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RESUMO

Anticorpos (imunoglobulinas) sdo glicoproteinas expressas pelo sistema imunoldgico
de vertebrados em resposta a agentes patdgenos. Devido a sua especificidade em reconhecer um
antigeno, anticorpos sdo empregados nas areas analitica, diagnostica, biossensores, protebmica e
terapéutica. Seu uso tem crescido nas Ultimas décadas, movimentando um mercado de U$ 130,9
bilhGes em 2020. Na area terapéutica sdo requeridas grandes doses de preparagdes de anticorpos
por paciente, portanto estudos de processos de purificacdo de baixo custo em larga escala sdo
relevantes. Este trabalho visou o desenvolvimento de um monolito macroporoso, preparado pela
técnica de crio-polimerizacdo (criogel), para ser empregado como fase estacionaria em
cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC) com a finalidade de purificar
imunoglobulina G a partir do soro bovino (blgG). O criogel foi sintetizado utilizando mondmeros
de acrilamida, bisacrilamida, alil diglidil éter e alginato de sddio, sendo denominado PAAmM-Alg-
AGE. Em seguida, foram derivatizados com o quelante tridentado acido iminodiacético (IDA) e
os fons metalicos Cu?* e Ni?* foram imobilizados, visando investigar (por eletroforese SDS-
PAGE e imunodifusdo radial) a capacidade de adsorver blgG de forma seletiva. Quando na
condicdo tamponante MOPS 25 mmol/L em pH 6,5, o criogel com Cu?" imobilizado capturou
blgG com rendimento de 66%, pureza de 78% e fator de purificacdo de 5,57. Nas mesmas
condicdes, o criogel controle (PAAmM-Alg-AGE-IDA) adsorveu blgG com 81% de rendimento,
pureza de 84% e fator de purificacdo de 5,64. As curvas de ruptura indicaram que a seletividade
ndo foi afetada apos a saturacdo dos adsorventes, resultando em purezas de 75,31% e 88,06% e
fatores de purificacio de 6,91 e 9,55, para os criogéis IDA-Cu?* e controle, respectivamente. A
capacidade maxima de adsor¢do (g*) e a constante de dissociacdo foram determinadas a partir
das isotermas de adsorcao, empregando os modelos matematicos de Langmuir e Langmuir-
Freundlich. Os resultados demonstraram afinidade caracteristica de ligantes
pseudobioespecificos (10° mol/L) e g* de 51,49 + 6,84 e 129,69 * 6,44 mg blgG/g de criogel
seco, para o criogéis sem e com Cu?* imobilizado, respectivamente. Por experimentos cinéticos,
foi observado a natureza da adsorcdo, sendo a taxa governada por efeitos difusivos para o
adsorvente controle e, na presenca de Cu?*, a adsorgéo é governada pela formagéo do complexo
IDA-Cu?*-blgG. Os resultados aqui descritos expressam o potencial dos adsorventes em capturar
IgG do soro bovino, principalmente quando empregado em cromatografia de troca ibnica,

utilizando o agente quelante IDA como ligante.

Palavras-chave: Imunoglobulina G bovina, purificacdo, cromatografia, IMAC, criogel



ABSTRACT

Antibodies (immunoglobulins) are glycoproteins expressed by the immune system of
vertebrates in response to the invasion of extracellular pathogens. Due to their specificity
affinity for an antigen, antibodies are applied in analytical and therapeutic area, in diagnostic
tests, as a biosensor, and in proteomics. Its use has grown over the last decades, moving an
amount of U$ 130,9 billion in 2020. In the therapeutic area, large doses of antibody are required
per patient, therefore studies of low-cost purification processes for scale-up are relevant. This
work aimed the development of a macropouros monolith synthetized by the cryo-
polymerization technique (cryogel) to be used as a stationary phase in Immobilized Metal-ion
Affinity Chromatography (IMAC) in order to purify immunoglobulin G from bovine serum
(blgG). Depending on the conditions employed, the technique has high selectivity and low cost
in comparison to the unit operations commonly employed. For the production of the cryogel,
monomers of acrylamide, biscarylamide, allyl diglycil ether and sodium alginate was used and
the monolith obtained was called PAAM-Alg-AGE. The tridentate agent IDA, Cu?* and Ni?
metals were immobilized to investigate the selectivity in IgG adsorption by SDS-PAGE
electrophoresis and radial immunodiffusion. The results indicated that when MOPS 25 mmol/L
at pH 6.5 was used, the cryogel with Cu?* immobilized, captured blgG with 66% yield, 78%
purity and 5.57 purification factor. In the same conditions, the control cryogel (PAAmM-AIg-
AGE-IDA) adsorbed blgG with 81% yield, 84% purity and 5.64 purification factor. The
breakthrough curves showed that the selectivity of the cryogel was not affected by the
saturation, resulting in purities of 75.31% and 88.06% and purification factors of 6.91 and 9.55
for PAAM-Alg-AGE-IDA-Cu?* and the control, respectively. The maximum adsorption
capacity (g+) and the dissociation constant of the adsorbents were determined by the adsorption
isotherms adjusting the Langmuir and Langmuir-Freundlich models. The results indicated
affinity characteristic of pseudbiospecific ligands and (10 mol/L) and q* of 46.51 + 2.37 and
126.43 + 4.03 mg blgG / g of dry cryogel, for cryogels without and with immobilized Cu?*,
respectively. The adsorption kinetics allowed to determine the nature of blgG adsorption in the
adsorbents, showing that the rate is governed by diffusive effects for the control adsorbent, and
in the presence of Cu?*, is governed by the formation of the IDA-Cu?*-blgG complex. This set
of results demonstrated the potential of the adsorbents to capture IgG from bovine serum,

mainly when applied as ion exchange matrix, using IDA as a ligand.
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Figura 33 - Cinética de adsor¢do de blgG em PAAm-AIlg-AGE-IDA-Cu?* no sistema tamponante
MOPS 25 mmol/L pH 6,5, concentracdo 0,5 mg blgG/mL. Dados experimentais (¢). Curvas
ajustadas dos modelos cinéticos () a) Pseudo-primeira ordem, b) Pseudo-segunda ordem e c)
WVEBDEI-IMIOITIES ...ttt ettt b bbbttt bbbttt e et es .90
Figura 34 - Cinética de adsor¢do de blgG em PAAm-AIlg-AGE-IDA-Cu?* no sistema tamponante
MOPS 25 mmol/L pH 6,5, concentracdo 2,0 blgG mg/mL. Dados experimentais (). Curvas
ajustadas dos modelos cinéticos () a) Pseudo-primeira ordem, b) Pseudo-segunda ordem e c)
WVEDEI-IMIOITIES ..ttt bbbt bbb bbb et et be st beenenneas 91
Figura 35 - Dados experimentais de adsorcdo de blgG em PAAmM-Alg-AGE-IDA-Cu?* a 25° C
no equilibrio (@) e curvas ajustadas dos modelos de a) Langmuir e b) Langmuir-Freundlich... 95
Figura 36 - Dados experimentais de adsorcdo de blgG em PAAmM-Alg-AGE-IDA a 25° C no

equilibrio ( ) e curvas ajustadas dos modelos de a) Langmuir e b) Langmuir-Freundlich ..... 95

Figura A 1 - Experimento (1) e duplicata (I1) para obtenc&o de: cromatograma (a), eletroforese
(b) e balanco de massa (c) da cromatografia adsorcao de proteinas em coluna contendo criogel
PAAmM-Alg-AGE-IDA-Cu?*, a partir de uma solucdo de soro bovino em tamp&o Tris-HCI 25
MMOI/L PH 7,0, oottt et e te st e s be e e aneesreenteaneeareenee s 121
Figura A 2 - Experimento (1) e duplicata (I1) para obtencédo de: cromatograma (a), eletroforese
(b) e balanco de massa (c) da cromatografia adsorcao de proteinas em coluna contendo criogel
PAAmM-Alg-AGE-IDA-Cu?*, a partir de uma solucdo de soro bovino em tamp&o Tris-HCI 25
L]0 10V o] R TSRS 122
Figura A 3 - Experimento (1) e duplicata (I1) para obtenc&o de: cromatograma (a), eletroforese
(b) e balanco de massa (c) da cromatografia adsorcdo de proteinas em coluna contendo criogel
PAAmM-Alg-AGE-IDA-Cu?*, a partir de uma solucdo de soro bovino em tamp&o Tris-HCI 25
MMOI/L PH 8,0, ettt et et e s e ste e e eneesreenteaneeaseenne s 123
Figura A 4 - Experimento (1) e duplicata (I1) para obtencédo de: cromatograma (a), eletroforese
(b) e balango de massa (c) da cromatografia adsorcdo de proteinas em coluna contendo criogel
PAAM-Alg-AGE-IDA-Cu?*, a partir de uma solugdo de soro bovino em tampio MOPS 25
MMOI/L PH 6,5 .ottt et e s te e te st e s te e e eneesreenteaneesseeneeas 124
Figura A 5 - Experimento (1) e duplicata (I1) para obtencdo de: cromatograma (a), eletroforese
(b) e balango de massa (c) da cromatografia adsorcao de proteinas em coluna contendo criogel
PAAM-Alg-AGE-IDA-Cu?*, a partir de uma solugdo de soro bovino em tampio MOPS 25
MMOI/L PH 7,0, 1ot e et e e s b e et e e ra e e beenreeenes 125
Figura A 6 - Experimento (1) e duplicata (I1) para obtencdo de: cromatograma (a), eletroforese
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(b) e balango de massa (c) da cromatografia adsorcdo de proteinas em coluna contendo criogel
PAAM-AIg-AGE-IDA-Cu?, a partir de uma solugio de soro bovino em tampdo MOPS 25
MMOI/L PH 7,5 oottt et e et e e e e s te e beaneesbeesteeneesreenees 126
Figura A 7 - Experimento (1) e duplicata (Il) para obtencdo de: cromatograma (a), eletroforese
(b) e balango de massa (c) da cromatografia adsorcdo de proteinas em coluna contendo criogel
PAAM-AIlg-AGE-IDA-Cu?, a partir de uma solucéo de soro bovino em tamp&o MA 25 mmol/L
PH 8,0, oottt ettt R R bR e b bt re bt erenre e 127
Figura A 8 - Experimento (1) e duplicata (I1) para obtencdo de: cromatograma (a), eletroforese
(b) e balango de massa (c) da cromatografia adsorcdo de proteinas em coluna contendo criogel
PAAM-AIlg-AGE-IDA-Cu?, a partir de uma solucéo de soro bovino em tamp&o MA 25 mmol/L
PH 8,5, ettt ettt R Rt e R e Re bt te bt e nearenns 128
Figura A 9 - Experimento (1) e duplicata (I1) para obtencdo de: cromatograma (a), eletroforese
(b) e balango de massa (c) da cromatografia adsorcdo de proteinas em coluna contendo criogel
PAAM-AIlg-AGE-IDA-Cu?*, a partir de uma solucéo de soro bovino em tamp&o MA 25 mmol/L

