado como aditivo na inddstria de papel e na
inddstria téxtil, e também como floculante no processo de tratamento de dgua. E também
reportado o uso do PEI em aplicag¢des clinicas in vivo, em que atua como carreadores ndo-virais
de material genético na terapia génica (JAGER et al., 2012). Além disso, seu alto potencial
cationico tem sido empregado para remoc¢do de componentes anidnicos de solugdes aquosas,
tal como a de ions fosfato (ANIRUDHAN; RAUF; REJEENA, 2012).

A aplicacio e eficiéncia do PEI sdo influenciadas por diversos parametros estruturais,
tal como massa molar, tipo, nimero e densidade de cargas, estrutura tridimensional e
flexibilidade. PEI com um grande nimero de ramificacdes, elevada massa molar e estrutura
flexivel estabelece fortes interacdes eletrostaticas com 4cidos nucléicos carregados
negativamente (JAGER et al., 2012) .

Na literatura sdo reportados diversos trabalhos que aplicaram PEI para adsor¢do de
proteinas diversas. Torres e colaboradores (2006), ao estudarem a adsor¢do de proteinas do

extrato de Escherichia coli. em matrizes de agarose, reportaram que suportes cromatograficos
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com PEI imobilizado (PEI-agarose), quando comparados a suportes convencionais (DEAE-
Sepharose), promovem a adsor¢do de uma maior quantidade de proteinas e sdo capazes de
adsorver tipos de proteinas que ndo sdo adsorvidas nestes dltimos. Tal fato € justificado nao sé
devido ao maior nimero de grupos carregados na estrutura do PEI, mas também por, dada a
flexibilidade desse polimero, ser maior a area superficial que estabelece interagdes com a
proteina.

Wang e colaboradores (2013) ao estudarem adsorc¢ao de lipase, pectinase, a-amilase,
celulase e papaina em microesferas de poliamina, empregando valores de pH entre os valores
de pI da microesfera (10,6) e das proteinas, identificaram que a adsor¢do de proteinas € regida
pelas interagdes eletrostaticas e hidrofébicas, sendo as interacdes hidrofébicas mais importantes
para adsorcdo de lipase, quando comparada as demais proteinas testadas.

Erol e colaboradores (2016) desenvolveram criogéis molecularmente impressos a partir
de criogel de metacrilato com PEI imobilizado, empregando-os para purificacdo de lisozima
tanto em solu¢des aquosas quanto direto da fonte natural (clara de ovo de galinha). Além disso,
ao testarem a purificacdo na presenga de proteinas competidoras (albumina e citocromo c),
obtiveram uma elevada seletividade. Murakami e colaboradores (2009) ao empregarem matriz
de hidroxiapatita (HAp) na cromatografia das proteinas ovoalbumina, a- quimiotripsinogénio-
A, mioglobina e citocromo C, observaram que apenas quando na presencga do ligante PEI esta
coluna era eficiente para purificacdo seletiva dessa mistura proteica. Neste mesmo estudo, os
resultados também demonstraram que a coluna HAp-PEI oferece vantagens quando comparada
a colunas de silica-PEI e celulose PEI por ser estavel em condi¢des alcalinas e possuir uma
maior estabilidade mecanica e durabilidade.

Quando na presenga de quelato metélico, o criogel oriundo da mistura polimérica de
alcool polivinilico (PVA) e PEI também demonstrou resultados promissores na deplecao de
hemoglobina de extratos de sangue hemolisado (GOKTURK et al., 2016). Sahiner e Demirci
(2016) sintetizaram um criogel de PEI utilizando uma mistura aquosa de PEI de diferentes
massa molares e, estudando cromatografia de albumina de soro bovino (BSA) nesse material,
obtiveram valores de adsor¢do de 36,4 mg BSA/g criogel seco, valores estes superiores aos
encontrados na literatura utilizando matrizes convencionais, bem como demonstraram sua
eficiéncia na separacdo de corantes organicos, removendo efetivamente o azul de metileno de
uma mistura contendo alaranjado de metila e eosina Y.

No ramo da medicina terapéutica, diversos trabalhos empregam o PEI para remocao de
endotoxinas bacterianas. As endotoxinas sdo lipopolissacarideos da parede celular externa das

bactérias Gram-negativas e, quando presentes no sangue —quadro denominado endotoxemia—
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podem ocasionar reagdes adversas nos pacientes. Pacientes submetidos repetitivamente a
hemodiélise sdo mais suscetiveis a endotoxemia, o que pode agravar seu quadro clinico. Além
disso, agentes antibacterianos também podem provocar endotoxemia enquanto agem contra as
bactérias. Desta forma, se faz necessario desenvolver técnicas para neutralizar as endotoxinas.
Mitzner e colaboradores (1993) obtiveram total remoc¢do de endotoxinas do plasma e da dgua a
partir de esferas celuldsicas macroporosas com PEI imobilizado, demonstrando a alta eficicia
do PEI e seu potencial para tratamentos de endotoxemia. Resultado semelhante foi obtido por
Hanora e colaboradores (2005) utilizando PEI imobilizado em criogel de poliacrilamida ativado
com bisoxirano. Este trabalho apontou também a possibilidade de se empregar vazio de 10
ml/min para esta coluna monolitica proceder a detoxificacdo de lisados de células de
Escherichia coli, nao havendo perda na capacidade de adsorc¢ao, enquanto que para a coluna de
Sepharose 4B ativada a vazdo médxima que pode ser empregada sem que houvesse colapso da
matriz foi de 1 ml/min, reduzindo assim o tempo necessario para processar 0 mesmo volume
de solu¢do alimentada.

Além de ligante, o PEI € também um importante agente quelante para varios metais. O
PEI é um dos quelantes policatidnicos que originam uma matriz hidrofilica tridimensional
altamente ramificada, podendo ser empregado como agente quelante na técnica de
cromatografia de afinidade por fons metélicos imobilizados (IMAC). Esta, por sua vez, baseia-
se na afinidade das proteinas por fons metélicos, como por exemplo, os de transi¢do Cu(II),
Co(1II), Ni(II), Zn(II), quelatados a uma matriz (BAKHSHPOUR et al., 2016; CHAGA, 2001).

A estabilidade dos quelatos metalicos, bem como sua capacidade em adsorver proteinas,
sofre influéncia ndo apenas do metal e do agente quelante empregado, mas também dos
parametros empregados, tais como a natureza do tampao, pH, forca idnica e concentracdo da
solucdo de fons metélicos alimentada a coluna (BRESOLIN; MIRANDA; BUENO, 2009).

Apesar dessa interacdo do PEI com os ions metalicos ainda ser pouco conhecida e
demandar mais estudos na drea, sabe-se que este agente quelante se complexa de forma estavel
com fons de cobre, de forma que quatro nitrogénios da cadeia polimérica sao utilizados para
quelatar um ion de cobre (Cu(1l)) (MAKETON; ZENNER; OGDEN, 2008). Sdo reportados na
literatura estudos em que adsorventes contendo PEI foram aplicados com sucesso na remog¢ao
seletiva de metais dissolvidos em solucdo aquosa, obtendo-se, em alguns casos, resultados
superiores a resinas comerciais empregadas com a mesma finalidade (DURU et al., 2001;
PANG et al., 2011; ZANDER, 2009).

Tirkme, Yavuz e Denizli (2006) ao empregarem esferas magnéticas de

hidroxietilmetacrilato com PEI imobilizado, obtiveram uma capacidade de adsorcdo de
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citocromo C correspondente a 4,6 mg/g de polimero seco. Este valor, quando na presenca de
ions de cobre quelatados ao PEI, elevou-se para 40,1 mg/g de polimero seco, demonstrando a
presenca de interacdes especificas entre a proteina e o ion metélico.

Com o potencial de purificagdo do PEI como ligante ou como agente quelante em
cromatografia tendo sido demonstrados nesses variados estudos e tendo em vista a crescente
procura por adsorventes de alta durabilidade e que sejam biocompativeis e biodegradaveis,
intensificaram-se as pesquisas envolvendo este composto, visando principalmente aplicagdes

nas dreas de terapia gé€nica e de separagdo e purificacdo de biomoléculas.

2.3. Purificacao de proteinas por cromatografia negativa

A cromatografia negativa consiste na adsor¢do das impurezas de uma solugdo proteica
na matriz cromatografica, enquanto que a molécula de interesse, por nao interagir com a matriz,
¢ obtida na etapa de flowthrough e lavagem (LEE; CHAN; TEY, 2014). Diversos autores
utilizaram a cromatografia negativa como técnica para separagdo de virus, enzimas,
hemoglobina e IgG (BROOKS; STOREY, 1996; DE SOUZA; BRESOLIN; BUENO, 2010;
IYER et al., 2011; LU; ZHAO; SU, 2004).

O pH e a condutividade do tampao empregado sdo fatores decisivos para a adsor¢ao de
impurezas. O valor de pH afeta o grau de ionizacdo e as cargas dos grupamentos constituintes
ndo s6 da proteina alvo, como também das impurezas (LEE; CHAN; TEY, 2014; LEVISON,
2003). Segundo Levison (2003), a escolha entre cromatografia positiva e negativa €
influenciada por diversos fatores, sendo os dois principais: a) a razao entre a quantidade de
proteina de interesse e impurezas, sendo a cromatografia negativa preferivel quando as
impurezas se encontram em menor quantidade de forma a maximizar a capacidade do
adsorvente; b) a necessidade de se ajustar o sistema tamponante e os custos envolvidos neste
ajustes para possibilitar que as biomoléculas de interesse presentes na solu¢do de alimentacao
sejam adsorvidas na matriz cromatografica.

O uso de um pH adequado, junto a utiliza¢ao de ligantes de carga positiva, tais como
TREN, aminohexil e L-lisina, possibilitam que a IgG, de carga positiva, seja repelida e
consequentemente flua pela coluna sem ser adsorvida. Da Silva e colaboradores (2014)
obtiveram uma purificacao eficiente de Fab a partir de IgG humana clivada (106% de pureza)
por cromatografia negativa empregando uma matriz de agarose com TREN imobilizado e fon

metdlico niquel quelatado. De Souza, Bresolin e Bueno (2010) purificaram IgG humana a partir
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de soro e de plasma humano por cromatografia negativa utilizando matriz de agarose (ativada
com CNBR ou bisoxirano) com ligante aminohexil imobilizado.

O emprego de w-aminohexil e de PEI como ligantes imobilizados em gel de agarose
possibilitou a purificacio de fragmentos Fab a partir de IgG humana clivada por cromatografia
negativa. Neste trabalho desenvolvido por Carmignotto, Mourdao e Bueno (2017b) foram
obtidos valores de pureza e recuperacio acima de 96% e 93%, respectivamente.

Pitiot e colaboradores (2001) obtiveram resultados promissores ao utilizarem a técnica
de cromatografia negativa e o adsorvente histidina-aminohexil-Sepharose 4B para purificacdo
de proteinas do plasma humano, como a imunoglobulina G (IgG), visando aplicacOes
biomédicas. Outros trabalhos reportados na literatura demonstram que o emprego da
cromatografia negativa de troca i6nica, em determinadas condi¢des tamponante (valores de
pH), possibilitou a purificacdo com elevadas taxas de recuperacio e de grau de pureza, de virus,
enzimas, hemoglobinas e imunoglobulinas G (BROOKS; STOREY, 1996; LU et al., 2004;
WONGCHUPHAN et al., 2011). Utilizando cromatografia negativa, Wang e colaboradores
(2011) obtiveram valores de recuperacdo e pureza de IgG de origem animal superiores aos
obtidos na purificagdo da mesma proteina por cromatografia positiva.

A cromatografia negativa de imunoafinidade € geralmente aplicada para remocdo de
tracos de proteinas, bem como para separacdo de subclasses das imunoglobulinas humanas.
Segundo Lee, Chan e Tey (2014), a purificacdo de IgG a partir de soro humano demonstra ser
a aplicacdo mais promissora da técnica de cromatografia negativa. Além disto, essa técnica
pode ser aplicada também com a finalidade de se obter soros que contenham somente uma
subclasse de IgG humana, utilizando-se uma matriz com anticorpos monoclonais imobilizados
de forma que estes interajam com somente trés das quatro classes de IgG humana (PERSSON,
1987).

Percebe-se entdo que, apesar de ainda pouco estabelecida como método de
biopurificacdo, a cromatografia negativa exibe um elevado potencial, principalmente no que se
refere a purificagdo de IgG a partir de soro e plasma. A possibilidade de empregar esta técnica
cromatografica, ou outros modos de cromatografia que sejam também promissores, a suportes
sOlidos com ligantes imobilizados que resultem em matrizes adsorventes com caracteristicas
vantajosas em relacdo as matrizes comumente empregadas, no que se refere por exemplo a
estabilidade quimica e mecanica, aos riscos de contaminacao do produto final, a resisténcia a
transferéncia de massa, a capacidade de adsorcdo e seletividade, ao emprego de altas vazdes, a
possibilidade de ampliacdo para larga escala, tem impulsionado assim os recentes estudos na

area.
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CAPITULO 3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Materiais

Os reagentes acrilamida, persulfato de amodnio, dcido 2-[4-(2-hidroxietil) 1 -piperazinil]-
etanosulfonico  (Hepes), 4cido morfolinopropanosulfonico (Mops), 4cido  (2[N-
morpholino]etanesulfonico (Mes), dodecil sulfato de sédio (SDS), glicina, tristhidroximetil)
aminometano (Tris), sulfato de niquel (II) hexahidratado, gamaglobulina humana (=99% por
eletroforese, IgG), alil glicidil éter (AGE), dcido iminodiacético (IDA), solu¢do de 50% (m/v)
de polietilenoimina em dgua (PEI, Mw 750.000), borohidreto de sédio, 1,4-butanodiol diglicil
éter (bisoxirano), albumina de soro bovino (BSA, 98% de pureza), glicerol e soro humano
(esterilizado, filtrado; de plasma humano masculino de tipagem AB) foram obtidos da Sigma-
Aldrich (EUA). Fosfato de sédio bibasico dodecahidratado, fosfato de sdédio monobdsico
monohidratado, cloreto de sddio, nitrato de prata, dlcool etilico absoluto, metanol, 4cido citrico,
carbonato de sddio anidro e dcido fosférico 85% foram adquiridos da Synth (Brasil). O 4cido
acético foi fornecido pela Exodo Cientifica (Brasil). N,N-metileno-bis-acrilamida e N, N,
N’,N’-tetra-metilenodiamina (TEMED) foram adquiridos da BioRad (EUA). Azul de comassie
(brilliante blue G-250), glutaraldeido e hidréxido de sédio (NaOH) foram obtidos da Vetec
(Brasil). O marcador de alta massa molecular (HMW-SDS) foi fornecido pela GE Healthcare
(EUA). Formaldeido, 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e sulfato de cobre (II)
pentahidratado foram adquiridos da MERCK (Alemanha). O azul de bromofenol e ditiotrietol
foram obtidos da PlusOne (Suécia).

Empregou-se dgua purificada em equipamento Milli-Q (Millipore, EUA) para preparar
todas as solugdes e realizar lavagens diversas. As pesagens foram feitas em balanga analitica
Sartorius TE214S (Alemanha); o ajuste de pH, em pHmetro Oakton pH 510 series (Oakton,
EUA) e a desgaseificagdo das misturas monomeéricas, em cubas de banho ultrassonico Branson
3510 series (EUA). O cromatdgrafo de baixa pressao utilizado foi o Biologic LP System da
Biorad (EUA). As colunas vazias, preenchidas com os criogéis e utilizadas nos experimentos

cromatograficos, foram as C10/20 (200 mm altura x 10 mm DI) da GE Healthcare.
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3.2. Métodos
3.2.1. Sintese dos criogéis

Os materiais adsorventes empregados neste trabalho foram sintetizados conforme
esquematizado no fluxograma apresentado na Figura 7. Cada etapa envolvida encontra-se

detalhada nos topicos quem seguem.

Figura 7 - Fluxograma das etapas envolvidas na sintese dos criogéis testados

Imobilizagdo do ligante PEI
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PAAm-Bisoxi

PAAm-Bisoxi-PEI

Imobilizagio do ligante PEI
(ANIRUDHAN; RAUF E REJEENA, 2012)

Ativagdo por bisoxirano
(HERMANSON et al., 1992)

PAAm: poliacrilamida Bisoxi: bisoxirano PEI: polietilenoimina ~ AGE: Alil-diglicidil-éter

3.2.1.1.  Criogel de poliacrilamida

A sintese do criogel de poliacrilamida foi realizada de acordo com a metodologia Kumar
(KUMAR et al., 2006a). Previamente ao inicio do preparo do criogel, um recipiente contendo
etanol foi armazenado no freezer, a temperatura de aproximadamente -20 °C.

Mondmeros de acrilamida (0,948 g) e de N,N-metileno-bis-acrilamida (0,254 g) foram
dissolvidos em 19 mL de 4dgua (concentracdo de 6,3% m/v). Essa mistura foi entdo submetida
a um processo de degaseificacdo, durante 20 min em banho ultrassOnico, seguida de
resfriamento em freezer (-20 °C), por aproximadamente 5 min.

A solugdo foi entdo retirada do freezer e a polimerizacdo via radical livre foi iniciada
adicionando-se 1,0 mL da solu¢do de persulfato de amonio em dgua (22 mg/mL; 2,2% m/v) e
TEMED (19 pL). A mistura reacional, de volume final 20,19 mL (concentracdo final de
mondmeros de 6% (m/v)), foi entdo fracionada entre seringas pldsticas de capacidade 3,0 mL,
nas quais se adicionou cerca de 1 mL em cada, e em colunas cromatogrificas C10/20 (GE

Healthcare, EUA), nas quais se adicionou 3,0 mL em cada.
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Apds serem preenchidas com a mistura reacional, as colunas e seringas foram
imediatamente vedadas e imersas no recipiente contendo etanol a -20°C. Os criogéis em
formacdo foram mantidos no freezer, em banho de etanol, por cerca de 16 h. Apds esta etapa,
iniciou-se o processo de descongelamento do criogel, o qual foi transferido para a geladeira e,
apos cerca de 1 h, foi deixado a temperatura ambiente. Depois de totalmente descongelado, o
criogel foi lavado com cerca de 30 mL de 4dgua (cerca de 10 volumes de coluna), a fim de

remover a por¢do da mistura que ndo reagiu. O criogel sintetizado foi denominado PAAm.

3.2.1.2.  Criogel de poliacrilamida-AGE

A sintese do criogel de poliacrilamida-alil foi realizada de acordo com a metodologia
Kumar (KUMAR et al., 2006a). Mondmeros de acrilamida (0,948 g) e de N,N-metileno-bis-
acrilamida (0,254 g) foram dissolvidos em 18 mL de 4gua (concentracdo de 6,7% m/v).

Essa mistura foi entdo submetida a degaseificacdo durante 20 min em banho
ultrassonico, seguida de resfriamento em freezer, por aproximadamente 5 min. Ao retird-la do
freezer, acrescentou-se o mondmero funcional AGE (alil glicidil éter) (200 pL), seguido de
dgua (800 pL). Em seguida a polimerizacao via radical livre foi iniciada adicionando-se 1,0 mL
da solucdo de persulfato de amonio em 4gua (22 mg/mL; 2,2% m/v) e TEMED (19 pL). A
mistura reacional, de volume final 20,19 mL (concentracdo final de monomeros de 6% m/v),
foi entdo fracionada entre seringas plésticas de capacidade 3,0 mL, nas quais se adicionou cerca
de 1 mL em cada, e em colunas cromatograficas C10/20 (GE Healthcare, EUA), nas quais se
adicionou 3,0 mL em cada.

As etapas de resfriamento, congelamento, descongelamento e lavagem foram feitas de
maneira similar a aplicada na sintese do criogel de poliacrilamida. Este criogel sintetizado foi

denominado PAAm-AGE.

3.2.2. Ativacdo do criogel PAAm com bisoxirano

Criogéis de poliacrilamida (PAAm) foram ativado com bisoxirano (1,4 butanediol
diglicidil éter), conforme a metodologia proposta por Hermanson e colaboradores (1992).
Inicialmente 20 mg de borohidreto de sddio foram dissolvidos em 10 mL de solu¢do de NaOH
0,6 mol/L. O criogel PAAm foi retirado da coluna de vidro em que estava armazenado (volume
de leito de 3 mL) e imerso nesta solucdo, a qual lentamente adicionou-se 10 mL de 1,4-
butanodiol-diglicidil éter. O sistema foi mantido na capela sob agitacdo constante de 50 rpm

em mesa agitadora e a temperatura ambiente por um periodo de 10 h.
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Apos ativacdo, a lavagem do criogel foi realizada imergindo-o em dgua, mantendo-o
sob o mesmo sistema de agitacdo e trocando-se a 4gua sucessivas vezes até que o pH da dgua
pos-lavagem correspondesse ao da d4gua, indicando remocao completa do excesso de reagentes.

O criogel ativado foi denominado PAAm-Bisoxi.

3.2.3. Imobilizacdo de PEI via ligacdo éter

A imobilizac¢do do PEI nos criogéis de poliacrilamida foi realizada com base no método
descrito por Anirudhan, Rauf e Rejeena (2012). Uma mistura contendo 4,0 mL da solu¢do de
PEI e 6,0 mL de NaOH 1,25 mol/L (concentragdo final de PEI de 20% m/v e aproximadamente
22% v/v) foi recirculada nas colunas contendo o criogel de PAAm-AGE e PAAm-Bisoxi por 6
h e a 60 °C. Por fim, foi feita a lavagem com dgua durante 2 h e a 60 °C, para que o pH da
solucdo de saida se igualasse ao pH da dgua na entrada, indicando remoc¢@o dos compostos nao
reagidos. Apds a imobilizacdo os criogéis foram denominados de PAAm-AGE-PEI e PAAm-

Bisoxi-PEI respectivamente.

3.2.4. Experimentos cromatograficos

Os experimentos cromatograficos foram conduzidos em sistema de cromatografia de
fase liquida de baixa pressdo (Biologic LP System — Biorad, EUA) a temperatura ambiente e

com vazdo de 0,5 mL/min. Todos os experimentos foram realizados em duplicata.

3.2.4.1. Cromatografia em coluna contendo o criogel de PAAm

A coluna cromatografica C10/20 (GE Healthcare, EUA) contendo 3,0 mL de criogel
PAAm foi equilibrada com tampao Hepes 25 mmol/L em pH 7,0 ou com fosfato de sédio (NaP)
10 mmol/L pH 6,0. Em seguida, a coluna foi alimentada com 1 mL de solucdo de IgG de alta
pureza (1,8 a 2,2 mg/mL) ou de 1,5 a 2,0 mL de soro humano diluido 15 vezes em tampao
Hepes 25 mmol/L em pH 7,0 ou em NaP 10 mmol/L pH 6,0. Posteriormente, a coluna foi lavada
com o mesmo tampao de adsor¢cdo. A etapa de eluicdo foi realizada utilizando os mesmos
tampdes de adsor¢do, porém acrescidos de NaCl 1,0 mol/L. Durante toda a cromatografia,
foram coletados fragdes de 1,0 mL da corrente de saida. As fragdes foram quantificadas em
termos de proteina total e as constituintes dos picos cromatograficos foram avaliadas por
eletroforese SDS-PAGE. Ao final da cromatografia, a coluna foi regenerada com solugao de

NaOH 50 mmol/L e reequilibrada para um novo ciclo.
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3.2.42. Cromatografia em coluna contendo os criogéis PAAm-AGE-PEI

quelatado ao ion metdlico Ni(II)

A coluna cromatografica C10/20 (GE Healthcare, EUA) contendo 3,0 mL de criogel
PAAm-AGE-PEI foi alimentada com 10 volumes de coluna (VC) de solug@o de sulfato de
niquel 50 mmol/L. Em seguida, foi lavada com 4dgua e com o tampao acetato de sodio 25
mmol/L pH 4,0, a fim de remover os {fons metalicos fracamente quelatados. Apds este processo,
a coluna foi denominada PAAm-AGE-PEI-Ni(II).

O equilibrio da coluna foi realizado com o tampao de adsor¢do a 25 mmol/L na faixa de
valores de pH de 6,0 a 8,5, dependendo da faixa tamponante de cada tampao. Os tampdes de
adsorc¢do utilizados foram Bis-Tris em valores de pH 6,0, 6,5 e 7,0; Hepes em pH 7,0, 7.5 e 8,0,
e NaP em pH 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 e 8,0. Apds a etapa de equilibrio, a coluna foi alimentada com
1,0 mL de solucao de IgG de alta pureza (1,8 a 2,2 mg/mL) ou de 1,5 a 2,0 mL da solugdo de
soro humano diluido 15 vezes no tampao de adsorcdo. Em seguida, fez-se a lavagem com o
mesmo tampao até que os valores de absorbancia a 595 nm das amostras coletadas fossem
proximas a zero.

A etapa de elui¢do foi realizada utilizando tampao acetato de s6dio 25 mmol/L pH 4,0.
Concluida a elui¢do, a coluna foi regenerada com solu¢do de EDTA 100 mmol/L pH 7,0.
Durante toda a cromatografia, foram coletados fracdes de 1,0 mL a 2,0 mL da corrente de saida.
As fracOes cromatogréficas foram quantificadas em termos de proteina total e as constituintes

dos picos cromatograficos foram analisadas por eletroforese SDS-PAGE.

3.2.4.3. Cromatografia negativa em PAAm-Bisoxi-PEI e PAAm-AGE-PEI

O equilibrio das colunas cromatogrificas C10/20 (GE Healthcare, EUA) contendo 3,0
mL de criogéis PAAm-AGE-PEI e PAAm-Bisoxi-PEI foram realizados com os tampdes de
adsorcdo a 25 mmol/L na faixa de valores de pH de 5,5 a 7,0, dependendo da faixa tamponante
de cada tampao. Os tampdes de adsorcdo utilizados foram Mes em pH 5,5, 6,0 e 6,5, ¢ Mops
em pH 6,5 e 7,0, ambos sdo zwiteridonicos.

ApOs a etapa de equilibrio, a coluna foi alimentada com 1,0 ou 1,5 mL da solucdo de
soro humano diluido de 15 a 20 vezes no tampao de adsor¢do. Em seguida, fez-se a lavagem da
coluna com o mesmo tampao até que os valores de absorbancia a 595 nm das amostras coletadas

fossem préximas a zero.
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A etapa de eluicdo foi realizada utilizando tampao acetato de s6dio 25 mmol/L pH 4,0
contendo NaCl 0,5 mol/L. Concluida a elui¢do, a coluna foi regenerada com solu¢do de NaOH
50 mmol/L.

Durante toda a cromatografia, foram coletadas fracdes de 0,5 mL a 2,0 mL da corrente
de saida. As fragdes cromatogréficas foram quantificadas em termos de proteina total pelo
método de Bradford (BRADFORD, 1976) e as constituintes dos picos cromatograficos foram
analisadas por eletroforese SDS-PAGE.

3.2.5. Determinacdo da curva de ruptura

A determinagdo da curva de ruptura foi realizada alimentando-se continuamente a
coluna com uma fase mével de concentragcdo constante (Co). O soluto € adsorvido até o ponto
em que a coluna satura, momento em que nao ha mais adsor¢do de proteinas e a quantidade de
proteinas que sai do sistema equivale ao que estd sendo alimentado, ou seja, a razdo entre a
concentracdo inicial (Co) e a concentragdo final (C) é aproximadamente igual a um (C/Co=1).
Em seguida, procede-se as etapas de eluicao e regeneracdo de modo similar a dos experimentos
cromatogréficos. Neste trabalho, o ponto de ruptura é considerado o ponto em que ocorre o
inicio da ndo retencdo de impurezas (proteinas do soro diferentes da IgG).

O experimento de curva de ruptura de IgG humana em criogel de PAAm-Bisoxi-PEI foi
realizado em temperatura ambiente com o sistema tamponante Mes 25 mmol/L pH 6,0 e
alimentando-se soro humano vinte vezes diluido, tendo em vista que esta foi a condicao que
apresentou o melhor resultado durante os experimentos cromatograficos na mesma coluna.
Detalhadamente, a curva de ruptura foi determinada da seguinte maneira:

Uma coluna cromatografica modelo com 10 mm de didmetro interno modelo C 10/20
(GE Healthcare, EUA) contendo 3,0 mL de criogel PAAm-Bisoxi-PEI foi acoplada ao sistema
de cromatografia de baixa pressdo (BioRad, EUA), equilibrada com tampao MES 25 mmol/L
pH 6,0 e, em seguida, alimentada com 10 mL de soro humano diluido vinte vezes no tampao
de adsorcdo (2,3 mg proteinas totais/mL) a vazdo constante de 0,5 mL/min. Ao longo da
alimentagdo, fragdes de 0,5 mL da corrente de saida foram coletadas e tiveram suas
concentragdes de proteinas monitoradas pelo método de Bradford (1976), a fim de garantir que
a quantidade injetada no sistema tenha sido suficiente para saturar a coluna.

A lavagem da coluna foi feita com o mesmo tampao, coletando-se fracdes de 0,5 e de
1,5 mL, até que os valores de absorbancia a 595 nm das amostras coletadas fossem proximas a

zero. A etapa de eluicdo foi realizada utilizando tampao acetato de s6dio 25 mmol/L pH 4,0
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contendo NaCl 0,5 mol/L e coletam-se amostras de 4,0 mL. Por fim, a coluna foi regenerada
com solu¢dao de NaOH 50 mmol/L.

As fragdes cromatogréficas foram quantificadas em termos de proteina total pelo
método de Bradford (BRADFORD, 1976). As fracdes correspondentes aos picos
cromatogréificos durante o flowthrough (volume coletado durante a alimentacao do adsorvente)

e o pool da etapa de eluicdo foram analisadas por eletroforese SDS-PAGE.