Figura A 10 - - Experimento (I) e duplicata (I1) para obtencéo de: cromatograma (a), eletroforese
(b) e balango de massa (c) da cromatografia adsorcdo de proteinas em coluna contendo criogel
PAAM-AIlg-AGE-IDA-Ni?*, a partir de uma solucdo de soro bovino em tamp&o Tris-HCI 25
MMOI/L PH 7,0, oottt et et e e st e e e e reesreesreennesraenee s 130
Figura A 11 - Experimento (I) e duplicata (1) para obtencdo de: cromatograma (a), eletroforese
(b) e balango de massa (c) da cromatografia adsorcdo de proteinas em coluna contendo criogel
PAAM-AIlg-AGE-IDA-Ni?*, a partir de uma solucdo de soro bovino em tampao Tris-HCI 25
MMOI/L PH 7,5 oottt e st et e e e st e e b e e s e sreesteennesbaeneeas 131
Figura A 12 - Experimento (I) e duplicata (1) para obtencdo de: cromatograma (a), eletroforese
(b) e balango de massa (c) da cromatografia adsorcdo de proteinas em coluna contendo criogel
PAAM-AIlg-AGE-IDA-Ni?*, a partir de uma solucdo de soro bovino em tampao Tris-HCI 25
MMOI/L PH 8,0 ..ot e b e e e et e e s re e e reenree s 132
Figura A 13 - Experimento (I) e duplicata (I1) para obtencdo de: cromatograma (a), eletroforese
(b) e balango de massa (c) da cromatografia adsorcao de proteinas em coluna contendo criogel
PAAM-AIlg-AGE-IDA-Ni?*, a partir de uma solugio de soro bovino em tampdo MOPS 25
MMOI/L PH 6,5 .« oottt et e e e te st e s te e teeneesreenteaneenseenees 133
Figura A 14 - Experimento (I) e duplicata (1) para obtencdo de: cromatograma (a), eletroforese
(b) e balango de massa (c) da cromatografia adsorcdo de proteinas em coluna contendo criogel

PAAM-AIlg-AGE-IDA-Ni?*, a partir de uma solugio de soro bovino em tampdo MOPS 25
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Figura A 15 - Experimento (1) e duplicata (11) para obtencéo de: cromatograma (a), eletroforese
(b) e balango de massa (c) da cromatografia adsorcao de proteinas em coluna contendo criogel
PAAmM-Alg-AGE-IDA-Ni?*, a partir de uma solucdo de soro bovino em tampio MOPS 25
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Figura A 16 - Experimento (I) e duplicata (1) para obtencdo de: cromatograma (a), eletroforese
(b) e balanco de massa (c) da cromatografia adsorcao de proteinas em coluna contendo criogel
PAAmM-Alg-AGE-IDA-Ni?*, a partir de uma solugdo de soro bovino em tampdo MA 25 mmol/L
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Figura A 17 - Experimento (I) e duplicata (I1) para obtencdo de: cromatograma (a), eletroforese
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Figura A 18 - Experimento (I) e duplicata (1) para obtencdo de: cromatograma (a), eletroforese
(b) e balanco de massa (c) da cromatografia adsorcdo de proteinas em coluna contendo criogel

PAAmM-Alg-AGE-IDA-Ni?*, a partir de uma solugdo de soro bovino em tampdo MA 25 mmol/L

Figura A 19 - Experimento (I) e duplicata (1) para obtencdo de: cromatograma (a), eletroforese
(b) e balanco de massa (c) da cromatografia adsorcdo de proteinas em coluna contendo criogel
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Figura B 1 — Experimento (1) e duplicata (I1) da curva de ruptura em criogel de PAAmM-Alg-
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Figura B 2 - Experimento () e duplicata (1) da curva de ruptura em criogel de PAAm-Alg-AGE-
IDA com MOPS 25 mmol/L a pH 6,5. Cromatograma (a), perfil eletroforético (b) e balanco de

RS- (o) PP PSSP 141
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18

CAPITULO 1: INTRODUCAO

1.1 Colocacéao do Problema

Desde o primeiro anticorpo comercial ser aprovado em 1986 pela FDA (Food and Drug
Administration) nos EUA com a finalidade de prevenir a rejeicdo no transplante de rins, o
mercado mundial de bioprodutos farmacéuticos tem crescido anualmente, atingindo o valor de
aproximadamente 325,17 bilhGes de ddlares em 2020, com expectativa de uma receita de
496,1 bilhdes de dolares em 2026 (Biopharmaceuticals Market - Growth, Trends, Covid-19
Impact, and Forecasts, 2021 - 2026). O interesse em se obter novos anticorpos é crescente,
devido, em parte, pelo avanco dos estudos de doencas em niveis moleculares, e também, por
sua elevada demanda, principalmente pela indUstria farmacéutica, uma vez que em detrimento
aos farmacos existentes, anticorpos sdo bem tolerados pelo organismo e eficientes, por
exemplo, no tratamento de doencas autoimunes e cancer. (ECKER et al., 2015;
KLIMATCHEVA et al. 2015; LAMBERT & BERKENBLIT, 2018).

Anticorpos consistem em imunoglobulinas encontradas no plasma sanguineo, que
atuam na defesa corporal dos animais vertebrados, promovendo imunidade celular JANEWAY
et al., 2001). Anticorpos podem ser classificados como monoclonais ou policlonais. Os
anticorpos policlonais sdo heterogéneos, produzidos por diferentes clones e apresentam
afinidades diferentes, apesar de reconhecerem o mesmo antigeno. Por sua vez, anticorpos
monoclonais sdo produzidos por células geneticamente idénticas, chamadas de clones, nas quais
geram imunoglobulinas homogéneas que reconhecem partes idénticas de um mesmo antigeno
(STRYER, 2012). Além de tratamento de doencas, anticorpos também sdo utilizados em
métodos analiticos, como testes diagndsticos do tipo ELISA e Western blotting, reacGes de
imuno-polimerase (IPCRs), biossensores e também como ligantes em cromatografia de
afinidade (MARASCO & SUI, 2007; HAUGHEY et al., 2012; SENGUPTA et al. 2019).

Em bovinos sdo encontrados trés isotipos de imunoglobulinas, IgA, 1gG e IgM. A IgG
ainda se divide em duas subclasses: 1gG1 e 1gG2. A IgG é uma glicoproteina utilizada pelo
sistema imunoldgico para identificar antigenos, ligando-os e desencadeando um processo que
neutraliza e posteriormente elimina a substdncia estranha do organismo (VLUG &
REMORTEL, 1989). Muitos autores relatam similaridades presentes na atividade imunoldgica
da 1gG humana e bovina, presente em vacas imunizadas contra patdgenos humanos, mostrando
ser benéfico o uso da IgG bovina na dieta humana, sendo esta utilizada amplamente em
suplementacéo alimentar infantil, por exemplo (GOLDMAN, 1989; GAPPER et al., 2007).
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Estudos relatam que a 1gG bovina pode ser utilizada em seres humanos no tratamento
de infec¢Bes na pele causadas por bactérias, como Staphylococcus aureus, sem que as mesmas
desenvolvam resisténcia (FREEDMAN et al., 1998; HEIDEBRECHT et al., 2018); como
redutor dos niveis do colesterol (EARNEST et al., 2005); e em enteropatia, em pacientes com
HIV (PETSCHOW et al., 2014). Para os devidos fins, demanda-se que o produto esteja em
elevada pureza, logo processos de purificagdo complexos e de alto custo sdo frequentemente
utilizados, pois geralmente anticorpos sdo encontrados em meios contendo diferentes proteinas.
Vérias operacOes unitarias podem ser utilizadas nos processos de purificacdo de biomoléculas,
explorando propriedades distintas entre elas. Dentre as diferentes operacBes unitérias, as
comumente empregadas para a purificagdo de anticorpos séo a precipitacdo, a filtracdo e a
cromatografia adsortiva, comumente troca ionica e afinidade (AYYAR et al., 2011).

A cromatografia de afinidade se baseia na interacdo reversivel entre duas moléculas, a
biomolécula alvo a ser purificada e uma denominada ligante, que é em geral imobilizada por
ligagBes covalentes ao suporte sélido (matriz, fase estacionaria). A matriz comumente
empregada em cromatografia de afinidade € constituida por géis de agarose ou polimeros
sintéticos. Devido as limitacdes apresentadas por esses suportes solidos, como a transferéncia
de massa difusional, a partir da década de 90, comecaram a ser desenvolvidos membranas e
monolitos porosos adsortivos (BUENO & MIRANDA, 2005, ARORA et al., 2017).

Monolitos podem ser sintetizados a partir de mondmeros, materiais organicos ou
inorganicos ou precursores poliméricos e apresentam uma estrutura sélida continua. Quando
monolitos sdo sintetizados a temperaturas abaixo do ponto de congelamento do solvente
(normalmente entre -5 °C & -20 °C), eles sdo chamados de criogéis e apresentam macroporos
interconectados. A formacdo de gelo, simultaneamente a reticulacdo dos mondmeros de sua
estrutura, é responsavel pela porosidade e tamanho de poros do criogel, provendo-lhe vantagens
como a possibilidade de operar em altas vazdes e baixa resisténcia ao escoamento de fluidos
(LOZINSKY et al., 2003; SUN et al., 2008; JAIN et al., 2013; ERTURK & MATTIASSON,
2014; BAKHSHPOUR et al., 2016).

Para emprego em cromatografia de afinidade, os criogéis monoliticos necessitam ser
derivatizados com ligantes os quais reconhecem e interagem com residuos ou regides
especificas da biomolécula alvo (BARROSO et al., 2013). A especificidade dos ligantes,
aliadas as propriedades dos monolitos, torna estes adsorventes uma fase estacionaria adequada
para purificacdo de bioprodutos como DNA, RNA, virus, polissacarideos, proteinas e peptidios
(ARRUA & IGARZABAL, 2011).
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Os ligantes em cromatografia de afinidade podem ser classificados como biospecificos
ou pseudobioespecificos, e apesar de diversos terem sido estudados, poucos sdo realmente
utilizados em escala industrial. Os ligantes bioespecificos sd&o moléculas que possuem alta
especificidade pela biomolécula alvo e sdo amplamente utilizados para purificacdo de
anticorpos, como as proteinas A, G e L, apesar de seu alto custo e de apresentarem maior
complexidade de imobilizacdo, quando comparado aos pseudobioespecificos. Outras
desvantagens dos ligantes bioespecificos incluem alto risco de contaminagdo da biomolécula
alvo em caso de desprendimento do ligante da matriz e ciclos de vida mais limitados (ARNOLD
et al., 2006; SHENG & KONG, 2012; ARORA et al., 2017). Por outro lado, os ligantes
pseudobioespecificos compreendem moléculas de tamanho menor, de baixo custo e altamente
estaveis, tornando-os candidatos promissores como alternativa aos bioespecificos (LOWE &
PEARSON, 1984; VIJAYALAKSHMI, 1989; PRASANNA et al. 2015). Dentre os ligantes
pseudobioespecificos estudados para a purificacdo de anticorpos estdo os tiofilicos
(BAKHSHPOUR et al., 2014), os corantes (CHEN et al., 2018; VENUGOPAI et al., 2019), os
aminoéacidos e derivados de aminoacidos (BRESOLIN et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2015,
PAVAN et al., 2017) e os quelatos metalicos (VANCAN et al., 2002; RIBEIRO et al., 2008;
CARVALHO et al., 2014; MOURAO et al., 2016).

A cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC), introduzida por
PORATH et al. (1975), tem sido reportada na literatura como técnica para purificacdo de
biomoléculas, incluindo os anticorpos. IMAC baseia-se na interacdo entre um grupo doador de
elétrons acessivel na superficie de proteinas e um grupo receptor de elétrons, no caso os ions
metalicos quelatados. A interacdo ocorre por ligacdo de coordenacdo entre o ion metélico
quelatado e certos residuos de aminoacidos expostos na superficie de proteinas, como imidazol
da histidina e tiol da cisteina, mas também podem envolver ligacOes eletrostaticas, interacdes
hidrofobicas e forcas de van der Waals (BRESOLIN et al., 2009).

Os agentes quelantes também apresentam um efeito na adsorcéo da biomolécula, uma
vez que quanto mais polidentado for o agente quelante, mais estavel serd o complexo formado
com o ion metalico, porém menos sitios estardo livres para interagir com a proteina, logo a
mesma sera adsorvida mais fracamente. Desde o primeiro estudo de IMAC, o agente quelante
mais empregado e o tridentado &cido iminodiacético, ou IDA, porém h& outros tetra e
pentadentados tambem utilizados (UEDA et al., 2003; BRESOLIN et al., 2009; CHUENG et
al., 2012). Ja os ions metalicos podem interagir com grupamentos diferentes presentes nas
proteinas, sendo os Cu?*, Ni?*, Co%*, Zn?*, AIF*, Ca?>* e Fe*" os mais utilizados em IMAC
(SULKOWSKI, 1989; BRESOLIN et al., 2009).
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Quelatos metalicos, ao contrério dos ligantes bioespecificos como a proteina A, G e L,
proporcionam eluicdo da molécula alvo em condi¢fes brandas, minimizando o risco de
desnaturacdo (GARBERC-POREKAR & MENART, 2001) Além disso, em muitos casos,
IMAC propicia alto grau de pureza da biomolécula alvo, podendo ultrapassar os 90%
(VANCAN et al., 2002; BRESOLIN et al., 2009; BAKHSHPOUR et al., 2016). Essas
vantagens, aliadas ao seu baixo custo, tornam a IMAC um método excelente de purificacdo, e
com as pesquisas e o desenvolvimento de novas matrizes, o interesse industrial por esta técnica
tem crescido.

Apesar de muitos trabalhos reportados na literatura terem demonstrado o potencial da
técnica de IMAC para purificacdo de 1gG de diferentes fontes (BODEN et al., 1995; VANCAN
etal., 2002; SERPA et al., 2005; RIBEIRO et al., 2008; BRESOLIN et al., 2010; PRASANNA
e VIJAYALAKSHMI, 2010, UYGUN et al., 2012; PAVAN et al., 2014; MOURAO et al.
2016), estudos envolvendo criogéis como matrizes de IMAC séo escassos (BAKHSHPOUR et
al., 2016). Dessa forma, o estudo envolvendo matrizes compostas por criogeis, aliadas aos

quelatos metalicos para purificacdo de IgG a partir do soro bovino, reveste-se de relevancia.

1.2 Objetivo

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de uma fase estacionaria a base de
poliacrilamida (PAAmM) e alginato (Alg) para emprego em cromatografia de afinidade por ions
metalicos imobilizados (IMAC), visando a purificacdo de IgG bovina. A fase estacionaria
consistiu de criogel monolitico PAAmM-Alg que foram sintetizados, caracterizados e
posteriormente derivatizados com o agente quelante IDA. O efeito dos ions metalicos de
transicdo cobre e niquel foi investigado em termos de seletividade e rendimento, quanto o
potencial de utilizacdo em purificar 1gG a partir do soro bovino.

1.3 Etapas realizadas para atingir o objetivo proposto

A pesquisa foi dividida em cinco etapas: 1) preparagdo do criogel (monolito PAAm-
Alg-AGE) e imobilizagdo do agente quelante IDA; 2) Caracterizacgdo do criogel e medida da
densidade de ions metalicos imobilizados; 3) Purificagdo de 1gG a partir do soro bovino em
criogéis quelatados com IDA-Cu?* e IDA-Ni?*; 4) Determinagéo da cinética e da capacidade
dindmica de adsor¢do de blgG no criogel com e sem o ion metalico quelatado 5) Obtencao de
dados de adsorcdo de blgG no equilibrio para determinagdo de isotermas e de pardmetros

termodinamicos nas melhores condi¢fes encontradas na etapa anterior.
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Na primeira etapa o criogel PAAmM-Alg-AGE foi sintetizado e, em seguida o agente
quelante IDA foi covalentemente imobilizado.

A segunda etapa teve como objetivo caracterizar o adsorvente. Para tanto, foram
determinados: a) capacidade de absorcdo de agua; b) porosidade; c) morfologia; d)

determinacéo da quantidade de Cu?* e Ni?* quelatado.

Figura 1 - Etapas 1 e 2 Preparacdo e caracteriza¢ao da fase estacionaria.
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Fonte: Autor (2020)

Na terceira etapa foram realizados ensaios cromatograficos visando a purificacdo de
IgG presente no soro bovino (Figura 2). Para isso, executou-se 0s seguintes passos: a) ensaios
cromatograficos em PAAmM-Alg-AGE-IDA-Me?* (nos quais Me?* sdo fons cobre ou niquel)
alimentando soro bovino diluido em diferentes sistemas tamponantes. Experimento de controle
foi realizado no criogel PAAm-Alg-AGE-IDA (sem ion metélico quelatado) na melhor
condicgdo encontrada nos experimentos anteriores; b) analise qualitativa e quantitativa de blgG
nos pools das fracdes cromatograficas por eletroforese SDS-PAGE e imunodifusdo radial.
Foram determinados o grau de pureza e o fator de purificagéo.

Na quarta etapa (Figura 3) foram realizados ensaios para avaliar a capacidade

dindmica do criogel por meio das curvas de ruptura na melhor condi¢cdo tamponante
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determinada na etapa anterior. Ensaios cinéticos de adsorcdo de blgG em diferentes
concentragOes foram realizados visando calculo de parametros de modelos cinéticos de pseudo-

primeira ordem, pseudo-segunda ordem e Weber-Moris.

Figura 2 - Etapa 3: Ensaios cromatograficos com soro bovino e quantificagao
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Fonte: Autor (2020)

Figura 3 - Etapa 4: Capacidade dinamica e cinética de adsorc¢do de blgG em concentragdes

diferentes
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Fonte: Autor (2020)

Na quinta etapa foram efetuados experimentos de adsorcao de blgG no equilibrio para
determinacéo de isotermas de adsorcdo e obtencdo de parametros dos modelos de Langmuir
(capacidade maxima de adsorgdo, gq* e constante de dissociacdo, Kq) e Langmuir-Freundlich
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(9*, KaLr e coeficiente de cooperatividade, n), pardmetros estes importantes para ampliagdo de
escala (Figura 4).

Figura 4 - Etapa 5: Determinag¢do de isotermas de adsorcdo e obtencdo dos pardmetros
termodinamicos
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25

CAPITULO 2: REVISAO BIBLIOGRAFICA

Na revisdo bibliogréafica serdo abordados os seguintes topicos: estrutura e funcéo da
imunglobulina G e alguns métodos empregados para sua purificacdo, incluindo IMAC, técnica
descrita posteriormente, com seus fundamentos e aplicacdes. No tOpico seguinte serdo
abordados fundamentos sobre criogéis monoliticos e seu emprego como fase estacionaria em
cromatografia de afinidade, além de estrutura, propriedades e a reticulacdo do alginato em
condigdes criogénicas como forma de prover melhores caracteristicas ao suporte sélido. Serdo
discutidos os fundamentos das isotermas de adsor¢do, dos modelos cinéticos e das curvas de

ruptura. Este conjunto de conceitos sdo necessarios para o melhor entendimento do trabalho.