3.2.6. Métodos analiticos
3.2.6.1. Determinac¢do da quantidade de proteinas total

A concentragdo de proteina total nas fracdes coletadas nos experimentos
cromatograficos foi determinada pela Equacdo 1, a qual se baseia na metodologia de Bradford

(1976).

Camostra (mg/mL) = ABSs9spym * Fy * C0€f (1)

Em que ABSsosnm € Fd correspondem, respectivamente, ao valor de absorbancia a
595nm e ao fator de diluicdo de cada amostra; e coef, (mg/mL) ao coeficiente da curva linear
de calibragao construida utilizando BSA ou IgG humana como proteinas de referéncia.

A massa (mg) de proteina presente em cada amostra € entdo calculada pelo produto entre

a concentracao e o volume coletado em cada fragdo.

3.2.6.2. Eletroforese SDS-PAGE

A fim de avaliar a seletividade dos criogéis utilizados como adsorventes, de modo a
reconhecer qualitativamente as proteinas obtidas em cada etapa da cromatografia, realizou-se
eletroforeses em géis de poliacrilamida sob condi¢des desnaturantes e nao redutoras (SDS-
PAGE). Para isto, utilizou-se, além da amostra de injecao, as fracdes de maior concentracao de
proteina total das etapas de lavagem e eluicdo.

As eletroforeses foram realizadas em equipamento Mini Protean III (BioRad, EUA) em
gel de poliacrilamida na concentragdo de 7,5%, de acordo com o procedimento descrito em
Laemmli (1970). O preparo das amostras foi feito com tampao contendo SDS e pela
desnaturacdo através do aquecimento a 100°C por 7 min. Foram aplicadas no gel de 3 a 12 uL
de cada amostra, marcador de alta massa molecular (GE Healthcare) e marcador de IgG humana

(Sigma-Aldrich). O gel foi submetido a voltagem de 150 V em cuba vertical preenchida com
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tampao de corrida. A coloracdo foi realizada com nitrato de prata, como descrito por Morrissey

(1981).

3.2.6.3. Determinacao da densidade dos fons metdlicos imobilizados

A determinacdo da quantidade de fons metélicos Ni(Il) e Cu(Il) quelatados nos géis
derivatizados com PEI foi realizada da seguinte maneira: a coluna cromatogréfica contendo 3,0
mL de adsorvente foi alimentada com solucao de sulfato de metal (Ni(IT) ou Cu(II)) 50 mmol/L
até a saturacdo do adsorvente. Em seguida o gel foi lavado com dgua e, posteriormente, com
tampdo acetato de sédio 25 mmol/L pH 4,0, a fim de retirar o fon metdlico fracamente
quelatado. A remog¢ao do ion metélico do adsorvente foi feita utilizando solucdo de EDTA 100
mmol/L pH 7,0. Durante essa ultima etapa, aliquotas de 1,0 mL foram coletadas e analisadas
no espetrofotdmetro UV-vis (DU-640, Beckman, EUA), empregando o comprimento de onda
de 384 nm para o Ni(Il) e de 733 nm para o Cu(ll) (comprimento de onda de méixima
absorbancia determinado por varredura de espectro). Amostras foram coletadas até que os
valores de absorbancia fossem proximos a zero, indicando a auséncia de metal nas amostras.

A quantidade de metal em cada amostra (namoswa) foi calculada empregando-se a
Equacio 2:

ABS) * Fg * Vamostra (2)
coef * 1000

Namostra (mmol) =

Em que ABSj, Fd € Vamosta correspondem, respectivamente, ao valor de absorbancia no
comprimento de onda apropriado, fator de dilui¢do e volume (mL) de cada amostra; e coef
(L/mmol) ao coeficiente da curva linear de calibragcdo construida pelos valores de absorbancia
medidos a 384 nm, para Ni(Il), e a 733 nm, para Cu(Il), das solucdes de 2, 4, 6, 8 € 10 mmol/L
destes fons metalicos em EDTA 100 mmol/L pH 7,0.

A densidade de fons metélicos niquel (umol/g_seca) foi entdo calculada pela razdo entre
o total de fons metélicos (umol) removidos da coluna pela massa seca (g_seca) correspondente

aos 3 mL de criogel utilizados (0,05 g).

3.2.6.4.  Caracterizagdo dos criogéis

Os criogéis sintetizados em seringas, depois de descongelados, foram transferidos para

béqueres contendo dgua, sendo posteriormente caracterizados.
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3.2.6.4.1. Capacidade de expansdo

A medida da capacidade de expansao do criogel (S) foi feita com base no procedimento
descrito por Plieva e colaboradores (2004). Primeiramente, os criogéis foram transferidos dos
béqueres para placas de Petri (previamente pesadas) e deixados em estufa a aproximadamente
60 °C por tempo suficiente para que estivessem totalmente secos e ndo fossem observadas
variacOes de massa. Registrou-se, entdo, as massas dos criogéis secos (mq). Em seguida, as
placas de Petri foram alocadas em um ambiente de atmosfera imida (~90% de umidade), a qual
consistiu de um recipiente hermético de vidro contendo solugdo saturada de cloreto de potéssio,
de forma que o monolito ndo tivesse contato direto com esta solugdo. Apds ndo serem mais
observadas variacdes de massa, registrou-se a massa do criogel imido (my).

A metodologia descrita por Arvidsson e colaboradores (2003) para determinar a
capacidade de expansao do criogel (S) também foi utilizada. As amostras de criogel, depois de
lavadas, foram secas por filtracdo a vacuo em vidro sinterizado e depois pesadas (mw). A massa
seca (mq) foi obtida apds a secagem, em estufa a 60°, até se obter um valor constante. O cdlculo

da capacidade de expansao foi entdo calculado pela Equagao 3:

m,, —my
S (g—HZO/g—gelseco) = WTn—d 3)

3.2.6.4.2. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A avalicdo da estrutura porosa e da morfologia dos criogéis PAAm e PAAm-Bisoxi-PEI
foi feita por meio da microscopia eletronica de varredura com detector de EDX.

Os criogéis foram liofilizados, utilizando-se nitrogénio gasoso, € entre as etapas de
liofilizacdo e andlise, mantiveram-se armazenadas em dessecador. Fragmentou-se o criogel
liofilizado e os pedagdes foram colocados em um suporte e recobertos por uma cama de cerca
de 20 nm de ouro (Sputter Coater EMITECH K450, Reino Unido). A andlise foi feita por um
microscopio eletronico de varredura Leo 4401 (LEO Electron Microscopy, Inglaterra) e foram
utilizadas ampliacOes de 50, 250 e 1000 vezes. Estas andlises foram conduzidas no Laboratério
de Caracterizacdo de Biomassa, Recursos Analiticos e de Calibracio (LRAC -

Unicamp/Campinas).
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CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo encontram-se os resultados e discussdes referentes a avaliacdo do efeito
de diferentes sistemas tamponantes e seus respectivos valores de pH, na purificacdo de IgG
humana em criogéis de poliacrilamida com PEI imobilizado, bem como os resultados das
caracterizacdes destes criogéis. Este estudo foi fundamentado na recuperacdo de proteinas e
seletividade, dados por meio da quantificagdo de proteina total nas fracdes cromatograficas e

de perfis eletroforéticos.

4.1. Determinacio da capacidade de expansao

O estudo de capacidade de expansdo dos criogéis, conforme descrito no item 3.2.6.4 dos
capitulo de materiais e métodos, revelou composicdes mdssicas semelhantes para todos os
criogéis sintetizados (PAAm, PAAm-AGE, PAAm-AGE-PEI e PAAm-Bisoxi-PEI). Estas
composi¢coes mdssicas médias, obtidas a partir de medicdes em triplicatas, estdo apresentadas

na Figura 8:

Figura 8 - Composi¢des massicas médias do criogéis

Aguanos )
SUperporos Agua ligada ao
menores polimero
27% +0.03% 5% + 1.23%

l

Aguaremovida
por filtracdo a
vacuo
64% + 8.45%

Polimero seco
4% £ 0.89%

Os valores encontrados neste trabalho (Figura 8) estdo de acordo com os apresentados
por Plieva e colaboradores (2004b) para os criogéis PAAm e PAAm-AGE, em que 3-4% da
massa total do criogel corresponde ao criogel seco, 4-5% € de dgua ligada diretamente ao
polimero (vapor de dgua adsorvido), enquanto que os 90% restantes sdo de dgua livre no interior
dos poros, sendo destes, cerca de 70% de dgua removivel por compressao ou vacuo.

Os valores de capacidade de expansdao média obtidos neste trabalho para os criogéis

sintetizados sdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Capacidade de expansio dos criogéis PAAm e PAAm-AGE.

Capacidade de Expansao

Matriz (gH:0/g criogel seco) Referéncia

Criogel 5,97 Este trabalho
PAAmM 3-5 ARVIDSSON et al., 2003

Criogel 6,61 Este trabalho
PAAS AGE 6,84 DEMIRYAS et al., 2007
5-6 ARVIDSSON et al., 2003

Criogel
PAAmM-Bisoxi-PEI 8,05 Este trabalho
Criogel 7,23 Este trabalho

PAAm-AGE-PEI

A partir da Tabela 1, percebe-se que os valores encontrados para os criogéis PAAm e
PAAmM-AGE sao similares aos encontrados na literatura e sao bastante préximos as capacidades
de inchamentos encontradas para os criogéis PAAm-AGE-PEI e PAAm-Bisoxi-PEIL

Apesar de a literatura reportar uma maior estabilidade mecanica e resisténcia dos
criogéis em relacdo aos géis comumente utilizados em cromatografia, observou-se uma
progressiva degradacao do criogel PAAm, na auséncia do mondmero funcional AGE, ao longo
de alguns ciclos cromatogrificos (em torno de 10). Observaram-se, conforme registros
fotograficos (Figura 9), pontos mais esbranquicados e heterogéneos na estrutura, bem como
fragmentacdo e desprendimento de pedacos do criogel. Por esta razdo, os experimentos
cromatograficos com o criogel PAAm foram utilizados apenas como parametros de comparacao

(controle).

Figura 9 - Registro fotografico (a) do criogel PAAm com estrutura ndo uniforme e (b) do liquido
retirado do interior da coluna, de coloragdo turva e apresentando fragmentos do criogel.

(a)
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4.2. Densidade de ion metalico quelatado ao PEI

O ligante PEI foi imobilizado covalentemente aos criogéis PAAm-AGE e PAAm-Bisoxi
via ligagdo éter, conforme descrito no tépico 3.2.3 do capitulo de materiais e métodos, e a
densidade de fons metdlicos quelatos ao PEI foi comparada a de outros agentes quelantes e

matrizes reportadas na literatura (Tabela 2).

Tabela 2 - Densidade de fons metdlicos cobre e niquel complexados a agentes quelantes imobilizados
em matrizes ativadas com epicloridrina e bisoxirano

Densidade de .
Agente Método de  ligantes (umol/g Me.todo ile A
. . seca) quantificacio do Referéncia
Matriz quelante ativacao , b
) ion metalico
Cu(dl) Ni(I)

Gel de Espectrometria de SlE e
Toarosel IDA Bisoxirano  137,1 1104 PUEORESL T Agarwal,
2 5 2002a

. Sharma e
aG:rlo(lzl TREN Bisoxirano 98,7 79,8 Elsgls)sitgooniéﬁgae Agarwal,
£ ¢ 2002a
Membrana S Espectrofotometria Ribeiro,

de PEVA IDA Epicloridrina 50,2 78,2 UV-Vis 2006
Membrana ) S Espectrofotometria Ribeiro,
de PEVA TREN Epicloridrina 33,3 25,6 UV-Vis 2006
Criogel de . Espectrometria de ~ GOKktiirk e?
PVA PEI Glutaraldeido 58,9 -—- s al.. 2016
Criogel .
PAAMm- PEI 16511 944.6 Espectrofotc?metrla Este .
UV-Vis trabalho
AGE
Criogel L. Espectrofotometria Este
PAAm PEI Bisoxirano 2.162,6 11224 UV-Vis trabalho?

1: 1 mL de gel de agarose possui, geralmente, cerca de 0,33 g de massa seca (KLEIN, 1991)
2: TREN - tris(2-aminoetilamina)
3: 1 mL de criogel PAAm possui 0,055 g de massa seca e 1,1 g de massa umida.

Em relagdo aos criogéis utilizados neste trabalho (Tabela 2), a capacidade de quelatar o
fon metalico Cu(Il) foi superior que a de quelatar Ni(II), fendmeno similar ao obtido por Sharma
e Agarwal (2002b), que quelataram os mesmos fons metdlicos em TREN e IDA imobilizados
em gel de agarose e ao obtido por Ribeiro (2006), em TREN imobilizado membranas de PEVA.
Percebe-se ainda (Tabela 2) que o criogel PAAm-Bisoxi-PEI quelatou uma quantidade 20% e
30% maior de Ni(II) e Cu(Il), respectivamente, ao que foi obtido para o criogel PAAm-AGE-
PEL
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Nao é possivel estabelecer uma comparagdo direta da capacidade de quelacdo de ions
metdlicos para os agentes quelantes IDA e PEI, tendo em vista que a afinidade do agente
quelante para com fons metélicos depende tanto da natureza do agente quelante quanto do
préprio ion metdlico em questio (SHARMA; AGARWAL, 2002b). Neste trabalho, a
comparacao € também dificultada pelo fato de a relagdo massa seca/volume e massa seca/massa
umida, para criogéis, ser muito superior a encontrada para particulas esféricas, como agarose,
e para membranas. Além disso, o PEI € um polimero altamente ramificado, diferenciando-o dos
outros ligantes comumente empregados e aumentando consideravelmente sua capacidade de
quelatacdo de metal (BAKHSHPOUR et al., 2016).

No caso das membranas, 30% da massa total se refere ao polimero e 70% ao espago
intersticial; enquanto que para géis tradicionais 70% € massa do gel e 30% € espaco intersticial,
de forma que 0,33 g de gel seco corresponde a 1 mL de gel umido (KLEIN, 1991). Para os
criogéis, somente 5% do criogel PAAm correspondente a massa do polimero (vide Figura 8),
resultando na relacdo média de 0,055 g de criogel seco/l mL de criogel imido.

Se os valores da Tabela 2 forem dados por volume (mL) da matriz adsorvente, os
resultados obtidos para a matriz PAAm-Bisoxi-PEI utilizada neste trabalho (Cu(l1l), 108,1
pmol/mL; Ni(IT), 56,1 umol/mL) sdo, aproximadamente, o dobro dos encontrados para a matriz
agarose-bisoxirano-IDA (Cu(Il), 45,7 umol/mL; Ni(Il), 36,8 umol/mL) (SHARMA;
AGARWAL, 2002b). Sabendo que a matriz de agarose com IDA imobilizado € frequentemente
empregada em IMAC, a qual baseia-se na interacdo entre ions metalicos quelatados a esta
matriz e as biomoléculas de interesse, verifica-se que a matriz desenvolvida neste trabalho,
devido a sua elevada capacidade de quelatar reversivelmente ifons metédlicos como cobre e
niquel, é passivel de ser aplicada para os mesmos fins, ou seja, em técnicas de purificacao de

biomoléculas envolvendo ions metalicos imobilizados.