2.1 Imunoglobulina G (1gG): estrutura, funcéo e técnicas cromatograficas empregadas
na purificacéo

Imunoglobulinas (anticorpos) sdo glicoproteinas que constituem parte do sistema
imunoldgico de vertebrados, expressas pelos linfocitos B em resposta a presenca de antigenos
especificos, atuando na inativacdo dos mesmos. Em sua estrutura estdo presentes sitios de
ligagdes, denominados epitopos, que possuem a funcdo de reconhecer estes antigenos,
formando complexos e posteriormente desencadeando sistemas efetores para sua eliminagéo
(JANEWAY et al., 2001; ALBERTS et al., 2008).

Anticorpos podem ser policlonais ou monoclonais. Os anticorpos policlonais s&o
produzidos por diferentes clones de células, e 0s monoclonais sdo produzidos por um Unico
clone, estes possuindo caracteristicas idénticas entre si. O sistema imunolégico bovino produz
trés isotipos de imunoglobulinas, IgA, 1gG e IgM que se diferem em estrutura, massa molar,
em carga, em atividade bioldgica e composi¢cdo de aminoécidos, apesar de serem constituidas
de cadeias polipeptidicas leves (L) e pesadas (H) (BROOKS et al., 2014; LE et al., 2016).

Estudos indicam que as imunoglobulinas do soro humano e do soro bovino séo similares
estruturalmente e podem ser analisadas de forma andloga (BUTLER, 1985; LARSON, 1992).
No plasma bovino, a 1gG divide-se em duas subclasses a 1gG; e a 19G2, sendo a primeira a mais
abundante chegando a 81% de sua composi¢do, conforme demonstra a Tabela 1
(STELWAGEN et al., 2008). A 1gG bovina (blgG) é uma glicoproteina de massa molar de 150
kDa (82 a 96% de aminoacidos e 4 a 18% de carboidratos), formada por duas cadeias pesadas,
cada uma com 50 kDa, e duas cadeias leves de 25 kDa cada, unidas por meio de ligacdes

dissulfeto e por intera¢bes ndo covalentes, o que proporciona a molécula uma conformacéo na
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forma de “Y”, como demonstrado na Figura5 (HAMILTON, 2001; HOLT et al., 2003). As
cadeias leves (L) e pesadas (H) possuem em comum um dominio varidvel (VL e Vh), mas
diferem no nimero de dominios constantes, um para a primeira e trés para a segunda no qual
cada dominio possui cerca de 110 aminoacidos. As cadeias leves se diferenciam em dois tipos
K (capa) ou A (lambda), dependendo dos aminoacidos que constituem as regides constantes
(BROOKS et al., 2014).

Figura 5 - Estrutura da imunoglobulina G
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Fonte: Adaptado de JANEWAY, 2014

Tabela 1 - Concentracdo média de proteinas no soro, leite e colostro bovino

Concentracdo em mg/mL % total de proteinas
Proteina Soro Leite Colostro Soro Leite Colostro

1gG1 11,2 0,58 46,4 9,19 441 37,51
19G2 9,2 0,055 2,87 7,55 0,41 2,32

IgA 0,37 0,081 5,36 0,30 0,61 4,33

IgM 3,05 0,086 6,77 2,50 0,64 5,47
Albumina 33,4 0,036 2,2 27,40 0,26 1,78
Transferrina 64,7 12,3 60,1 53,06 93,67 48,59

Fonte: Adaptado de BUTLER, 1983

As cadeias polipeptidicas variaveis leves e pesadas juntas, em sua por¢do amino
terminal, formam a regido no qual o antigeno sera reconhecido de forma complementar,
chamada Fab, ou seja, constituem os sitios de ligacdo no qual o antigeno interage com o

anticorpo. Por serem altamente dependentes dos aminoacidos que as constituem, adquirem a
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caracteristica de serem especificas e se diferenciarem por molécula. Ligado pela regido flexivel,
encontra-se o dominio Fc, formado apenas por cadeias constantes pesadas, sendo responsavel
pela ativacdo dos sistemas efetores do sistema imunoldgico, que acarretardo a destruicao
posterior do antigeno (INDYK et al., 2008; ALBERSTS, 2017).

As regides Fab e Fc se diferem em fungdes, o dominio Fc é responsével por algumas
atividades bioldgicas, como ativagdo do complemento, por outro lado o dominio Fab é o
responsavel por reconhecer antigenos (BROOKS et al., 2014). Devido a essas funcdes, estudos
reportam que a IgG proveniente do soro bovino possui vastas aplicacfes em seres humanos,
desde tratamento de doencas entéricas causadas por virus provenientes de suinos (SCHALLER
etal., 1992; SARKER et al., 1998), no controle dos niveis de aminoacidos essenciais no plasma
sanguineo (Shaw et al., 2016) até na dieta infantil com a finalidade de combater a gastrite
(OONA et al., 1997), infeccOes respiratorias e diarréia (UCHIDA et al., 2010 SAAD et al.,
2016). Em adultos portadores do virus HIV, Asmuth e colaboradores constataram em 2013,
que a administracdo da 1gG bovina oral aumentou o nimero de hemoglobina e células CD4+
no sangue, em outro estudo realizado no ano de 2015, Odong e colaboradores obtiveram o

mesmo resultado, porém observaram além disso, um aumento no peso dos portadores.

2.1.1  Purificagéo de IgG bovina

A 1gG bovina (blgG) é comumente utilizada pelas industrias farmacéuticas, de
cosmeéticos, alimenticias e de diagnésticos médicos. Devido ao aumento da demanda ano ap6s
ano, sdo necessarias novas técnicas de separacdo de blgG que exijam menos etapas, possuam
menor custo e que atinjam uma pureza elevada. Em escala industrial, os métodos mais
comumente utilizados para a purificacdo sdo a precipitacdo, por meio do ajuste de algumas
propriedades da solucdo (OUTINEN et al., 1996), filtracdo em membranas (ZYDNEY, 1998)
e técnicas de adsorcdo seletiva (GURGEL et al., 2000), porém todos sdo processos que exigem
outras etapas subsequentes, o que eleva o custo e o tempo para sua producéo.

Segundo dados do Transparency Marketinkg Research, a demanda de derivados do soro
bovino deve ter um aumento anual de 5,8% no periodo de 2017 a 2025, passando de uma
receita de US$ 1.404,9 milhGes em 2017 para US$ 2.198,8 milhGes no final de 2025, tendo a
IgG como a fragdo mais comercializada. Este aumento, se deve principalmente, pela industria
alimenticia, impulsionado pela necessidade de alimentos mais nutritivos. Outro fator
significativo é o avanco da tecnologia de coleta e processamento do sangue bovino.

Com a finalidade de atender essa demanda de blgG foram desenvolvidos métodos de
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purificacdo alternativos aos ja aplicados industrialmente, uma vez que o0 soro bovino é um meio
complexo composto por outras proteinas como albumina e transferrina. Alguns métodos
reportados na literatura sdo: extracdo da blgG através de micelas reversas (SU & CHIANG,
2003), cromatografia de troca-idonica (Ql etal., 2001; DOULTANI et al., 2004), cromatografia
de interacdo mista (YANG & GENG, 2011), cromatografia de intera¢do hidrofobica (KOISOR
et al., 2013) e de afinidade utilizando a proteina G como ligante (WU & XU, 2009).

Porém, alguns destes métodos de separacdo necessitam de um nimero grande de etapas
gerando baixos rendimentos. Por exemplo, na cromatografia de troca ionica, a adsor¢do pode
ser dificultada devido as subclasses (blgG: e blgG2) encontradas da IgG no soro bovino e estas
possuirem ponto isoelétrico entre 5,5 a 8,3 (HAHN et al., 1998; DONG et al., 2013). Na
cromatografia de afinidade utilizando os ligantes bioespecificos como a proteina A e G, que
apesar de proporcionarem purezas elevadas de blgG, chegando a 90% (CHEN & WANG,
1991), possuem custo também elevado (ARORA et al., 2017).

Contudo, os métodos cromatograficos ainda sdo os mais utilizados para a purificacao
de IgG do soro bovino visando um nimero menor de etapas, ou até mesmo uma unica etapa, e
a cromatografia de afinidade mostra-se a mais promissora, mesmo que em escala laboratorial
(BILLAKANTI et al., 2014). Em busca de superar obstaculos e tornar o0 método ainda mais
eficiente, simples, com menor custo e possibilitar sua ampliacéo para larga escala, estudos vém
sendo realizados, como por exemplo, substituindo os ligantes bioespecificos pelos
pseudobioespecificos (KONECNY etal., 1994; DAOUD-ATTIEH et al., 2013; BILLAKANTI
etal., 2014).

Alguns ligantes pseudobioespecificos reportados na literatura, como por exemplo os
aminoacidos histidina e o imidazol (POURROSTAM-RAVADANAQ et al., 2020), peptideos
(BILLAKANTI et al., 2014) e os ions metalicos imobilizados (FUKUMOTO et al., 1994) tem
possibilitado capturar a 1gG do soro bovino. Ligantes pseudobioespecificos apresentam
vantagens de possuirem menor tamanho, baixo custo, melhor estabilidade quimica e fisica sob
condicdes de alta forca idnica e alto e baixo pH (ROQUE et al., 2007; PRASANNA et al., 2015;
ARORA et al., 2017).

2.2 Cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC)

IMAC foi introduzida por Porath e colaboradores em 1975, decorrente dos resultados
de um estudo de separacdo de metaloproteinas em um adsorvente utilizando ions metalicos

quelatados ao agente quelante IDA. A IMAC baseia-se no principio de separacéo que explora
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a formacdo de ligaces de coordenacdo entre os ions metalicos imobilizados em um suporte
solido e residuos de aminoacidos expostos na superficie de biomoléculas em solugdo. Os ions
metalicos sdo imobilizados por meio de um agente quelante acoplado a matriz por ligagdes
covalentes que atuam como &cidos de Lewis (PORATH, 1992; GUTIERREZ et al., 2007;
BRESOLIN et al., 2009; CHEUNG et al., 2012).

Desde que foi introduzida, IMAC tem sido amplamente utilizada, sendo eficiente na
purificacdo de peptidios, proteinas recombinantes e ndo recombinantes (LI et al., 2014), na
remocao de endotoxinas (ZIMMERMAN et al, 2006) e na purificacdo de células (TETALA et
al., 2013) e horménios (MOONEY et al., 2014). Suas diversas aplicacdes estdo ligadas as suas
vantagens e versatilidade; a Tabela 2 apresenta algumas caracteristicas da IMAC em

comparacao a outros métodos de purificacao.

Tabela 2 - Comparagao de IMAC com outras cromatografias de adsor¢ao

Propriedade IMAC Afinidade IEC HIC
Capacidade alta (média) baixa Alta alta (média)
Recuperacao alta média Alta Média
Injecéo branda branda Branda pode ser drastica
Eluicéo branda dréastica Branda Branda
Regeneracao completa incompleta Completa Incompleta
Seletividade média-alta alta baixa-média baixa-média
Custo baixo alto Baixo Baixo

IEC: Cromatografia de Troca I6nica
HIC: Cromatografia de Interacdo Hidrofébica

Fonte: Adaptado de CHAGA, 2001.

Para alcancar a alta seletividade com esta técnica, deve-se escolher adequadamente o
ion metélico, o valor de pH do meio, o agente quelante, a concentracdo e a forca idnica do
tampdo utilizado (UYGUN et al., 2012). Uma vantagem dessa técnica é a possibilidade de
imobilizar diferentes ion metalicos que possuem afinidades distintas pelos residuos de
aminoéacidos presentes na superficie da proteina. Outra vantagem estd na possibilidade da
coluna ser regenerada completamente ap0s o uso, permitindo novos ciclos de purificacdo com
diferentes ions metalicos. Além do apresentado na Tabela 2, IMAC também possui a vantagem
de poder ser utilizada em diferentes etapas do processo de recuperacdo e purificagcdo de
biomoléculas, da captura ao polimento final (PORATH, 1988; CHAGA, 2001).

Apesar de possuir propriedades vantajosas, IMAC apresenta algumas limitagdes como
a possibilidade de desprendimento do ion metalico quelatado, podendo contaminar a proteina
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de interesse, devido a toxicidade destes elementos (CHEUNG et al., 2012). Ha também risco
da proteina capturar o ion metélico, influenciando na sua fungéo biol6gica negativamente. Este
fendmeno ocorre quando ha uma intensa afinidade entre o ion metalico imobilizado e a proteina,
processo denominado MIT (Metal lon Transfer in Protein) (PORATH, 1992; BRESOLIN et
al., 2009).

2.2.1  Principios basicos da IMAC

IMAC ¢é uma técnica de separacdo no qual tem como principio a diferenca de afinidade
de grupamentos doadores de elétrons localizados na superficie das proteinas por ions metalicos
imobilizados em um suporte solido derivatizado com um agente quelante. Essa afinidade
depende dos sitios de coordenacdo disponiveis para ligacdo nos ions metalicos quelatados
(receptores de elétrons) e dos residuos de aminoacidos presentes na proteina (doadores de
elétrons), sendo os principais 0s grupamentos imidazol da histidina, tiol da cisteina e indol do
tripofano (PORATH et al., 1975; CHAGA, 2001; BRESOLIN et al., 2009; CHUENG et al.,
2012; SPRIESTERSBACH et al., 2015).

O complexo agente quelante e ion metalico € formado quando ions metalicos em
solucdo sdo alimentados na coluna. Estes ions metalicos possuem maior afinidade pelos sitios
de coordenacdo presentes no agente quelante, deslocando os ions e contra-ions do sistema
tamponante que estavam ligados fracamente a essas moléculas. Assim, forma-se o complexo
agente quelante-ion metalico, capaz de promover a interacdo. A forca de ligacdo entre o ion
metalico e a proteina é variavel dependendo da molécula, e essa carcteristica pode ser explorada
para uma separacdo mais efetiva (PORATH et al., 1975; CHAGA, 2001; BRESOLIN et al.,
2009; CHEUNG et al., 2012). A Figura 6 esquematiza o procedimento cromatografico em
IMAC.

Em IMAC, a etapa de adsorcéo é realizada em condicoes tamponantes especificas, de
diferentes naturezas, faixas de pH e forca ibnica. Devem ser evitados 0s sistemas tamponantes
gue possuem alta afinidade por ions métalicos, como tricina e critato, pois podem desprendé-
los da matriz. Na etapa de adsor¢do, uma solucgdo proteica é alimentada na coluna, na qual as
moléculas que possuirem afinidade pelos ions metélicos serdo adsorvidas, e as que néo
interagiram ou interagiram fracamente serdo retiradas na etapa de lavagem, realizada
posteriormente, em geral com 0 mesmo sistema tamponante que promoveu a adsorcdo. Para a
eluicdo das moléculas adsorvidas, podem ser utilizados agentes competidores, como o imidazol,

ou também por meio do abaixamento de pH, protonando os grupos doadores de elétrons da
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proteina. Para a regeneracédo da coluna é comummente utilizado um agente quelante mais forte,

como 0 EDTA, removendo todo o ion metélico quelatado da coluna, permitindo a realizacéo de
um novo ciclo (UEDA et al., 2003; GUITERREZ et al., 2007; BRESOLIN et al., 2009).

Figura 6 — Mecanismo de adsor¢do em IMAC
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Fonte: Adaptado de UEDA et al., 2003

Escolha dos ions metalicos

O maior limitante para a escolha de um ion metalico em IMAC é ele possuir a

capacidade de interagir com proteinas. Com base no principio de acidos e bases duros e moles

(HSAB — hard and soft acids and bases), descrito por Pearson em 1973, pode-se classificar os

ions metalicos em trés categorias, tendo base sua capacidade de interagir com nucleofilos,
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sendo: duros (K*, Fe®*, Ca2*, AI*"), intermediarios (Cu?*, Co?*, Ni?*, Zn?*) e moles (Cu*, Hg?*,
AgH). lons metélicos classificados como é&cidos duros coordenam de forma estavel bases duras,
por exemplo atomos de oxigénio e nitrogénio alifatico, os intermediarios coordenam de forma
estavel bases intermediarias, como o nitrogénio e enxofre, e os moles coordenam de forma
estavel bases moles, preferencialmente atomos de enxofre. De forma geral, os ions metalicos
mais utilizados em IMAC sdo Fe®*, Co?", Ni?*, Cu?*, Zn?*, APF* e Ca?" (CHAGA, 2001;
GUTIERREZ et al., 2007; BRESOLIN et al., 2009; CHUENG et al. 2012).

No estudo realizado por Sulkowski em 1989, foi demonstrado que quando ions
metélicos sdo quelatados ao &cido iminodiacético (IDA), estes interagem preferencialmente
com residuos de histidina por meio do par doador de elétrons presentes no anel imidazol de sua
estrutura, e que também, o grau de interacdo é ampliado com o crescente numero de residuos
de histidinas expostos na superficie da proteina. Os residuos de triptofano e cisteina também
contribuem para a interacdo, porém de forma mais restrita, com o primeiro tendo seu efeito
minimizado caso haja também a presenca de histidina na estrutura, e o Ultimo com a interacéo
limitada a sua forma reduzida. Foi analizado também a forca de retencdo de proteinas em ions
metalicos de transicio, que seguem a ordem: Cu?* > Ni?* > Zn?* = Co?*, porém em termos de
seletividade, pode ou ndo seguir nessa ordem. A Tabela 3 apresenta a interacdo dos ions
metalicos de transicdo pelos residuos de aminoacidos presentes na superficie da proteina
(UEDA et al., 2003; BRESOLIN et al., 2009).

Tabela 3 - Afinidade do complexo proteina-IDA-Me** baseado nos residuos de aminoécidos
acessiveis na superficie de proteinas

Ocorréncia de residuos histidina ou Retencdo de proteinas nos quelatos
triptofano na superficie de proteinas IDA-Me?*
Auséncia de histidina ou triptofano N&o ha
Uma histidina Cu?*
Mais de uma histidina Cu?*, Ni?*
Cluster de histidina Cu?*, Ni?*, Zn?*, Co?*
Varios triptofanos, auséncia de histidina cu®

Fonte: Adaptado de BRESOLIN et al., 2009

Agindo como acidos de Lewis em meio aquoso, os ions metalicos formam um complexo
de coordenagdo com um agente quelante, devido aos seus pares de elétrons disponiveis para

interacdo. Este complexo € chamado de centro de adsor¢do em IMAC, e é influenciado pela
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polaricdo das moléculas envolvidas, eletronegatividade, tipo de ligacdo, disponibilidade de
elétrons entre outros. Com isso, além do ion metélico, a escolha do agente quelante correto é
também requerida para a fase estacionaria, uma vez que suas propriedades influenciam o
complexo formado, bem como a adsorcdo de proteinas (PORATH et al., 1975; BEITLE &
ATAAI, 1992; WONG et al., 1991; UEDA et al., 2003; BRESOLIN et al., 2009).

2.2.3  Escolha do agente quelante

Devido a presenga de atomos doadores de elétrons em sua estrutura (nitrogénio,
oxigénio e, menos frequente, o enxofre), os agentes quelantes acoplados a matriz
cromatografica sdo capazes de coordenar ions metalicos, atuando como bases de Lewis,
formando os quelatos metalicos (PORATH, 1988; GABERC-POREKAR & MENART, 2001).
Em meio aquoso, os sitios de coordenacao nao quelatados pelos ions metalicos serdo ocupados
por moléculas de &gua, podendo ocorrer alguma interacdo com a proteina (PORATH, 1975;
CHAGA, 2001).