4.3. Experimentos cromatograficos no criogel PAAm (controle)
4.3.1. Adsorcao de IgG humana em PAAm

Nestes experimentos, avaliou-se a adsor¢ao de IgG de alta pureza por cromatografia em
coluna contendo criogel PAAm (controle). O tampao Hepes e NaP foram escolhidos com base
em trabalhos que empregaram poliaminas para purificacdo de IgG e seus fragmentos por
cromatografia (CARMIGNOTTO, 2015; DA SILVA, 2014; DA SILVA et al., 2014).

Os ensaios cromatograficos, utilizando trés réplicas do mesmo criogel (conforme

descritos nos Apéndice A), resultaram nos dados apresentados na Tabela 3.



58

Tabela 3 - Quantificacdo de IgG nas fracbes cromatograficas das etapas de lavagem, eluicdo e
regeneracdo das cromatografias realizadas em criogel de PAAm, alimentando IgG (2 mg/mL) em NaP
10 mmol/L e Hepes 25 mmol/L.

Tampao Fracoes Massa (mg)? Recuperacio (%)"
Injecdo 1,94 + 0,03 100 + 0
pool Lavagem 1,67 + 0,05 86 + 4
NaP;I‘fI‘z‘,‘(‘)“"’L pool Eluicio 030 = 0,05 5 £ 2
pool Regeneragao 0,03 = 0,01 1 + 1
Recuperacio total (%) 102.8 +2
Injecdo 204 £ 0,11 100 + 0
pool Lavagem 1,77 £ 0,09 85 + 1
Hepei)ils %““’VL pool Eluigio 039 + 0,07 9 o+ 3
pool Regeneracgio 0,05 + 0,03 3 de 1

Recuperacéo total (%) 1059 £2

2 Massa de IgG estimada pelo método de Bradford (1976), com IgG como proteina de referéncia
> Massa de IgG em cada etapa dividida pela massa de IgG na injec¢do x 100
Volume de leito: 3 mL; 1 mL de criogel PAAm equivale a 0,05 g seca

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 3, verifica-se que, independente
do sistema tamponante empregado, maior parte da IgG injetada € obtida nas etapas de lavagem,

ou seja, hd uma baixa adsor¢@o dessas proteinas no criogel PAAm.

4.3.2. Adsorc¢do de proteinas do soro humano no criogel PAAm (controle)

Apesar da massa de proteinas adsorvidas no criogel PAAm (cerca de 0,14 mg/mL_gel)
nos experimentos cromatogrificos com IgG descritos no item anterior, a cromatografia com
soro humano foi realizada a fim de se obter valores de controle, investigar se o criogel PAAm
a IgG ainda seria adsorvida frente a mudanca de composi¢ao da solugdo de inje¢do, bem como
identificar se haveria alguma seletividade na por¢ao adsorvida.

Para tal finalidade, realizou-se cromatografia no criogel PAAm empregando-se soro
humano diluido 15 vezes em tampao NaP 10 mmol/L pH 6,0. A escolha deste tampao teve
como propdsito manter, a titulo comparativo, um sistema tamponante anteriormente empregado
nos experimentos com IgG de alta pureza (vide tépico 4.3.1). O balanco de massa da
cromatografia e o perfil eletroforético estdo apresentados na Tabela 4 e Figura 10,

respectivamente.
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Tabela 4 - Quantificagdo de proteinas totais nas fracdes cromatograficas das etapas de lavagem, eluicio
e regeneracdo das cromatografias realizadas em criogel PAAm, a partir da inje¢do de soro humano
diluido 15 vezes em NaP 10 mmol/L, pH 6,0.

Tampao Fragdes Massa (mg)*  Recuperagio (%)°
Injecao 5,71 + 1,20 100 + 0
pool Lavagem 5,25 + 0,96 92 + 3

NaP 10 mmol/L

pH 6,0 pool Elui¢ao 0,29 £ 0,00 5 + 1
pool Regeneracdo 0,02 + 0,00 0 + 0
Recuperacio total (%) 979 +4

* Massa de IgG estimada pelo método de Bradford (1976), com IgG como proteina de referéncia
> Massa de IgG em cada etapa dividida pela massa de IgG na injegdo x 100
Volume de leito: 3 mL; 1 mL de criogel PAAm equivale a 0,05 g seca

Figura 10 — Perfil eletroforético das fragdes obtidas da cromatografia no criogel PAAm com injecao de
2 mL de soro humano diluido 15 vezes em NaP 10 mmol/L. pH 6,0: SDS-PAGE em condicdes
desnaturantes e nao redutoras. I: solucdo de injecdo. L: pool das fragdes de lavagem com tampido de
adsorc¢do; E: pool das fragcdes de elui¢do (tampao de adsor¢ao contendo 1,0 mol/L. NaCl); M: marcador
de alta massa molecular; IgG: marcador de IgG.
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O balan¢o de massa (Tabela 4) demonstrou que o criogel PAAm também apresentou
uma baixa adsor¢do de proteinas quando o soro humano foi alimentado na coluna, sendo a
maior parte das proteinas totais injetadas (>90%) recuperadas nas fracdes de lavagem. Por esta
razdo, optou-se por ndo realizar os mesmos experimentos empregando tampao Hepes.

De acordo com o perfil eletroforético (Figura 10), a maior parte da albumina (HSA) e
da transferrina (Trf) presentes no soro foram obtidas nas fragdes de lavagem, havendo bandas
de leve intensidade dessas e de outras proteinas do soro nas fragdes de eluicao. Conclui-se que
a matriz sem ligante imobilizado ndo foi seletiva para IgG.

Portanto, os resultados obtidos na coluna PAAm, para os experimentos com IgG e com
soro humano diluido, demonstram que a matriz apresenta baixa seletividade e capacidade de
adsor¢do de IgG. A literatura relata que os géis de poliacrilamida sd@o materiais estdveis e

quimicamente inertes e sendo, por esta razdo, frequentemente empregados, por exemplo, como
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géis na técnicas de eletroforeses, como SDS-PAGE, nativa e eletrofocalizacao (PANG et al.,

2006; STANEY, 2002).

4.4. Purificacao de IgG em PAAm-AGE-PEI
4.4.1. Purificacdo de IgG em PAAm-AGE-PEI-Ni(II)

Com base nos resultados promissores de trabalhos reportados na literatura, os quais
empregaram criogéis contendo PEI com {ons metdlicos quelatados na purificagdo de proteinas
do plasma humano (BAKHSHPOUR et al., 2016; GOKTURK et al., 2016), foi avaliado o
potencial do criogel PAAm-AGE-PEI-Ni(Il) na purificacdo de IgG a partir do soro humano.

Os sistemas tamponantes empregados neste estudo foram: Bis-Tris 25 mmol/L (6,0 <
pH < 7,0), NaP 25 mmol/L (6,0 < pH < 8,0) e Hepes 25 mmol/L (7,0 < pH < 8,0), sendo estes
os tampoes reportados na literatura para purificacdo de fragmentos Fab de IgG em PEI
imobilizado em gel de agarose (CARMIGNOTTO, 2015). Inicialmente avaliou-se a adsor¢ao
de IgG de alta pureza em PAAm-AGE-PEI-Ni(Il) (Figura 11).

Figura 11 - Efeito do pH e dos sistemas tamponantes Bis-Tris 25 mmol/L (), NaP 25 mmol/L (E]) e
Hepes 25 mmol/L (@) na adsorcdo de IgG de alta pureza em criogel PAAm-AGE-PEI-Ni(Il).
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Segundo Bresolin e colaboradores (2009), nem sempre € possivel determinar as
contribuicdes relativas de cada interagcao envolvida na adsor¢@ao de uma biomolécula no quelato
metalico, estando presentes as ligacdes de coordenacgdo, interagdes eletrostaticas e hidrofdbicas
e de van der Waals. Os resultados de adsor¢ao de IgG nesta matriz (Figura 11) indicam que,
para os sistemas tamponantes Hepes e NaP, a quantidade de IgG adsorvida ndo variou muito
nos valores de pH avaliados, sendo em torno de 0,90 mg de IgG adsorvida para todas condigdes

testadas (cerca de 41% do valor total alimentado).
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Para o tampao Hepes (zwiterionico, pKa 7,5) foi observado um pequeno aumento da
quantidade adsorvida quando este tampao estava negativamente carregado (pH 8,0), resultando
em valores semelhantes aos obtidos ao se empregar NaP (pKa 2,1;7,2;12,7, carga negativa em
todos pHs avaliados). No caso do Bis-Tris (pKa 6,5), observa-se um aumento de 3,6 vezes na
quantidade de IgG adsorvida quando o tampao estd neutro (pH 7,0), quando comparado ao valor
de pH igual a 6,0, em que este estd positivamente carregado.

A avaliagdo do efeito do sal NaCl na retencdo de IgG em IMAC ndo pdde ser realizada
devido a desestruturagdo do criogel em presenca de sal (1,0 mol/L), além do desprendimento
do fon metdlico. O desprendimento de niquel foi observado pela descoloracdo do criogel nas
etapas de equilibrio da coluna, formando pontos heterogéneos esbranquicados. Provavelmente
o sal afetou a estrutura do criogel de PAAm-AGE-PEI-Ni(Il), tendo em vista que a
poliacrilamida apresenta uma tendéncia a se deformar com a mudancga de forca idnica do meio
(HERMANSON; MALLIA; SMITH, 1993).

A seletividade do criogel de PAAm-AGE-PEI-Ni(II) foi avaliada realizando-se ensaios
cromatogrificos com soro humano (100 uL) diluido 15 vezes no tampdo de equilibrio, nas
condi¢des que mais e que menos adsorveram IgG: Bis-Tris 25 mmol/L pH 6,0 e 7,0 e NaP 25
mmol/L pH 6,5 (Figura 11). Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 5 e, os perfis

eletroforéticos dos pools das fracdes de cada etapa, na Figura 12.
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Tabela S - Proteinas totais nas fracdes cromatogréificas das etapas de lavagem, eluicdo e regeneracdo
das cromatografias realizadas em criogel PAAm-AGE-PEI-Ni(Il), no sistemas tamponantes Bis-Tris 25
mmol/L e NaP 25 mmol/L, a partir da injecdo de soro humano diluido 15x.

Tampao Fracoes Massa (mg)?* Recuperacio (%)°
Injecdo 486 + 0,01 100 + 0
) . pool Lavagem 2,82 + 0,24 58 + 5
Bis-Tris
25 mmol/L pool Eluicao 1,49 + 0,03 31 + 1
H 6,0
P pool Regeneracio 0,40 + 0,04 8 + 1
Recuperagio total (%) 96,9 +4
Injecdo 4,79 £ 0,04 100 + 0
pool Lavagem 2,11 = 0,11 44 + 2
Bis-Tris
25 mmol/L pool Eluicao 1,95 + 0,04 41 + 0
pH 7,0 11
pool Regeneracio 0,55 + 0,01 + 0
Recuperacio total (%) 96,22
Injecdo 4,85 = 0,00 100 + 0
pool Lavagem 3,77 £ 0,10 78 + 2
NaP 25 mmol/L -
pH 6,5 pool Eluicao 0,78 = 0,04 16 + 1
pool Regeneracdo 0,50 = 0,08 10 + 2
Recuperacdo total (%) 104,0 + 1

® Massa de IgG estimada pelo método de Bradford (1976), IgG como proteina de referéncia
b Massa de IgG em cada etapa dividida pela massa de IgG na injegdo x 100

Volume de leito: 3 mL; 1 mL de criogel PAAm equivale a 0,05 g seca

Densidade de fon metélico: 51,9 pmol Ni(II)/mL (andlise de espectroscopia UV-VIS)
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Figura 12 - Perfis eletroforéticos das fra¢cdes cromatograficas da cromatografia de soro humano diluido
15x em PAAmM-AGE-PEI-Ni(I). SDS-PAGE em condicdes desnaturantes e ndo redutoras. I: solu¢do de
injecdo. L: pool das fragdes de lavagem; E: pool das fracdes de elui¢do (acetato de s6dio 25 mmol/L pH
4,0); M: marcador de alta massa molecular; IgG: marcador de IgG.
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Os perfis eletroforéticos apresentados (Figura 12) permitem concluir uma ineficiéncia
da matriz proposta (PAAm-AGE-PEI-Ni(Il)) em purificar a IgG a partir do soro humano, ja
que ndo se obteve seletividade em nenhuma das etapas cromatograficas. Com o propdsito de
verificar a influéncia do fon metdlico no adsorvente proposto e na busca por uma condi¢do mais
seletiva para este processo de purificacio, optou-se em ndo realizar cromatografias com o fon
metélico Cu(Il), tendo em vista que este € geralmente menos seletivo que o ion Ni(Il)
(BRESOLIN; MIRANDA; BUENO, 2009), e dar continuidade ao trabalho realizando-se

ensaios cromatograficos na matriz PAAm-AGE-PEI, na auséncia de ion metalico quelatado.
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4.4.1. Purificacdo de IgG em PAAm-AGE-PEI

A adsorcdo e a seletividade do adsorvente PAAm-AGE-PEI foram avaliadas por meio
dos experimentos cromatogréficos do soro humano diluido nos seguintes tampdes: Mes e Mops,
em valores de pH na faixa de 5,5 a 7,0, de acordo com a faixa tamponante de cada tampao
(Figura 13). Os sistemas tamponantes e diluicdo do soro (20 vezes) foram selecionados com
base na literatura, em que autores empregaram estes sistemas tamponantes em cromatografia
para purificacdo de IgG humana (BRESOLIN, 2010; DE SOUZA, 2009).

As amostras mais concentradas da lavagem, bem como a amostra de inje¢ao e os pools
das fracdes de eluicdo foram submetidos a eletroforese SDS-PAGE e resultaram nos perfis

eletroforéticos apresentados na Figura 14.

Figura 13 - Efeito do pH e dos sistemas tamponantes Mes 25 mmol/L (3%) e Mops 25 mmol/L (&) na

adsor¢do de proteinas do soro humano em criogel PAAm-AGE-PEIL
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Figura 14 - Perfis eletroforéticos das fracdes obtidas das cromatografias no criogel PAAm-AGE-PEI
com inje¢do de soro humano diluido 20 vezes no tampao de adsor¢do. SDS-PAGE em condigdes
desnaturantes e ndo redutoras. I: solucdo de injecdo. L: fragdes de lavagem; E: pool das fragcdes de

elui¢do (acetato de sédio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5 mol/L de NaCl); M: marcador de alta massa
molecular; IgG: marcador de IgG.
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Figura 14 (Continuagéo)
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O balan¢o de massa permite inferir que a quantidade de proteinas adsorvidas no criogel
PAAm-AGE-PEI independe do sistema tamponante € do valor de pH empregado, sendo cerca
de 1,97 mg de proteinas adsorvidas em todas condi¢des experimentadas. Nenhuma das
condi¢des tamponantes demonstrou um resultado satisfatério em termos de seletividade para
purificacdo de IgG (Figura 14); impurezas sdo observadas nas fracdes de lavagem e elui¢do
(HSA, Trf e outras proteinas do soro humano).

Quando soro humano diluido em Mes a pH 6,0 foi alimentado em PAAm-AGE-PEI,
pode-se obter uma banda homogénea de IgG na primeira fracdao de lavagem (L11, Figura 14).
Apesar do baixo de rendimento, este resultado indica potencial do PEI imobilizado em PAAm
para a purificagdo de IgG por cromatografia negativa. Visando este potencial, e com base no
que € reportado na literatura, optou-se por empregar o método de ativacido por bisoxirano na
matriz PAAm a fim de incluir um braco espacador entre o suporte e o ligante com o propdsito

de otimizar essa purificacao.



67

4.5. Purificacao de IgG em PA Am-Bisoxi-PEI: cromatografia negativa

O efeito da adicdo de bracos espacadores para distanciar o ligante da matriz em
cromatografia de afinidade tem sido reportado por vérios autores. Gala (2002) ao estudar a
adsorcdo da enzima L-asparginase na matriz ativada Sepharose 4B na presenca de diaminas
alifaticas como bragos espagadores, observou que a presenca do braco espacador aumenta a
capacidade de adsor¢do da matriz, bem como que o comprimento do espacador tem grande
efeito sobre a especificidade de adsorcdo. De Souza e colaboradores (2010) purificaram IgG a
partir de soro humano por cromatografia negativa utilizando matrizes de gel de agarose ativadas
com bisoxirano (1,4 butanodiol diglicidil éter) e com brometo de cianogénio (CNBr) na
presenca do ligante w-aminohexil imobilizado via ligacdo éter, todavia o grau de pureza obtido
foi superior empregando-se a matriz ativada via grupamento epoxi. Assim, com o propdésito de
alcancar resultados similares de adsorcdao das proteinas do soro humano e seletividade, optou-
se por ativar o criogel PAAm com bisoxirano, introduzindo na matriz o braco espacador de 12
atomos, conforme descrito no item 3.2.2 do capitulo de materiais e métodos.

Neste trabalho sdo exibidos os dados coletados para trés colunas PAAm-Bisoxi-PEI
sintetizadas, as quais foram nomeadas de PAAm-Bisoxi-PEI-1 (sintetizada em 06/2017),
PAAm-Bisoxi-PEI-2 (sintetizada em 02/2018) e PAAm-Bisoxi-PEI-3 (sintetizada em
04/2018).

Os resultados do efeito da introducdo deste braco espacador na captura de proteinas do
soro humano e ndo-retencdo de IgG, em funcdo dos sistemas tamponantes Mes € Mops e dos

valores de pH, obtidos com a coluna PAAm-Bisoxi-PEI-1 estdo apresentados nas Figuras 15 e

16.

Figura 15 - Efeito do pH e dos sistemas tamponantes Mes 25 mmol/L (%) e Mops 25 mmol/L
adsorcao de proteinas do soro humano em criogel PAAm-Bisoxi-PEI-1.
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Figura 16 - Perfis eletroforéticos das fracdes obtidas das cromatografias no criogel PAAm-Bisoxi-PEI-
1 com injecdo de soro humano diluido 20 vezes no tampao de adsor¢do. SDS-PAGE em condicdes
desnaturantes e ndo redutoras. I: solugc@o de injecdo. L: fracdes de lavagem com tampao de adsorcao; E:
pool das fracdes de eluicdo (acetato de sédio 25 mmol/L. pH 4,0 contendo 0,5 mol/L. de NaCl); M:
marcador de alta massa molecular; IgG: marcador de IgG.
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Figura 16 (Continuag?o)
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Para o volume de 1mL de solucio soro humano diluido 20x no tampao de adsorcao (2,6
mg/mL) alimentado na coluna PAAm-Bisoxi-PEI-1, a massa de proteina total adsorvida (Figura
15) nado variou consideravelmente em fun¢do do sistema tamponante e valor de pH utilizado,
mantendo-se em torno de 2,39 + 0,14 mg de proteina adsorvida.

Este valor é apenas 22% superior a média obtida para a coluna na auséncia do braco
espacador (PAAm-AGE-PEI), indicando ndo haver grande aumento na capacidade de adsor¢ao
de protefnas da matriz quando ativada com bisoxirano. J4 em termos de seletividade, os perfis
eletroforéticos (Figura 16) indicam a presenga de IgG com poucas impurezas nas fracdes de
lavagem em todos os sistemas tamponantes e valores de pH estudados, sendo o perfil destas
fragdes similares ao do marcador de IgG utilizado.

Nos valores de pH avaliados, as impurezas como albumina (pI 4,7) e transferrina (5,2 <
pl <5,9), negativamente carregadas, tendem a interagir eletrostaticamente com 0s grupamentos
amino PAAm-Bisoxi-PEI-1 (carregados positivamente), enquanto que as moléculas de IgG
carregadas positivamente sdo repelidas pela carga positiva do criogel, e, consequentemente, a

proteina alvo é obtida na etapa de lavagem.
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O grau de pureza da IgG obtido nos experimentos realizados em PAAm-Bisoxi-PEI-1
aumentou (observada visualmente por eletroforese), comparativamente aos resultados obtidos
em PAAm-AGE-PEI, possivelmente devido a insercao do brago espagador, que minimizou 0s
impedimentos estéricos e possibilitou melhor distribuicdo das cargas positivas na matriz e,
consequentemente, melhorou o acesso das proteinas aos sitios de adsor¢do (LEE; CHAN; TEY,
2014; DE SOUZA; BRESOLIN; BUENO, 2010; JAGER et al., 2012).

Apesar dos resultados promissores obtidos utilizando criogel PAAm-Bisoxi-PEI-1 para
purificacdo de IgG a partir de soro humano, a produgdo de réplicas do criogel proposto resultou
em materiais que ndo exibiram resultados similares, como os que sdao apresentados na Figura

17 e 18, referentes a coluna PAAm-Bisoxi-PEI-2 sintetizada em 02/2018.

Figura 17 - Efeito do pH e dos sistemas tamponantes Mes 25 mmol/L ((¢) e Mops 25 mmol/L (
adsor¢do de proteinas do soro humano em criogel PAAm-Bisoxi-PEI-2.
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Figura 18 - Perfis eletroforéticos das fracdes obtidas das cromatografias no criogel PAAm-Bisoxi-PEI
-2 com inje¢d@o de soro humano diluido 20 vezes no tampao de adsor¢cdo. SDS-PAGE em condigdes
desnaturantes e nao redutoras. I: solucdo de injecdo. L: fracdes de lavagem com tampao de adsorcio; E:
pool das fracdes de eluicdo (acetato de s6dio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5 mol/L. de NaCl); M:
marcador de alta massa molecular; IgG: marcador de IgG.
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Figura 18 (Continuac?o)
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Para um mesmo volume de soro humano 20x diluido (1,0 mL, 2,6 mg/mL) alimentado
em PAAm-Bisoxi-PEI-2, a massa de proteina total adsorvida (Figura 17) ndo variou
consideravelmente em fun¢do do sistema tamponante e valor de pH utilizado, mantendo-se em
torno de 1,93 + 0,14 mg de proteina adsorvida, valor 25% inferior ao obtido para o criogel
PAAm-Bisoxi-PEI-1.

A diferenca mais evidente entre estes dois criogéis de poliacrilamida ativados com
bisoxirano e com ligante PEI imobilizado encontra-se, de fato, nas eletroforeses apresentadas,
tendo em vista que, para o criogel PAAm-Bisoxi-PEI-2 (Figura 18), impurezas (HSA, Trf e
outras proteinas do soro humano) sdo observadas nas fragdes de lavagem e eluicao, ou seja, este
adsorvente ndo apresentou resultado satisfatério em termos de seletividade para purificagdo de
IgG. E notdvel também que na condi¢do de se alimentar soro humano diluido 20 vezes em
tampao Mes a pH 6,0 e em tampao Mes a pH 6,5, as duas primeiras fracdes de lavagem (Figura
18) apresentam bandas homogéneas de IgG, o que é um indicador do potencial dessa matriz.

A fim de explorar este potencial e investigar a possivel fonte desta variacdo, um terceiro
criogel, o PAAm-Bisoxi-PEI-3, foi sintetizado em 05/2018. Tendo sido o tampao MES 25
mmol/L pH 6,0 uma das melhores condi¢des observadas (vide Figura 18), esta foi testada e os
resultados, comparados as colunas anteriores, encontra-se na Tabela 6. Além disso, os picos
eletroforéticos de lavagem e o pool de elui¢do encontrados na cromatografia realizada na coluna
PA Am-Bisoxi-PEI-3 foram analisados via eletroforese SDS-PAGE conforme apresentados na

Figura 19.

Tabela 6 - Proteinas totais nas fra¢cdes cromatograficas das etapas de lavagem, elui¢do e regeneragdo
das cromatografias realizadas nos criogéis de PAAm-Bisoxi-PEI em sistema tamponante Mes 25
mmol/L pH 6,0, a partir da inje¢do de 1mL de soro humano diluido 20x.

PAAm-Bisoxi-PEI-1 PAAm-Bisoxi-PEI-2 PAAm-Bisoxi-PEI-3

Fracdes Massa  Recuperagdo Massa Recuperacio  Massa  Recuperagdo

(mg)* (%) (mg)* (%)° (mg)* (%)°
Injecdo 2,55 100,00% 2,75 100,00% 2,58 100,00%
pool Lavagem 0,17 6,82% 0,64 23,44% 0,19 7,46%
pool Eluicao 1,94 76,29% 2,07 75,48% 1,78 68,77%
pool Regeneragdo 0,19 7,50% 0,05 1,89% 0,44 16,90%
Recuperacio total (%) 90,61% 100,81% 93,13%

2 Massa de IgG estimada pelo método de Bradford (1976), com IgG como proteina de referéncia
® Massa de IgG em cada etapa dividida pela massa de IgG na injegdo x 100
Volume de leito: 3 mL; 1 mL de criogel PAAm equivale a 0,05 g seca
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Figura 19 - Perfil eletroforéticos das fragdes obtidas das cromatografias no criogel PAAm-Bisoxi-PEI-
3 com injecdo de soro humano diluido 20 vezes no tampao de adsor¢cao Mes 25 mmol/L pH 6,0. SDS-
PAGE em condi¢des desnaturantes e nao redutoras. I: solug¢do de injecdo. L: fracdes de lavagem com
tampao de adsorcio; E: pool das fracdes de eluicdo (acetato de sédio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5
mol/L de NaCl); M: marcador de alta massa molecular; IgG: marcador de IgG.
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Comparando-se os dados quantitativos (Tabela 6) e qualitativos (Figuras 16 e 19)
percebe-se que as colunas PAAm-Bisoxi-PEI-1 e PAAm-Bisoxi-PEI-3 exibiram resultados
similares, entretanto diferentes do que fora observado na coluna PAAm-Bisoxi-PEI-2.

A fim de investigar as razdes estruturais que levaram a esta diferenca de resultados
obtidos com a coluna PAAm-Bisoxi-PEI-1 e -3 com a PAAm-Bisoxi-PEI-2, quantificou-se os
fons metélicos Cu(Ill) quelatados conforme metodologia descrita no capitulo de materiais e
métodos. Para os 3 mL de criogel em cada coluna, a quantidade de ions Cu(Il) quelatados (0,31
mmol) a matriz PAAm-Bisoxi-PEI-3 foi pr6xima ao que havia sido obtida em PAAm-Bisoxi-
PEI-1 (0,36 mmol), enquanto que quantidade 25% inferior (0,27 mmol) foi obtida para o criogel
PAAm-Bisoxi-PEI-2, indicando que uma menor quantidade de ligante PEI foi efetivamente
imobilizada a esta matriz polimérica.

As imagens MEV dos criogéis PAAm-Bisoxi-PEI-2 e PAAm-Bisoxi-PEI-3 também
revelaram diferencas morfoldgicas que sao exibidas na Figura 20. Nao foi possivel a realizacao
de MEV para a coluna PAAm-Bisoxi-PEI-1 tendo em vista que esta passou a apresentar sinais

de degradacgdo apds sua utilizacdo nos experimentos durante aproximadamente um semestre.
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Figura 20 — Imagens produzidas por MEV das (a) superficies, (b) seccdes longitudinais e (c) secgdes
transversais ampliadas 1000 vezes dos criogéis PAAm-Bisoxi-PEI-2 e PAAm-Bisoxi-PEI-3.
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A partir da Figura 20 nota-se que ambos os criogeis apresentam estrutura

supermacroporosa, com poros heterogéneos de diferentes tamanhos interconectados, entretanto

nas imagens obtidas para o criogel PAAm-Bisoxi-PEI-2 € possivel observar pontos de

rompimento do material (identificado por inumeros pontos vazados, Figura 20b) bem como a

presenca de estruturas heterogéneas (Figura 20), evidenciando a auséncia de homogeneidade

ao longo do criogel ativado com bisoxirano.

Avaliagdes mais aprofundadas, principalmente no que se refere ao processo de sintese

deste criogel, sdo necessérios para justificar este resultado indesejado, tendo em vista que, por

terem sido todos sintetizados conforme descrito no capitulo de material e métodos, ndo ha
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razdes Obvias para tal ocorrido. Entretanto a heterogeneidade observada nos criogéis apds estes
serem ativados com bisoxirano pode ser uma das razdes para esta variacdo nos resultados
obtidos, tendo em vista que afeta diretamente a quantidade de ligante PEI imobilizado a coluna.

Apesar destes resultados varidveis obtidos, o potencial da matriz proposta € evidenciado
pela presenca de bandas eletroforéticas de lavagem similares a do marcador de IgG obtidos a
partir das cromatografias realizadas nos trés criogéis (PAAm-Bisoxi-PEI-1, -2 e -3),
principalmente no que se refere a cromatografia em que foi empregado o sistema tamponante
Mes 25 mmol/L pH 6,0. Desta maneira, demonstrado realizou-se a curva de ruptura para esta

condi¢do (Mes 25 mmol/L pH 6,0) a fim de explorar este potencial.

4.5.1.1.  Curva de ruptura

Na cromatografia negativa, o ponto de ruptura ocorre quando a coluna cromatografica
deixa de reter as impurezas e sdo detectadas proteinas do soro diferentes de IgG na saida da
coluna. A sua determinacdo é de grande utilidade para a purificacdo industrial de proteinas de
alto valor, ja que a alimentacdo € realizada até atingir o ponto de ruptura, minimizando assim
as perdas de produtos na linha de saida. Além disso, este valor também € considerado em
aplicacdes médico-terapéuticas, sendo ideal que a adsorcdo do patégeno ocorra até que a matriz
esteja praticamente saturada (CHARCOSSET et al., 1995).

A determinacdo do ponto de ruptura foi realizada no criogel PAAm-Bisoxi-PEI-3, tendo
em vista a similaridade dos resultados obtidos entre entre e o criogel PAAm-Bisoxi-PEI-1. A
curva foi determinada conforme descrito no item 3.2.5 do capitulo de materiais e métodos e o
balanco de massa, a curva de ruptura e as eletroforeses realizadas estdo apresentadas nas Figuras

21,22 ¢e23.