Os sitios de coordenacdo também sdo responsaveis pela classificacdo dos agentes
quelantes. Moléculas com trés sitios disponiveis para quelatar um metal sdo chamados de
tridentados, com quatro, tetradentados e com cinco, pentadentados. Quanto maior o nimero de
atomos disponiveis para doar elétrons, ou seja, quanto maior o nimero de “dentes”, mais estavel
sera o centro de adsorcdo formado pelo agente quelante e ion metalico, porém menor sera a
interacdo do ion metélico com as proteinas, uma vez que um menor nimero de sitios de ligacdo
estardo disponiveis para interacdo (PORATH, 1975; PORATH & OLIN, 1983; CHUENG et
al., 2012).

Os agentes quelantes mais utilizados em IMAC sdo o tridentato IDA (&cido
iminodiacético) (UEDA et al., 2003; AQUINO et al., 2006; GUTIERREZ et al., 2007), os
tetradentados TREN (tris-2-(aminoetil)amina), NTA (acido nitrilotriacético), CM-Asp (&cido
aspartico carboximetilado) (HART et al., 2002; BRESOLIN et al., 2010; PAVAN et al., 2014;
MOURAO et al., 2017) e o pentadentado TED (tris(carboximetil)etilenodiamina) (BRESOLIN
etal., 2010; GOES et al., 2010). De acordo com PORATH (1988) a sequinte ordem de afinidade
do quelato & proteina é observada: IDA-Me?* > NTA-Me?* > CM-Asp-Me?* > TED-Me?", ja
que a capacidade de adsor¢édo segue a ordem contraria. Com isso, quanto maior a afinidade do
ligante a proteina, menor serd a capacidade de adsorcao do quelato metalico (CHAGA, 2001;
BRESOLIN et al., 2009).

O agente quelante IDA (Figura 7) foi introduzido por Porath em 1975, e continua sendo
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bastante empregado atualmente devido ao seu baixo custo e facil disponibilidade (GUITERREZ
et al., 2007). Por ser tridentado (um &tomo de nitrogénio e dois de oxigénio disponiveis para
coordenacado), ocupa trés sitios do ion metalico, deixando livre, geralmente, outros trés sitios
para interacdo com a proteina.

Sharma & Agarwal (2002), estudaram a influéncia de fatores como a forga ibnica, pH
e a concentragdo dos ions metalicos sobre o IDA e outros agentes quelantes, e segundo o estudo,
para 0 Cu?* a capacidade de quelatagdo do IDA atingiu 0 maximo em pH igual a 4,0 (45,7
umol/mL gel), e para pH igual a 5,0 houve uma reducao significativa (31,1 pmol/mL gel). Foi
constatado que a capacidade de imobilizacdo do quelato estd diretamente ligada a sua
estabilidade. Para o Ni** a capacidade maxima foi encontrada no pH igual a 7,0, e valores
menores de pH reduziram a capacidade de imobilizacdo. Segundo os autores, a competicao
entre o ion de hidrogénio e o ion metalico em meio acido pode ter sido responsavel por este
comportamento. A forca ibnica, por sua vez, quando elevada pode diminuir também as ligacdes

de coordenacdo entre o ion metalico e 0 agente quelante.

Figura 7 - Estrutura proposta da coordenacdo do agente quelante IDA imobilizado em uma
matriz cromatografica (M) e com um fon metalico (Me?*) em meio aquoso
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Fonte: Adaptado de GABERC-POREKAR e MENART, 2001.

2.2.4  Adsorcdo e dessorcdo de proteinas em IMAC e regeneracao da matriz

Em IMAC a interacdo entre proteina e quelato metalico pode ocorrer de formas
diferentes (Figura 8), envolvendo além das interagdes de coordenacdo, as eletrostaticas, de
carga induzida e hidrofobicas. Essas interacdes séo influenciadas pelo sistema tamponante
escolhido como fase movel, dependendo tambem da sua forca idnica e do seu valor de pH
(SHARMA & AGARWAL, 2001; UEDA et al., 2003; BRESOLIN et al., 2009).

Adigdo de sais em altas concentracdes faz com que as ligagdes de coordenacdo se
sobressaiam sobre as eletrostaticas, uma vez que essas interagdes ocorrem entre as regides

carregadas positivamente na superficie da proteina e a nuvem de cargas negativas provenientes
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da solvatacdo dos quelatos metalicos pela agua (PORATH & OLIN, 1983). Por outro lado,
quanto menor a forca idnica do tampao, mais intensas serdo as interagdes eletrostaticas em
relagdo as de coordenacdo (GUITERREZ, 2007).

Em relacéo ao sistema tamponante, em IMAC, com exce¢do dos tampdes que possam
interagir com ions metélicos fortemente como a tricina e o citrato, pode-se utilizar todos o0s
tampdes tradicionalmente utilizados na cromatografia liquida. Porém, os mais empregados séo
0s zwiteridnicos, acido 3-[N-morfolino]propanossulfonico (MOPS), é&cido e-[N-
morfolino]etanossulfonico (MES) e acido N-[2-hidroximetil]piperazina-N’-[2-
etanolssufonico] (HEPES) (WINZERLING et al., 1992), o positivamente carregado Tris-HCI
e 0 negativamente carregado fosfato de sédio (NaP) (TODOROVA & VIJAYALAKSHMI,
2006).

Figura 8 — Diferentes tipos de interagdo entre a proteina e o ion metélico quelatado.
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(a) interacdo eletrostatica e de carga induzida, (b) ligacdo de coordenacéo e (c) ligacdo
covalente. Me: ion metalico; S: Matriz cromatogréafica (suporte sélido); Pr: Proteina.
Fonte: Adaptado de VIJAYALAKSHMI, (1989) e HAMACEK, (2020).

A etapa de eluicdo das proteinas adsorvidas a coluna pode ser realizada adicionando
agentes competitivos, alterando o valor de pH, pela adi¢do de um agente quelante mais forte a
fase movel, como por exemplo o EDTA e pelo aumento da forga i6nica da fase movel
(KAGEDAL, 2011). Quando realizada com um agente competidor como histidina, histamina,
glicina ou imidazol, a dessorcéo ocorre pela maior afindade do tampé&o ao sitio de ligacéo que
a proteina esta adsorvida. Neste processo, o tampao deslocara a proteina e esta sera dessorvida,
ndo ocorrendo mudangas no pH, preservando a atividade da biomolécula retida. Contudo,
requer uma etapa a mais no processo de purificacdo para remover o agente competitivo (WONG
etal., 1991; BEITLE & ATAAI, 1992).

Quando realizada por abaixamento de pH, a dessor¢do é controlada pelo
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enfraquecimento da ligacdo quelato metélico e proteina, por meio da protonagdo dos grupos
doadores dse elétrons dos residuos de aminodcidos presentes na superficie da molécula
adsorvida. Situacdo ndo recomendada para proteinas sensiveis a baixos valores de pH
(PRASANNA e VIJAYALAKSHMI, 2010). Normalmente o deslocamento entre o complexo
ion metalico-proteina feito por um agente quelante mais forte, por exemplo 0 EDTA, é utilizado
para etapa de regeneracdo da coluna, etapa posterior a eluicdo, que prepara a coluna para um
novo ciclo cromatografico. Porém pode haver casos em que a interacdo entre proteina-ion
metalico € tdo forte que a Unica forma de remove-la da fase estacionaria € utilizando um agente
quelante ainda mais forte como o DTPA (&cido dietilenotriaminopentaacético) (WONG et al.,
1991; BEITLE e ATAAI, 1992; BRESOLIN et al., 2009).

2.2.5 Matriz cromatografica em IMAC

As matrizes cromatograficas classicas de IMAC séo baseadas em particulas esféricas
porosas que consistem em uma estrutura porosa permeavel a biomoléculas, sendo comumente
empregado géis de agarose (UEDA et al., 2003; GUTIERREZ et al., 2007; BRESOLIN et al.,
2009). A principal exigéncia na escolha de uma matriz cromatogréafica é que ela seja hidrofilica
para que ndo haja adsorcdo nao especifica de biomoléculas (GABERC-POREKAR &
MENART, 2001). Outras caracteristicas essenciais para a fase estacionaria sdo a presenca de
grupos funcionais para ativacdo e posterior imobilizacdo dos ligantes, além de alta resisténcia
mecanica, area superficial, porosidade elevadas e estabilidade em amplas faixas de pH
(PORATH & OLIN, 1983; PORATH, 1988; UEDA et al.,2003; GUTIERREZ et al., 2007;
BRESOLIN et al., 2009).

As primeiras matrizes cromatogréaficas utilizadas em IMAC foram particulas esféricas
de de agarose. Neste tipo de matriz, a biomolécula a ser purificada é transportada até o sitio de
adsorcdo por difusdo e, ainda, quando estes géis sdo operados a altas vazGes, podem formar
caminhos preferenciais, dificultando o seu uso em escala industrial (WONG et al., 1991;
GAGNON, 2012). Para contornar esses problemas, outras matrizes alternativas foram
propostas, como as membranas e 0s monolitos, pois suportam vazdes mais elevadas,
favorecendo a transferéncia de massa convectiva e permitem uma permeacao mais homogénea,
minimizando a formacao de caminhos preferenciais (RIBEIRO et al., 2008; GAGNON, 2012,
ORRetal., 2013; SVEC & LV, 2015; MEMIC et al., 2019; BOl et al., 2020; LALLI et al.,
2020).

Nos Ultimos anos 0s monolitos macroposos tém sido bastante empregados, uma vez que,
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em comparacdo as membranas, possuem maior capacidade de adsor¢do volumétrica por ciclo
utilizado, diminuindo o tempo do processo, além de que, devido a alta porosidade, a perda de
carga é quase desprezivel (PRASANNA & VIJAYALAKSHMI, 2010; CELEBI, 2017). A
sintese dos monolitos pode ser realizada a partir de diferentes materiais, sendo reportados o uso
de polimeros orgéanicos como glicidil metacrilato até materiais inorganicos como a silica
(BAKHSHPOUR et al., 2019) e também por técnicas distintas como resinas, xerogéis e 0s
criogéis (PODGORNIK & KRAJINC, 2012). Os criogéis apresentam caracteristicas relevantes
para uso como fase estacionaria em cromatografia para a purificacdo de proteinas, como poros
mais largos e suas melhores caracteristicas mecénicas em comparagd0 as matrizes
convencionais, como os materiais particulados e as membranas (VERGARA-BARBERAN et
al., 2019).