Figura 21 — Balanco de massa do ensaio de curva de ruptura em criogel PAAm-Bisoxi-PEI-3 em sistema
tamponante Mes 25 mmol/L pH 6,0.

Fracoes PT*(mg) %"
Injecdo 23,75 100,00%
Lavagem 18,59 78,27 %
Eluicdo 2,25 9,46%
Regeneracao 0,67 2,80%
Recuperagio 21,50 90,53%
Proteinas totais adsorvidas (mg) 2,91 13,55% ¢

Proteinas totais adsorvidas (mg/mL) 0,97 -
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Figura 22 — Curva de ruptura de IgG em criogel PAAm-Bisoxi-PEI-3 para proteinas totais. Volume de
alimentacao: 10,0 mL de solugdo de soro humano diluido 20x em tampao Mes 25 mmol/L pH 6,0.
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Figura 23 - Perfis eletroforéticos das fracdes obtidas da curva de ruptura no criogel PAAm-Bisoxi-PEI-
3 com injecdo de soro humano diluido 20 vezes no tampao de adsor¢do. SDS-PAGE em condicdes
desnaturantes e nio redutoras. I: solu¢@o de injecdo. Fr: fracdes da etapa de flowthrough. L: fracdes de
lavagem com tampao de adsor¢do; E: pool das fracdes de eluicdo (acetato de sddio 25 mmol/L pH 4,0

contendo 0,5 mol/L. de NaCl); M: marcador de alta massa molecular; IgG: marcador de IgG.
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Apesar de nas cromatografias no criogel PAAm-Bisoxi-PEI-3 terem sido obtidas
fracdes de lavagem com pureza similar ao marcador de IgG (IgG da Sigma) (Figura 19), os
resultados obtidos na determinacdo da curva de ruptura demonstraram uma baixa capacidade
de adsorcdo deste criogel, uma vez que as impurezas foram detectadas ja na segunda fracdo de
do flowthrough. O ponto de ruptura foi calculado como sendo de 6,0 mL, ji que este foi o
volume coletado do inicio da alimentacdo até a amostra de flowthrough contendo IgG
eletroforeticamente sem impurezas (Frl1, Figura 23), tendo sido recuperada apenas 0,31 mg de
IgG (cerca de 0,1 mg_proteina/mL_criogel), valor este inferior aos encontrados na literatura

como, por exemplo, os 13,52 mg (4,51 mg_proteina/mL._gel) obtido por Bresolin, De Souza e
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Bueno (2010) ao determinar o ponto de ruptura de uma coluna com 3 mL de gel de -
aminohexil-agarose utilizando soro humano vinte vezes diluido.

Diferentemente do que ocorre nos experimentos cromatograficos, para determinacdo da
curva de ruptura € injetado um volume de solucdo de alimentacdo (10 mL) superior ao volume
de leito (3 mL), ndo ocorrendo dilui¢do desta solucdo ao longo da coluna. Por outro lado, nos
experimentos cromatograficos, se injeta um volume 1/3 menor que o do leito cromatografico.
Por este motivo, na curva de ruptura ndo foram obtidos um minimo de 6 amostras de lavagem
com pureza similar ao marcador de IgG como as que foram obtidas na cromatografia sob
mesmas condi¢des tamponantes.

Ainda que a curva de ruptura tenha demonstrado uma baixa capacidade dinamica do
criogel proposto (PAAm-Bisoxi-PEI), os resultados anteriormente obtidos com essa matriz que
revelam seu potencial para purificacdo de IgG, bem como sua caracteristicas estruturais e
mecanicas ainda a tornam de interesse na drea, possibilitando que novos estudos, por exemplo
que variem o sistema tamponante utilizado, sejam desenvolvidos com este material no propdsito

de modificar seu ponto de ruptura e aumentar sua empregabilidade.

4.6. Caracterizacao dos criogéis sintetizados
4.6.1. Estrutura e morfologia

Os criogéis de poliacrilamida (PAAm e PAAm-AGE) sintetizados segundo Kumar
(KUMAR et al., 2006a) conforme descrito no item 3.2.1 do capitulo de materiais e métodos e
utilizados nos ensaios cromatograficos, encontram-se ilustrados na Figura 24a, no seu estado

intumescido.

Figura 24 - Registro fotografico dos criogeis PAAm e PAAmM-AGE (a) apéds sintetizados (b) sendo
submetidos a compressdo manual.

(a) (b)
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Visualmente, estes criogéis consistem de uma estrutura homogénea e uniforme, opaco,
de coloragdo esbranquicada. Sua estrutura esponjosa possibilita que seja comprimido e que
retorne imediatamente a sua configuracdo original (Figura 24b). As possibilidades de
reidratacao instantanea do gel seco por compressao manual ou por secagem em estufa, sem que
haja danos a estrutura supermacroporosas, ¢ de armazenagem do criogel seco por longos
periodos, representam vantagens na utilizacdo dos criogéis de poliacrilamida na drea de
cromatografia (PLIEVA et al., 2004b).

Apo6s ter sido ativado com bisoxirano, o criogel PAAm perceptivelmente sofreu

modificagdes na sua estrutura, vide registros fotograficos apresentados na Figura 25.

Figura 25 — Registro fotografico dos criogéis (a) PAAm e (b) PAAm-Bisoxi-PEL

(@ (b)

Notou-se o aumento do seu volume, uma maior opacidade na sua coloracdo
esbranquicada, uma maior heterogeneidade ao longo da sua forma cilindrica € uma maior
rigidez de sua estrutura, ndo sendo mais comprimivel na mesma intensidade e tornando-se
muito mais quebradico quando seco ou submetido a compressao manual de alta intensidade.

As imagens da microscopia eletronica de varredura (MEV) para os criogéis PAAm e

PA Am-Bisoxi-PEI sintetizados estdo apresentadas na Figura 26.
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Figura 26 — Imagens produzidas por MEV das (a) superficies ampliadas 250 vezes, (b) secgdes
longitudinais ampliadas 250 vezes (c) sec¢des longitudinais ampliadas 1000 vezes e (d) seccdes
transversais ampliadas 1000 vezes dos criogéis PAAm e PAAm-Bisoxi-PEL

PAAmM PA Am-Bisoxi-PEI-3

(a)

EHT=15.60 KV Superficie LRAC/FEQ
Mag- 1 Probe- 58 pa WD- 25 mn Detector- SEL UNICANP

H gt \
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- 21 nn Detector- SEL UNICAHP

(b)
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Mug- 1.88 KX 1 Probe- S8 pA  WD- 20 mn  Detector- SEL UNICAHP
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(0
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WD- 28 mn Detectors SEL UNTCAHP

(d)

i 3 TR A %
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A Figura 26 permite observar a estrutura macroporosa, com poros ndao uniformes
altamente interconectados, caracteristico dos criogéis e que sdo também visualizados em
imagens MEV reportados na literatura para diferentes criogéis (DAOUD-ATTIEH et al., 2013;
EROL et al., 2016). A andlise MEV demonstrou ainda que os poros sdo bastante heterogéneos
e variam de 10 a 330 um, dado semelhante ao encontrado na literatura, que aponta o tamanho
dos poros dos criogéis entre 1 e 300 um (GUN’KO; SAVINA; MIKHALOVSKY, 2013).

Comparando-se as imagens MEV obtidas, percebe-se que o criogel PAAm apresenta
paredes de poros mais uniformes e lisas, enquanto que as do criogel PAAm-Bisoxi-PEI sdo
mais rugosas e heterogéneas. Além disso, através da Figura 26a, nota-se uma certa regularidade
no direcionamento dos poros na superficie do criogel contendo PEI, diferente do que € visto

para o criogel de controle.
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CAPITULO 5. CONCLUSOES

Neste trabalho foram realizados experimentos cromatograficos com os adsorventes
PAAm, PAAm-AGE-PEI-Ni(Il), PAAm-AGE-PEI, PAAm-Bisoxi-PEI empregando os
tampdes Mops, Mes, NaP, Bis-Tris, Hepes, Tris-HCI, em valores de pH na faixa de 6,0 2 9,0, a
fim de avaliar a purificacdo de IgG a partir de uma solu¢@o de soro humano.

Primeiramente, estudos com o adsorvente de poliacrilamida (PAAm) resultaram em
uma baixa adsorcao das proteinas do soro humano, atendendo a caracteristica fundamental para
ser aplicado como matriz em cromatografia e servindo, assim, como controle.

Os adsorventes PAAmM-AGE-PEI-Ni(II) e PAAm-AGE-PEI ndo se mostraram capazes
de, nas condi¢des estudadas, purificar a IgG a partir do soro humano, fato constatado pela
presenca de impurezas (bandas de proteinas do soro humano) em todas fracdes cromatograficas
avaliadas por eletroforese SDS-PAGE. Além disso, os ensaios cromatograficos com PAAm-
AGE-PEI também permitiram concluir que esse material se degrada na presenca NaCl em altas
concentracoes (1,0 mol/L), ndo tendo sido exploradas as razdes para este fendmeno.

As cromatografias negativas realizadas nos adsorventes PAAm-AGE-PEI e PAAm-
Bisoxi-PEI resultaram em valores proximos de adsorc¢ao de proteinas totais, de modo que, para
uma média de 2,81 = 0,24 mg de proteinas totais injetadas nas colunas, obteve-se em uma
adsorcdo de 2,39 £ 0,14 mg e 1,97 £ 0,12 mg para as colunas com e sem braco espacador,
respectivamente. Por outro lado, os perfis eletroforéticos obtidos para cada uma dessas colunas
foram distintos, uma vez que na auséncia de braco espacador (PAAm-AGE-PEI), as fracoes
ndo retidas mais concentradas de lavagem exibiram bandas de IgG juntamente com outras
proteinas do soro humano (albumina, transferrina, etc), enquanto que dois dos adsorventes
contendo o braco espacador (PAAm-Bisoxi-PEI-1 e PAAm-Bisoxi-PEI-3), resultaram em
fragdes ndo retidas com perfis eletroforéticos semelhantes ao do marcador de IgG humana
utilizado (IgG da Sigma-Aldrich).

Apesar dos resultados promissores encontrados para os criogéis PAAm-Bisoxi-PEI-1 e
PAAm-Bisoxi-PEI-3 € necessdrio atentar-se ao fato de que o processo de sintese, da forma
como conduzido, estd susceptivel a oscilagdes, podendo resultar réplicas ndo exatas destes
criogéis que geram resultados ndo tdo promissores como os apresentados nas Figuras 16 e 19.
Além disso, a curva de ruptura realizada nestes criogéis revelou baixa capacidade de adsor¢ao
das proteinas do soro humano, fazendo com que sejam necessarios mais estudos a fim de
aumentar esta capacidade e possibilitar sua aplicabilidade em processos de purificacio de IgG

humana.
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De modo geral, os resultados obtidos nas condi¢cdes cromatogréficas estudadas revelam
o efeito do braco espacador na pureza da IgG por cromatografia negativa, evidenciando também
a potencialidade do ligante PEI imobilizado para purificacdo de IgG proveniente do soro
humano.

A sintese dos criogéis de poliacrilamida também se revelou pratica, a medida em que
nenhuma técnica de maior nivel de dificuldade estd envolvida, consistindo de um processo
simples e de poucas etapas. Além disso, associada a esta praticidade, as caracteristicas
estruturais e morfoldgicas dos criogéis sintetizados também sao bastante promissoras, tendo em
vista que sdo materiais flexiveis e resistentes, constituidos de inimeros macroporos
interconectados, que permitem, conforme a literatura consultada, uma transferéncia de massa
regida por conveccao, possibilitando assim o processamento de um maior volume de fase mével
quando comparado as matrizes tradicionais, sendo portanto mais passiveis de serem

empregados na purificagdo em larga escala.
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CAPITULO 6. SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS

Em vista aos resultados obtidos, que demonstram o potencial do criogel proposto
(PAAm-Bisoxi-PEI) para purificacdo de IgG a partir de soro humano por cromatografia
negativa, bem como os outros resultados promissores envolvendo a utiliza¢do de criogéis e de
ligantes de poliaminas para este fim, seria relevante a continuidade da pesquisa no que se refere
principalmente ao processo de sintese, a fim de reduzir as variagcdes de estrutura dos materiais
obtidos, tornando-os replicdveis, e de maximizar a capacidade de adsor¢ao de proteinas do soro
humano no criogel proposto. Desta forma, sugere-se:

1) Avaliar outros agentes de ativacdo que resultem em materiais mais homogéneos e,
de preferéncia, sem que haja perdas da caracteristica esponjosa do criogel.

2) Realizar estudos do efeito do tipo de PEI empregado (massa molecular e indice de
dispersdo) e da concentracdo da solucdo de PEI em NaOH que € recirculada na
coluna durante a etapa de imobilizacdo, bem como o tempo em que esta € mantida
recirculando.

3) Realizar estudos do efeito da concentracdo de mondOmeros precursores € da
temperatura de criopolimerizacio nas propriedades do adsorvente proposto € na
sua capacidade de purificagao.

4) Realizar estudos do efeito da diluicio do soro humano na seletividade do

adsorvente.
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APENDICE A

Perfis cromatograficos e eletroforéticos para os ensaios cromatogrificos realizados a

partir de IgG de alta pureza e de soro humano diluido nas colunas contendo os criogéis PAAm.

IgG de alta pureza

1) NaP 10 mmol/L pH 6,0

Figura A. 1 - Perfil cromatografico da adsor¢ao de IgG a partir de solucdo de IgG de alta pureza em
coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm utilizando sistema tamponante NaP 10 mmol/L pH 6,0.
Vazdo: 0,5 mL/min. - Injecdo de 1,0 mL de solu¢do contendo IgG humana pré-purificada na
concentracao de (1) 1,96 mg/mL e (2) 1,89 mg/mL. L— Lavagem: NaP 10 mmol/L pH 6,0. E- Elui¢ao:
NaP 10 mmol/L contendo 1,0 mol/L. de NaCl pH 6,0. R— Regeneracao: NaOH 50 mmol/L.
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2) Hepes 25 mmol/L pH 7,0

Figura A. 2 - Perfil cromatografico da adsor¢ao de IgG a partir de solucdo de IgG de alta pureza em
coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm utilizando sistema tamponante Hepes 25 mmol/L. pH 7,0.
Vazdo: 0,5 mL/min. I~ Injecdo de 1,0 mL de solucdo contendo IgG humana pré-purificada na
concentracio de (1) 1,90 mg/mL e (2) 2,21 mg/mL. L— Lavagem: Hepes 25 mmol/L pH 7,0. E- Elui¢3o:
Hepes 25 mmol/L contendo 1,0 mol/L de NaCl pH 7,0. R— Regenera¢do: NaOH 50 mmol/L.
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Soro humano 15x diluido

1) NaP 10 mmol/L pH 6,0

Figura A. 3 - Perfil cromatografico (a) e eletroforético (b) da separacdo de IgG a partir de solucdo de
soro humano diluido em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm utilizando sistema tamponante NaP
10 mmol/L pH 6,0. Vazio: 0,5 mL/min. I- Injecdo de (1) 1,5 mL e (2) 2,0 mL de solu¢do contendo soro
humano 15x diluido na concentracdo de (1) 3,24 mg/mL e (2) 3,28 mg/mL. L— Lavagem: NaP 10
mmol/L pH 6,0. E- Elui¢do: NaP 10 mmol/L contendo 1,0 mol/L de NaCl pH 6,0. R— Regeneracao:
NaOH 50 mmol/L. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M— Marcador de alta massa molecular; IgG—
Marcador de IgG; I- Injecdo; L— pool das fracdes de lavagem; E— pool das fragdes de eluigdo.
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APENDICE B

Perfis cromatograficos e eletroforéticos para os ensaios cromatogréficos realizados a

partir de IgG de alta pureza e de soro humano diluido nas colunas contendo os criogéis PAAm-

AGE-PEI-Ni(I).

+» Fosfato de Sédio (NaP)

1) NaP 25 mmol/L pH 6,0

Figura B. 1 - Perfil cromatografico da adsorcdo de IgG a partir de solucdo de IgG de alta pureza em
coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI-Ni(Il) utilizando sistema tamponante NaP 25
mmol/L. pH 6,0. Vazao: 0,5 mL/min. I- Injecdo de 1,0 mL de solucdo contendo IgG humana pré-
purificada na concentracao de (1) 2,07 mg/mL e (2) 2,02 mg/mL. L— Lavagem: NaP 25 mmol/L pH 6,0.
E— Eluicdo: Acetado de Sédio 25 mmol/L pH 4,0. R— Regeneragdo: EDTA 100 mmol/L pH 7,0.
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2) NaP 25 mmol/L pH 6,5

Figura B. 2 - Perfil cromatografico da adsorcdo de IgG a partir de solucdo de IgG de alta pureza em
coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI-Ni(Il) utilizando sistema tamponante NaP 25
mmol/L. pH 6,5. Vazao: 0,5 mL/min. I- Injecdo de 1,0 mL de solucdo contendo IgG humana pré-
purificada na concentracdo de (1) 2,05 mg/mL e (2) 2,09 mg/mL. L— Lavagem: NaP 25 mmol/L pH
6,5. E- Eluicdo: Acetado de Sédio 25 mmol/L pH 4,0. R— Regenerag¢do: EDTA 100 mmol/L pH 7,0.
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3) NaP 25 mmol/L pH 7,0

Figura B. 3 - Perfil cromatografico da adsorcdo de IgG a partir de solucdo de IgG de alta pureza em
coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI-Ni(Il) utilizando sistema tamponante NaP 25
mmol/L. pH 7,0. Vazao: 0,5 mL/min. I- Injecdo de 1,0 mL de solucdo contendo IgG humana pré-
purificada na concentracao de (1) 2,07 mg/mL e (2) 1,92 mg/mL. L— Lavagem: NaP 25 mmol/L pH 7,0.
E— Eluicdo: Acetado de Sédio 25 mmol/L pH 4,0. R— Regeneragdo: EDTA 100 mmol/L pH 7,0.
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4) NaP 25 mmol/L pH 7,5

Figura B. 4 - Perfil cromatografico da adsorcdo de IgG a partir de solucdo de IgG de alta pureza em
coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI-Ni(Il) utilizando sistema tamponante NaP 25
mmol/L. pH 7,5. Vazao: 0,5 mL/min. I- Injecdo de 1,0 mL de solucdo contendo IgG humana pré-
purificada na concentracdo de (1) 2,12 mg/mL e (2) 1,91 mg/mL. L— Lavagem: NaP 25 mmol/L pH 7,5.
E— Eluicdo: Acetado de Sédio 25 mmol/L pH 4,0. R— Regeneragdo: EDTA 100 mmol/L pH 7,0.
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5) NaP 25 mmol/L pH 8,0
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Figura B. 5 - Perfil cromatografico da adsorcdo de IgG a partir de solucdo de IgG de alta pureza em
coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI-Ni(Il) utilizando sistema tamponante NaP 25
mmol/L. pH 8,0. Vazao: 0,5 mL/min. I- Injecdo de 1,0 mL de solucdo contendo IgG humana pré-
purificada na concentracao de (1) 2,15 mg/mL e (2) 1,87 mg/mL. L— Lavagem: NaP 25 mmol/L pH 8,0.
E— Eluicdo: Acetado de Sédio 25 mmol/L pH 4,0. R— Regeneragdo: EDTA 100 mmol/L pH 7,0.
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« Hepes

1) Hepes 25 mmol/L pH 7,0

Figura B. 6 - Perfil cromatografico da adsor¢cao de IgG a partir de solucdo de IgG de alta pureza em
coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI-Ni(Il) utilizando sistema tamponante Hepes 25
mmol/L pH 7,0. Vazdo: 0,5 mL/min. I- Injecdo de 1,0 mL de solucdo contendo IgG humana ultrapu
pré-purificada ra na concentracdo de (1) 2,00 mg/mL e (2) 2,16 mg/mL. L— Lavagem: Hepes 25 mmol/L
pH 7.,0. E- Eluicdo: Acetado de Sédio 25 mmol/L pH 4,0. R— Regeneracdo: EDTA 100 mmol/L pH 7,0.
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2) Hepes 25 mmol/L pH 7,5

Figura B. 7 - Perfil cromatografico da adsorcdo de IgG a partir de solucdo de IgG de alta pureza em
coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI-Ni(Il) utilizando sistema tamponante Hepes 25
mmol/L. pH 7,5. Vazao: 0,5 mL/min. I- Injecdo de 1,0 mL de solucdo contendo IgG humana pré-
purificada na concentrag@o de (1) 1,94 mg/mL e (2) 2,06 mg/mL. L— Lavagem: Hepes 25 mmol/L. pH
7,5. E- Eluicdo: Acetado de Sédio 25 mmol/L pH 4,0. R— Regenerag¢do: EDTA 100 mmol/L pH 7,0.
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3) Hepes 25 mmol/L pH 8,0

Figura B. 8 - Perfil cromatografico da adsorcdo de IgG a partir de solucdo de IgG de alta pureza em
coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI-Ni(Il) utilizando sistema tamponante Hepes 25
mmol/L. pH 7,5. Vazao: 0,5 mL/min. I- Injecdo de 1,0 mL de solucdo contendo IgG humana pré-
purificada na concentrag@o de (1) 1,97 mg/mL e (2) 1,94 mg/mL. L— Lavagem: Hepes 25 mmol/L pH
7,5. E- Eluicdo: Acetado de Sédio 25 mmol/L pH 4,0. R— Regenerag¢do: EDTA 100 mmol/L pH 7,0.
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¢ Bis-Tris

1) Bis-Tris 25 mmol/L pH 6,0

Figura B. 9 - Perfil cromatografico da adsorcao de IgG a partir de solucdo de IgG de alta pureza em
coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI-Ni(Il) utilizando sistema tamponante Bis-Tris 25
mmol/L. pH 6,0. Vazdo: 0,5 mL/min. I- Injecdo de 1,0 mL de solu¢do contendo IgG humana pré-
purificada na concentragao de (1) 1,98 mg/mL e (2) 1,94 mg/mL. L— Lavagem: Bis-Tris 25 mmol/L pH
6,0. E- Eluicao: Acetado de Sédio 25 mmol/L pH 4,0. R— Regeneracdo: EDTA 100 mmol/L pH 7.0.
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2) Bis-Tris 25 mmol/L pH 6,5

Figura B. 10 - Perfil cromatografico da adsor¢do de IgG a partir de solugdo de IgG de alta pureza em
coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI-Ni(Il) utilizando sistema tamponante Bis-Tris 25
mmol/L. pH 6,5. Vazao: 0,5 mL/min. I- Injecdo de 1,0 mL de solucdo contendo IgG humana pré-
purificada na concentragdo de (1) 1,89 mg/mL e (2) 1,99 mg/mL. L— Lavagem: Bis-Tris 25 mmol/L pH
6,5. E- Eluicdo: Acetado de Sédio 25 mmol/L pH 4,0. R— Regenerag¢do: EDTA 100 mmol/L pH 7,0.
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3) Bis-Tris 25 mmol/L pH 7,0

Figura B. 11 - Perfil cromatografico da adsorc¢do de IgG a partir de solucio de IgG de alta pureza em
coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI-Ni(Il) utilizando sistema tamponante Bis-Tris 25
mmol/L. pH 7,0. Vazdo: 0,5 mL/min. I- Injecdo de 1,0 mL de solu¢do contendo IgG humana pré-
purificada na concentracgao de (1) 2,00 mg/mL e (2) 1,99 mg/mL. L— Lavagem: Bis-Tris 25 mmol/L pH
7,0. E- Eluicao: Acetado de Sédio 25 mmol/L pH 4,0. R— Regeneracdo: EDTA 100 mmol/L pH 7.0.
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Soro humano 15x diluido

«»» Bis-Tris

1) Bis-Tris 25 mmol/L pH 6,0
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Figura B. 12 - Perfil cromatografico (a) e eletroforético (b) da separacdo de IgG a partir de solucio de
soro humano diluido em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI-Ni(I) utilizando sistema
tamponante Bis-Tris 25 mmol/L pH 6,0. Vazao: 0,5 mL/min. I- Injecdo de 1,5 mL de solucdo de soro
humano 15x diluido na concentracdo de (1) 3,25 mg/mL e (2) 3,24 mg/mL. L— Lavagem: Bis-Tris 25
mmol/L pH 6,0. E- Elui¢do: Acetado de S6dio 25 mmol/L pH 4,0. R—Regeneracdo: EDTA 100 mmol/L
pH 7,0. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M— Marcador de alta massa molecular; [gG— Marcador de IgG;
I- Injecdo; L— pool das fragdes de lavagem; E— pool das fracdes de eluicdo; R- pool das fracdes de

regeneracao.

(a) (b)

1,20
1,10
1,00
0,90
0,80
0,70
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10
0,00

)

M IgG I

IgG

HSA

Concentragdo de proteinas totais (mg/mL)

f /\\‘_\.\\
15 20 25 30 35

Nimero de fracdes

~
()
Nd

(b)

kDa

220
170

1,20
1,10
1,00
0,90
0,80

116

(2)
0,50
0,40
030
020 1

0,10 J[

45

IgG

HSA

5 10
0,70 76
0,60
f
5 10 1

Concentragdo de proteinas totais (mg/mL)

0,00
0 5 20 25 30
Nimero de fracoes

Volume das fracdes: 2 mL em todas etapas cromatograficas

55



113

2) Bis-Tris 25 mmol/L pH 7,0

Figura B. 13 - Perfil cromatografico (a) e eletroforético (b) da separacdo de IgG a partir de solucio de
soro humano diluido em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI-Ni(Il) utilizando sistema
tamponante Bis-Tris 25 mmol/L pH 7,0. Vazao: 0,5 mL/min. I- Injecdo de 1,5 mL de solucio de soro
humano 15x diluido na concentracdo de (1) 3,22 mg/mL e (2) 3,17 mg/mL. L— Lavagem: Bis-Tris 25
mmol/L pH 7,0. E- Elui¢do: Acetado de Sédio 25 mmol/L pH 4,0. R— Regeneracdo: EDTA 100 mmol/L
pH 7,0. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M— Marcador de alta massa molecular; [gG— Marcador de IgG;
I- Injecdo; L— pool das fracdes de lavagem; E— pool das fracdes de eluicdo; R- pool das fragdes de
regeneragao.

(a) (b)
kDa
> L ’ !
1,20 20 |- ‘ IeG
1,10 170 - ' .
= =
1,00
& 116
g’ 0,90
0,80
g
2 070 76 Trf
(1 g 060
'S 53
2 050 HSA
-
(=7
o 040
3
% 0,30
g 0,20
E 0,10 - T
Q
g , M l m
8 0,00
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95
Numero de fragdes
(a) (b)
kDa == g
120 220 g —— 12G
110 170 - gl
2 100 116]
on
g 00
Z 080 =1
2 070 76— - -
w
(2) g 0,60 “ Trf
% 0.50 53| K- HSA
o -
5 0.40 - —
=}
g 030 M Igg I L E R
£ 020
= Iy E R
8 0,10 l //\\M l/\““
=]
5 000
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

Numero de fracdes

Volume das fracdes: 2 mL em todas etapas cromatograficas



114

< NaP

1) NaP 25 mmol/L pH 6,5

Figura B. 14 - Perfil cromatogrifico (a) e eletroforético (b) da separagdo de IgG a partir de solucdo de
soro humano diluido em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI-Ni(Il) utilizando sistema
tamponante NaP 25 mmol/L pH 6,5. Vazao: 0,5 mL/min. I- Injecdo de 1,5 mL de solucdo de soro
humano 15x diluido na concentraciio de (1) 3,23 mg/mL e (2) 3,23 mg/mL. L— Lavagem: NaP 25
mmol/L pH 6,5. E- Elui¢do: Acetado de Sédio 25 mmol/L pH 4,0. R— Regeneracdo: EDTA 100 mmol/L
pH 7.0. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M— Marcador de alta massa molecular; [gG— Marcador de IgG;
I- Injecdo; L— pool das fragdes de lavagem; E— pool das fragdes de eluicdo; R- pool das fragdes de
regeneracao.
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APENDICE C

Perfis cromatograficos e eletroforéticos para os ensaios cromatogrificos realizados a

partir de soro humano 20x diluido nas colunas contendo os criogéis PAAm-AGE-PEL

% Mops 25 mmol/L

1) Mops 25 mmol/L pH 6,5

Figura C. 1 - Perfil cromatogréfico (a) e eletroforético (b) da separacdo de IgG a partir de solucdo de
soro humano diluido em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI utilizando sistema
tamponante Mops 25 mmol/L pH 6,5. Vazao: 0,5 mL/min. I- Injecdo de 1,0 mL de solucdo de soro
humano 20x diluido na concentragdo de 2,85 mg/mL. L— Lavagem: Mops 25 mmol/L pH 6,5. E-
Eluicado: Acetado de Sédio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5 mol/L. NaCl. R— Regeneracao: NaOH 50
mmol/L. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M— Marcador de alta massa molecular; IgG— Marcador de
1gG; I- Injecao; L— pool das fragdes de lavagem; E— pool das fragdes de elui¢do; R- pool das fragdes de
regeneracao.
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2) Mops 25 mmol/L pH 7,0

Figura C. 2 - Perfil cromatografico (a) e eletroforético (b) da separacio de IgG a partir de solugéo de
soro humano diluido em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI utilizando sistema
tamponante Mops 25 mmol/L pH 7,0. Vazdo: 0,5 mL/min. I- Inje¢do de 1,0 mL de solugdo de soro
humano 20x diluido na concentracdo de 2,80 mg/mL. L— Lavagem: Mops 25 mmol/L. pH 7,0. E-
Eluicdo: Acetado de Sédio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5 mol/LL NaCl. R— Regenera¢do: NaOH 50
mmol/L. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M— Marcador de alta massa molecular; [gG— Marcador de
1gG; I- Injecdo; L— pool das fragdes de lavagem; E— pool das fragdes de elui¢do; R- pool das fragdes de
regeneragao.
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s+ Mes 25 mmol/L