2.3 Criogéis monoliticos macroporosos

Monolitos tém sido utilizados como fase estacionaria na separacdo de biomoléculas
devido a sua baixa resisténcia a transferéncia de massa, que fez com que suas aplicacdes
aumentassem consideravelmente a partir dos anos 90 (PFAUNMILLER et al., 2013). Os
criogéis, com sua estrutura macroporosa, sdo de grande interesse para as industrias de
biomedicina, biotecnologia e farmacéutica, uma vez que permitem a purificagdo por fluxo
majoritariamente convectivo, tornando assim nos ultimos anos grande alvo de estudos
(BAKSHPOUR et al., 2019).

Criogéis sdo materiais no qual a gelificacdo ou polimerizacdo acontece em condicdes
criogéncias, em temperaturas entre -5 °C e -20 °C. A estrutura se forma através da parte
congelada (moléculas de agua ou solvente formadoras de poros) e da parte descongelada
(monbémeros, agente de reticulacdo ou iniciadores) Na sintese do material, a mistura de
mondmeros e iniciadores de polimerizacdo é levada para um freezer ou banho termostatico no
interior de tubos (Figura 9); a polimerizacdo ocorre na fase descongelada sob temperaturas
abaixo de zero, assim, na parte formada por agua ou solvente vado formando-se cristais de gelo
a medida que esta se solidifica. Apds o tempo de reagdo total, o criogel é exposto a temperatura
ambiente para o descongelamento de todos os cristais de gelo formados, deixando poros no
criogel, permitindo a formagdo dos macroporos interconectados (LOZINSKY et al., 2003;
BAKHSHPOUR et al., 2019; ERTURK & MATTIASSON, 2014).



Figura 9 - Representagdo esquematica da formacao de criogel.
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Fonte: Adaptado de HIXON et al., 2017.
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Criogeéis possuem propriedades que os permitem assumir diferentes formatos para

adaptar-se em diferentes aplicacfes, podendo ser membranas, monolitos ou esferas porosas

(Figura 10). Criogéis se diferenciam por suportarem altas vaz@es, possuirem uma estrurura

esponjosa e grande elasticidade. A Figura 11 demonstra a caracteristica elastica do criogel, no

qual foi comprimido em 90% do seu tamanho e depois ao ser adicionado 0,3 ml de 4gua em

cada etapa, retornou ao estado inicial. Essas propriedades, por sua vez, sdo fortemente

influenciadas por parametros como composicdo e temperatura de gelificacdo (ERTURK &

MATTIASSON, 2014; BAKHSHPOUR et al., 2019).

Figura 10 - Diferentes formatos de criogéis.

a) criogéis em forma de esferas, adaptado de LOZINSKY, 2014; b) criogéis em forma de
membranas, adaptado de SAYLAN & DENIZLI, 2019; c) criogéis em forma de mondlitos

adaptado de SHARMA et al., 2015.
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Figura 11 — Restauracdo da estrutura dos poros no criogel apds compressao

a) criogel comprimido em 10% do tamanho inicial; b) criogel reidratado em 40% do tamanho
inicial; c) criogel reidratado em 70%; d) criogel restaurado. Adaptado de SAVINA &
D’HOLLANDER, 2007.

A porosidade dos criogéis é uma caracteristica essencial, uma vez que o tamanho, a
densidade e a espessura dos poros influenciam diretamente em sua aplicagdo como suporte
solido. Outras propriedades como alta estabilidade e resisténcia mecénica, os diferenciam das
matrizes comumente utilizadas, tornando-os grandes atrativos na cromatografia liquida
(ERTURK & MATTIASSON, 2014; BAKHSHPOUR et al., 2019).

Para que seja possivel a aplicagdo do criogel como matriz em cromatografia de
afinidade, o criogel precisa ser funcionalizado, ativando-o para introduzir grupos reativos que
irdo permitir a imobilizacdo covalente do ligante no suporte sélido. Na literatura sdo reportadas
diferentes formas de introducéo de grupos reativos, um exemplo é a ativacdo por divinil sulfona
(DVS) (BAKHSHPOUR et al., 2014) que introduz no suporte solido grupamentos sulfona.
Outro exemplo, é a introducédo de grupos epoxi que é comumente feita por meio da ativagdo por
bisoxirano (MOURAO et al., 2019), ou epicloridrina (COMERT & ODABASI, 2014).

Outra forma também empregada para introducéo de grupos epoxi é por meio da adicao
de mondmeros de AGE (alil diglicidil éter) durante a sintese do criogel, tornando desnecessaria
a etapa de ativacdo, uma vez que o suporte solido ja& estd preparado para posteriores
modificagcdes quimicas. Apesar da adicdo direta deixar menos grupos epoxi reativos disponiveis
para imobilizacdo, demonstra-se vantajosa, pois alguns métodos de ativacdo podem ser
demorados, podem afetar a estrutura porosa do criogel, além de requerem cuidados devido a
toxicidade, podendo representar perigo a salide humana (ERTURK & MATTIASSON, 2014).

Bakhshpour e colaboradores em 2016, por exemplo, sintetizaram um criogel de
poli(hidroxietil) metacrilato utilizando poli(etileno imina) [PHEMA/PEI] como o agente
quelante para imobilizacdo de ions cobre com a finalidade de separar IgG do plasma humano.

As moléculas de PEI foram imobilizadas covalentemente no criogel PHEMA por meio da
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ligag&o entre os grupamentos hidroxila do poli(hidroxietil)metacrilato e os grupamentos amina
do poli(etileno imina). Variando a concentracdo do agente quelante, diferentes quantidades de
Cu?* foram quelatadas, tendo o valor maximo de 150 mg/L. Com a isoterma de adsor¢ao foi
possivel obter a quantidade maxima de IgG retida na fase estacionaria, que alcangou o valor de
72,28 mg/g do criogel.

Carvalho e colaboradores em 2014, utilizaram mondmeros de acrilamida e de
bisacrilamida para a sintese do criogel de poliacrilamida como fase estacionaria para uso em
IMAC, com o quelato IDA-Cu?* imobilizado. A finalidade deste estudo foi capturar lactoferrina
do permeado de soro de leite. Os autores observaram que variando a concentracéo de acrilamida
e bisacrilamida, houve alteracdo na quantidade e estrutura dos poros do criogel. Analisaram
também o efeito da presenca de grupamentos epoxi, por meio do alil-diglicidil-éter (AGE)
adicionados na sintese, concluindo que o criogel com AGE produz estruturas mais rigidas, além
de alterar também a morfologia dos poros.

As propriedades do criogel também podem ser alteradas por meio da utilizagdo de
diferentes monémeros em sua sintese. Em busca de prover melhores caracteristicas ao monolito
para ser utilizado como suporte sélido em cromatografia, foram reportados na literatura criogéis
sintetizados a partir de mondmeros de poli(hidroxietil metacrilato) (PHEMA) (BAKHSHPOUR
et al., 2016; SANTOS et al., 2018), poli(acido metacrilato) (BIBI et al., 2013), N-metacriloil-
(D-histidina éster metilico com 2-hidroxietil metacrilato (TEKINER et al., 2012), nano
particulas de ferro (NOIR, 2007; SAVINA et al., 2011), polipirrola/poli(vinil alcool) (BOBER
et al., 2019), acrilamida/bisacrilamida (PAAmM) (DEMIRYAS et al., 2007; CARVALHO et
al.,2014), acrilamida/bisacrilamida e alginato de s6dio (PAAm-Alg) (MOURAO et al., 2019;
MARCUZ et al., 2021).

A adicdo de mondmeros de alginato na sintese de criogéis monoliticos de poliacrilamida
foi reportada na literatura por Mourdo et al. (2019) e Marcuz et al. (2021). Os monolitos
sintetizados apresentaram boas caracteristicas para 0 emprego como matriz cromatogréfica na
separacdo de IgG proveniente do soro humano. A partir disso, a seguir seréo discutidas algumas
caracteristicas deste polissacarideo, que tornam seus monémeros interessantes para a sintese de

fase estacionaria em cromatografia liquida.

2.4 Alginato como material para sintese de fase estacionaria para uso em cromatografia
liquida

Alginato (Alg) é um termo denominado para uma familia de polissacarideos produzidos
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por algas marrons e bactérias, no qual é composto por blocos interconectados de (1,4) acido B-
D-manurdnico (estrutura M) e acido a-L-gulurdnico (estrutura G), formando diferentes
sequéncias, sendo elas GG, MM ou MG. A distribui¢do dos blocos M e G dependem do tipo e
do meio cultivado (no caso das bactérias) nas quais foi extraido, e para algas depende também
da sua idade. A Figura 12 apresenta as conformacgfes assumidas pela estrutura do alginato
(DONATI & PAOLETT]I, 2009; JEJURIKAR, et al., 2012).

E conhecido que os sais monovalentes de alginato se reticulam na presenca de cations
divalentes ¢ trivalentes criando uma estrutura denominada “caixa de ovo” (Figura 13), pois em
condicdo de temperatura ambiente, os blocos G tendem a alocar estes cations em seu centro,
criando cavidades eletronegativas, resultando em uma estrutura organizada (YUGUSHI et al.,
2016; Ll etal., 2017; GURIKOV & SMIRNOVA, 2018). A partir disso, sabe-se que o alginato
pode se gelificar de duas formas, tanto por meio do abaixamento do pH para valores menores
do que os respectivos valores de pKa de suas cadeias, 3,4 (Bloco M) e 3,6 (Bloco G) quanto
pela presenca de cations, a chamada gelificacdo ionotropica (GURIKOV & SMIRNOVA,
2018). Em valores de pH menores do que o pKa dessas espécies, 0s grupamentos COO"
decrescem em numero, diminuindo a expansdo das cadeias do polimero e o grau de ionizacéo,
dando lugar a precipitados por forgas de van der Waals ou ligacdes de hidrogénio (ZHAO et
al., 2016; WALSTRA, 2003).