1) Mes 25 mmol/L pH 5,5

Figura C. 3 - Perfil cromatogréfico (a) e eletroforético (b) da separacdo de IgG a partir de solucdo de
soro humano diluido em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI utilizando sistema
tamponante Mes 25 mmol/L pH 5,5. Vazao: 0,5 mL/min. I- Inje¢do de 1,0 mL de solug¢do de soro
humano 20x diluido na concentragdo de 2,4 mg/mL. L— Lavagem: Mes 25 mmol/L pH 5,5. E— Eluicao:
Acetado de Sédio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5 mol/L NaCl. R— Regenera¢do: NaOH 50 mmol/L.
Gel de eletroforese SDS-PAGE: M— Marcador de alta massa molecular; IgG— Marcador de 1gG; -
Injecdo; L— pool das fracdes de lavagem; E— pool das fragdes de eluicdo; R- pool das fragdes de
regeneracao.
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2) Mes 25 mmol/L pH 6,0

Figura C. 4 - Perfil cromatografico (a) e eletroforético (b) da separacio de IgG a partir de solugio de
soro humano diluido em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI utilizando sistema
tamponante Mes 25 mmol/L pH 6,0. Vazao: 0,5 mL/min. I- Injecdo de 1,0 mL de solucdo de soro
humano 20x diluido na concentragdo de 2,4 mg/mL. L— Lavagem: Mes 25 mmol/L pH 6,0. E- Eluicao:
Acetado de Sédio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5 mol/L. NaCl. R— Regeneracao: NaOH 50 mmol/L.
Gel de eletroforese SDS-PAGE: M— Marcador de alta massa molecular; IgG— Marcador de 1gG; -
Injecdo; L— pool das fragdes de lavagem; E— pool das fragdes de eluicdo; R- pool das fracdes de
regeneragao.
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3) Mes 25 mmol/L pH 6,5

Figura C. 5 - Perfil cromatografico (a) e eletroforético (b) da separacio de IgG a partir de solucio de
soro humano diluido em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-AGE-PEI utilizando sistema
tamponante Mes 25 mmol/L pH 6,5. Vazao: 0,5 mL/min. I- Injecdo de 1,0 mL de solucdo de soro
humano 20x diluido na concentragdo de 2,4 mg/mL. L— Lavagem: Mes 25 mmol/L pH 6,5. E- Eluicao:
Acetado de Sédio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5 mol/L. NaCl. R— Regeneracao: NaOH 50 mmol/L.
Gel de eletroforese SDS-PAGE: M— Marcador de alta massa molecular; IgG— Marcador de 1gG; -
Injecdo; L— pool das fragdes de lavagem; E— pool das fragdes de eluicdo; R- pool das fracdes de
regeneragao.
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APENDICE D

Perfis cromatograficos e eletroforéticos para os ensaios cromatogréficos realizados a

partir de soro humano 20x diluido nas colunas contendo os criogéis PAAm-Bisoxi-PEI-1.

¢+ Mes 25 mmol/L

1) Mes 25 mmol/L pH 5,5

Figura D. 1- Perfil cromatografico (a) e eletroforético (b) da separagdo de IgG a partir de solugdo de
soro humano diluido em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-Bisoxi-PEI-1 utilizando sistema
tamponante Mes 25 mmol/L pH 5,5. Vazdo: 0,5 mL/min. I- Inje¢do de 1,0 mL de solugdo de soro
humano 20x diluido na concentracdo de (1) 2,57 mg/mL e (2) 2,47 mg/mL. L— Lavagem: Mes 25
mmol/L. pH 5,5. E- Elui¢do: Acetado de Sédio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5 mol/L NaCl. R—
Regeneracdo: NaOH 50 mmol/L. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M- Marcador de alta massa
molecular; IgG— Marcador de IgG; I- Injecdo; L— pool das fracdes de lavagem; E— pool das fracdes de
elui¢do; R- pool das fragdes de regeneragao.
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Figura D. 2- Perfil cromatografico (a) e eletroforético (b) da separagdo de IgG a partir de solugdo de
soro humano diluido em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-Bisoxi-PEI-1 utilizando sistema
tamponante Mes 25 mmol/L. pH 6,0. Vazao: 0,5 mL/min. I- Injecdo de 1,0 mL de solugdo de soro
humano 20x diluido na concentra¢do de (1) 2,59 mg/mL e (2) 2,51 mg/mL. L— Lavagem: Mes 25
mmol/L. pH 6,0. E— Elui¢do: Acetado de Sédio 25 mmol/LL pH 4,0 contendo 0,5 mol/L NaCl. R—
Regeneracdo: NaOH 50 mmol/L. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M- Marcador de alta massa
molecular; IgG— Marcador de IgG; I- Injecdo; L— pool das fracdes de lavagem; E— pool das fragdes de
eluicdo; R- pool das fragdes de regeneracao.
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3) Mes 25 mmol/L pH 6,5

Figura D. 3- Perfil cromatogrifico (a) e eletroforético (b) da separagdo de IgG a partir de solugdo de
soro humano diluido em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-Bisoxi-PEI-1 utilizando sistema
tamponante Mes 25 mmol/L pH 6,5. Vazao: 0,5 mL/min. I- Inje¢do de 1,0 mL de solug@o de soro
humano 20x diluido na concentracdo de (1) 2,51 mg/mL e (2) 2,47 mg/mL. L— Lavagem: Mes 25
mmol/L. pH 6,5. E—- Elui¢do: Acetado de Sédio 25 mmol/L. pH 4,0 contendo 0,5 mol/L NaCl. R—
Regeneracdo: NaOH 50 mmol/L. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M— Marcador de alta massa
molecular; IgG— Marcador de IgG; I- Injecdo; L— pool das fracdes de lavagem; E— pool das fracoes de
elui¢do; R- pool das fragdes de regeneracao.
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Figura D. 4- Perfil cromatografico (a) e eletroforético (b) da separacdo de IgG a partir de solugdo de
soro humano diluido em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-Bisoxi-PEI-1 utilizando sistema
tamponante Mops 25 mmol/L pH 6,5. Vazao: 0,5 mL/min. I- Injecdo de 1,0 mL de solucdo de soro
humano 20x diluido na concentragdo de (1) 2,69 mg/mL e (2) 2,53 mg/mL. L— Lavagem: Mops 25
mmol/L. pH 6,5. E- Elui¢do: Acetado de Sédio 25 mmol/L. pH 4,0 contendo 0,5 mol/L. NaCl. R—
Regeneracdo: NaOH 50 mmol/L. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M— Marcador de alta massa
molecular; [gG— Marcador de IgG; I- Injecdo; L— pool das fragdes de lavagem; E— pool das fracdes de

elui¢do; R- pool das fragdes de regeneracdo.
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Figura D. 5- Perfil cromatografico (a) e eletroforético (b) da separagdo de IgG a partir de solugdo de
soro humano diluido em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-Bisoxi-PEI-1 utilizando sistema
tamponante Mops 25 mmol/L pH 7,0. Vazao: 0,5 mL/min. I- Injecdo de 1,0 mL de solucdo de soro
humano 20x diluido na concentragdo de (1) 2,74 mg/mL e (2) 2,63 mg/mL. L— Lavagem: Mops 25
mmol/L. pH 7,0. E- Elui¢do: Acetado de Sédio 25 mmol/L. pH 4,0 contendo 0,5 mol/L. NaCl. R—
Regeneracdo: NaOH 50 mmol/L. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M- Marcador de alta massa
molecular; [gG— Marcador de IgG; I- Injecdo; L— pool das fragdes de lavagem; E— pool das fracdes de

elui¢do; R- pool das fragdes de regeneracao.
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APENDICE E

Perfis cromatograficos e eletroforéticos para os ensaios cromatogréficos realizados a

partir de soro humano 20x diluido nas colunas contendo os criogéis PAAm-Bisoxi-PEI-2.

¢+ Mes 25 mmol/L

1) Mes 25 mmol/L pH 5,5

Figura E. 6- Perfil cromatografico (a) e eletroforético (b) da separagdo de IgG a partir de solugio de
soro humano diluido em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-Bisoxi-PEI-2 utilizando sistema
tamponante Mes 25 mmol/L pH 5,5. Vazao: 0,5 mL/min. I- Injecdo de 1,0 mL de solugdo de soro
humano 20x diluido na concentra¢do de (1) 2,32 mg/mL e (2) 2,25 mg/mL. L— Lavagem: Mes 25
mmol/L. pH 5,5. E- Elui¢do: Acetado de Sédio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5 mol/L. NaCl. R—
Regeneracdo: NaOH 50 mmol/L. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M- Marcador de alta massa
molecular; [gG— Marcador de IgG; I- Injecdo; L— pool das fragdes de lavagem; E— pool das fracdes de
elui¢do; R- pool das fragdes de regeneracao.
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2) Mes 25 mmol/L pH 6,0

Figura E. 7- Perfil cromatografico (a) e eletroforético (b) da separacdo de IgG a partir de solugdo de
soro humano diluido em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-Bisoxi-PEI-2 utilizando sistema
tamponante Mes 25 mmol/L pH 6,0. Vazdo: 0,5 mL/min. I- Inje¢do de 1,0 mL de solugdo de soro
humano 20x diluido na concentracdo de (1) 2,70 mg/mL e (2) 2,79 mg/mL. L— Lavagem: Mes 25
mmol/L pH 6,0. E— Elui¢do: Acetado de Sédio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5 mol/L. NaCl. R—
Regeneracdo: NaOH 50 mmol/L. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M— Marcador de alta massa
molecular; IgG— Marcador de IgG; I- Injecdo; L— pool das fracdes de lavagem; E— pool das fragdes de
eluicdo; R- pool das fragdes de regeneracao.
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3) Mes 25 mmol/L pH 6,5

Figura E. 8- Perfil cromatografico (a) e eletroforético (b) da separacido de IgG a partir de solucdo de
soro humano diluido em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-Bisoxi-PEI-2 utilizando sistema
tamponante Mes 25 mmol/L pH 6,5. Vazdo: 0,5 mL/min. I- Inje¢do de 1,0 mL de solugdo de soro
humano 20x diluido na concentracdo de (1) 2,17 mg/mL e (2) 2,23 mg/mL. L— Lavagem: Mes 25
mmol/L pH 6,5. E— Elui¢do: Acetado de Sédio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5 mol/L. NaCl. R—
Regeneracdo: NaOH 50 mmol/L. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M— Marcador de alta massa
molecular; IgG— Marcador de IgG; I- Injecdo; L— pool das fracdes de lavagem; E— pool das fragdes de
eluicdo; R- pool das fragdes de regeneracao.
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% Mops 25 mmol/L

1) Mops 25 mmol/L pH 6,5

Figura E. 9- Perfil cromatogrifico (a) e eletroforético (b) da separacdo de IgG a partir de solucao de
soro humano diluido em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-Bisoxi-PEI-2 utilizando sistema
tamponante Mops 25 mmol/L pH 6,5. Vazao: 0,5 mL/min. I- Injecdo de 1,0 mL de solucdo de soro
humano 20x diluido na concentragdo de (1) 2,46 mg/mL e (2) 2,46 mg/mL. L— Lavagem: Mops 25
mmol/L. pH 6,5. E- Elui¢do: Acetado de Sédio 25 mmol/L. pH 4,0 contendo 0,5 mol/L. NaCl. R—
Regeneracdo: NaOH 50 mmol/L. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M- Marcador de alta massa
molecular; I[gG— Marcador de IgG; I- Injecao; L— pool das fragdes de lavagem; E— pool das fracdes de
elui¢do; R- pool das fragdes de regeneracao.
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2) Mops 25 mmol/L pH 7,0

Figura E. 10- Perfil cromatografico (a) e eletroforético (b) da separacio de IgG a partir de solugéo de
soro humano diluido em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-Bisoxi-PEI-2 utilizando sistema
tamponante Mops 25 mmol/L pH 7,0. Vazao: 0,5 mL/min. I- Injecdo de 1,0 mL de solucdo de soro
humano 20x diluido na concentracdo de (1) 2,43 mg/mL e (2) 2,49 mg/mL. L— Lavagem: Mops 25
mmol/L pH 7,0. E— Elui¢do: Acetado de Sédio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5 mol/L. NaCl. R—
Regeneracdo: NaOH 50 mmol/L. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M— Marcador de alta massa
molecular; IgG— Marcador de IgG; I- Injecdo; L— pool das fracdes de lavagem; E— pool das fragdes de
eluicdo; R- pool das fragdes de regeneracao.
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APENDICE F

Perfis cromatograficos, eletroforéticos e curva de ruptura para o0s ensaios
cromatograficos realizados a partir de soro humano 20x diluido nas colunas contendo os

criogéis PA Am-Bisoxi-PEI-3.
1) Mes 25 mmol/L pH 6,0 (Cromatografia)

Figura F. 1- Perfil cromatografico (a) e eletroforético (b) da separacio de IgG a partir de solucio de
soro humano diluido em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-Bisoxi-PEI-3 utilizando sistema
tamponante Mes 25 mmol/L pH 6,0. Vazdo: 0,5 mL/min. I- Inje¢do de 1,0 mL de solugdo de soro
humano 20x diluido na concentracdo de (1) 2,61 mg/mL e (2) 2,55 mg/mL. L— Lavagem: Mes 25
mmol/L pH 6,0. E— Elui¢do: Acetado de Sédio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5 mol/L. NaCl. R—
Regeneracdo: NaOH 50 mmol/L. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M— Marcador de alta massa
molecular; [gG— Marcador de IgG; I- Injecdo; L— pool das fracdes de lavagem; E— pool das fracdes de
elui¢do; R- pool das fragdes de regeneracdo.
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2) Mes 25 mmol/L pH 6,0 (Curva de Ruptura)

Figura F. 2- Curva de ruptura (a) e perfil eletroforético (b) da separacao de IgG a partir de solu¢do 20x
diluida de soro humano em coluna contendo 3,0 mL de criogel PAAm-Bisoxi-PEI-3 utilizando sistema
tamponante Mes 25 mmol/L pH 6,0. Vazdo: 0,5 mL/min. I- Inje¢do de 10,0 mL de solucdo de soro
humano 20x diluido na concentracdo de (1) 2,26 mg/mL e (2) 2,37 mg/mL. L— Lavagem: Mes 25
mmol/L pH 6,0. E— Elui¢do: Acetado de Sédio 25 mmol/L pH 4,0 contendo 0,5 mol/L. NaCl. R—
Regeneracdo: NaOH 50 mmol/L. Gel de eletroforese SDS-PAGE: M— Marcador de alta massa
molecular; IgG— Marcador de IgG; I- Injecdo; L— pool das fracdes de lavagem; E— pool das fragdes de
eluicdo; R- pool das fragdes de regeneracao.
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