Figura 12 - Estrutura quimica do alginato
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L-guluronato (G) de sddio. b) a composi¢do em blocos do alginato, G, M e GM. Adaptado de
DONATI & PAOLETTI, 2009.
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A criogelificacdo do alginato de sddio foi reportada pela primeira vez por Florian-
Algarin e Acevedo em 2010, porém, somente em 2016 que Zhao e colaboradores reportaram a
sintese de um gel por técnicas criotrépicas, que suportava melhores condi¢des de temperatura,

pressdo e vazao, apesar de ainda constituirem uma estrutura fragil e muito dependente do pH.

Figura 13 - a) Polimeriza¢do do alginato na presenca de cations Ca*" b) ampliagio da regido de
reticulacao
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Fonte: Adaptado de SUN et al., 2012.

Na literatura, outras formas de criogelificacdo do alginato foram propostas, incluindo
misturas de diferentes biomoléculas, como acido hialurénico e pectinas (GURIKOV &
SMIRNOVA, 2018). Com base nisso, estudou-se também polimerizar o alginato junto a outras
moléculas, em busca de melhores caracteristicas, principalmente mecénicas, uma vez que
materiais hibridos sintetizados a partir de misturas proporcionam, em sua maioria, propriedades
melhores em relacéo ao polimero natural isolado (SAMANTA & RAY, 2014).

2.4.1  Criogeis de alginato/poliacrilamida

A polimerizacdo da acrilamida ja é bem elucidada na literatura, principalmente quando
se trata de estrutura como hidrogéis (YANG et al., 2019). A estrutura polimerizada do hidrogel
e do criogel de poliacrilamida (PAAm) (Figura 14) segue a mesma tendéncia, porém, devido a
polimerizagdo do segundo ocorrer em baixa temperatura, a reticulacdo acontece mais
lentamente, conduzindo a uma maior densidade e tamanho de poros. A reacdo é comumente
iniciada pelo iniciador persulfato de aménio (APS) e o agente reticulante N,N-
metilenobisacrilamida (MBAm) na presenca de um catalisador, formando uma cadeia de
ligacGes covalentes cruzadas (SUN et al., 2012).
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Figura 14 — Reticulagdo da PAAm, destacado a MBAm como agente reticulante, formando
ligacdes covalentes entre os mondmeros de acrilamida.
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Fonte: Adaptado de SUN et al., 2012

Os primeiros estudos de polimerizacdo da PAAmM com o Alg presente, no caso dos
hidrogéis, seguiam o método no qual, a poliacrilamida e o alginato sdo misturados ao APS e o
catalisador, na presenca dos ions célcio, adicionados por meio de uma solucdo de CaSOs
hidratada, como agente de reticulagdo idnico do alginato (Figura 15). Essa mistura é exposta a
luz ultravioleta na temperatura de 50°C, para iniciar a reacdo, com a MBAmM responsavel por
ligar covalentemente as cadeias de alginato e acrilamida. A adi¢do do alginato resulta em uma
estrutura com propriedades mecéanicas melhoradas, bem como sua elasticidade (SUN et al.,
2012).

Figura 15 - Estrutura do hidrogel de PAAm/Alg
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Fonte: SUN et al., 2012

Atualmente, a literatura ja reporta a sintese de hidrogéis de poliacrilamida alginato por
meio da polimerizacdo i6nica, sem a presenca dos raios ultravioletas e de altas temperaturas
(LEI et al., 2020). O mesmo se aplica ao criogel de PAAm/Alg, desenvolvido primeiramente
por Mouréo et al. (2019) e posteriormente aprimorado por Marcuz e colaboradores em 2021.
Apesar de nenhum mecanismo de reagdo ter sido proposto pelas autoras, levanta-se a hipotese

de que a estrutura formada é decorrente de ligacdes covalentes entre as aminas da PAAm e os
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grupamentos carboxilicos das cadeias do Alg.

O monolito apresentado por Mourdo e colaboradores em 2019, foi sintetizado por meio
da crio-copolimerizag¢do da poliacrilamida/alginato com N,N’-metileno-bis-acrilamida e ions
calcio como agentes reticuladores, APS como iniciador e TEMED como catalisador, na
temperatura de -20 °C. Em seguida, o criogel foi entdo ativado com bisoxirano (Bix), que
adiciona ao suporte solido grupos epoxi, tornando possivel a imobilizacdo covalente do ligante,
no caso o-fosfo-L-tirosina (P-Tyr) e denominado PAAmM-AIlg-Bix-P-Tyr. O material
desenvolvido apresentou caracteristicas que possibilitaram a aplicacdo como fase estacionaria
em cromatografia de afinidade.

Em busca de diminuir etapas e custo do processo, Marcuz et al. (2021), acrescentaram
na sintese do monolito proposto anteriormente por Mourdo e colaboradores (2019) o alil
digilicidil éter (AGE), agente introdutdério de grupos epoxi, eliminando assim, a etapa de
ativagdo. O criogel sintetizado foi chamado PAAmM-Alg-AGE. No estudo, Marcuz variou a
quantidade de AGE, APS e TEMED adicionada a composi¢do do PAAm-Alg-AGE na auséncia
e presenca de CaCl,, para avaliar a concentragdo na qual o monolito apresentaria boa
permeabilidade e boas caracteristicas mecanicas. A composicdo de 4,74% (m/v) de AAm,
1,26% (m/v) de MBAm, 1% (m/v) de alginato, 2% (v/v) de AGE, 0,2% (v/v) de TEMED e
0,04% (m/v) de CaCl, proveu a fase estacionaria as caracteristicas necessarias para purificar
biomoléculas por meio da cromatografia de afinidade.

Com o intuito de comparar o desempenho de uma matriz cromatogréfica e obter mais
informac@es para uma possivel escala industrial, além do que ja foi discutido no texto, alguns
parametros adicionais do sistema precisam ser analisados, como 0s parametros cinéticos,
obtidos pela cinética de adsorcdo, a capacidade méaxima de adsorcdo do sistema (q*) e a
constante de dissociacdo da molécula-alvo-quelato metélico (Kg), calculados por meio de

regressao ndo linear de modelos de isotermas de adsorcao.

2.5 Obtencédo dos dados termodinémicos: isotermas de adsorc¢éo

As isotermas de adsorgdo fornecem dados de equilibrio que permitem avaliar
quantitativamente a capacidade de adsorcdo e a forca pela qual as proteinas se ligam ao
adsorvente, no caso o monolito. Tais parametros podem ser frequentemente fornecidos pelo
modelo de Langmuir (SHARMA & AGARWAL, 2001; SERPA, 2002). CHASE em 1984
descreveu de forma completa a transferéncia de massa do soluto em solucdo até o ligante

imobilizado, conforme a Equacéo 2.1:
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d
d—‘j= kiC(qm — q) — kaq (2.1)

no qual, q é a concentracdo de soluto adsorvido a matriz, qm é a capacidade maxima de soluto
adsorvido a matriz, t € o tempo e C é a concentracdo de soluto na solugdo. As constantes ki e
k> representam, respectivamente, as constantes das taxas de adsorcéao e dessor¢éo do soluto na
matriz contendo o ligante imobilizado e também as contribui¢cdes da limitacdo da transferéncia
de massa.

Partindo-se da Equacéo (2.1), e admitindo que a adsorcéo é reversivel e limitada a uma
camada, que a superficie interna do s6lido € homogénea e apresenta um namero finito de sitios
ativos e que os sitios de adsor¢do possuem a mesma energia e sdo independentes entre si ndo
havendo adsorcdo competitiva, chega-se a isoterma de adsorcéo de Langmuir representada pela

Equacéo 2.2:
gt = I (2.2)

T (Kg+CY)

no qual Kqé a constante de dissociacdo no estado de equilibrio (*).

Uma forma de estabelecer uma validade ao modelo de Langmuir é lineariza-lo na forma
do gréafico g*/C* em funcéo de g* (Gréafico de Scatchard — Equacéo 2.3). Este método € sensivel
a efeitos de cooperacdo das ligacbes e interacdes ndo homogéneas além de se mostrar

particularmente sensivel também como indicativo dos desvios do modelo de Langmuir.

* *

@ _am_ 4 (2.3)

c* Kg Kg

O perfil do gréfico de Scatchard obtido da linearizacdo da isoterma de Langmuir pode
indicar se ha coorperatividade positiva (curva assintotica ou céncava), onde cada molécula
adsorvida aumenta a probabilidade de outra ser adsorvida no sitio vizinho, ou o contréario
chamada de cooperatividade negativa (curva convexa). Se a curva apresentar comportamento
linear € um idicativo de que as proteinas ndo interagem entre si (SHARMA & AGARWAL,
2001; BOLSTER & HORNBERGER, 2007).

A complexidade dos mecanismos de adsorcdo de macromoléculas, principalmente em
IMAC, faz com que o sistema nao se comporte dentro da idealidade proposta por Langmuir, ou

seja, possui comportamento ndo linear ndo satisfazendo as consideragOes assumidas pelo
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modelo. Isto pode ser causado pela adsorcdo irreversivel, provocada pela forte interagdo entre
matriz-proteina, pela heterogeneidade da superficie da matriz e pela cooperatividade entre as
proteinas (HUTCHENS et al., 1988; SHARMA & AGARWAL, 2001).

Neste caso, um dos modelos indicados é o de Langmuir-Freundlich (Equacdo 2.4). Este
modelo leva em conta a hetregeneidade da superficie do adsorvente e as interagdes entre
proteina-proteina.

q* _ qm(CH™ (24)

N Kgwrpt+ (€)™

em que Kgwr) € a constante de dissociacdo aparente que inclui as contribuicbes de
cooperatividade de ligacbes entre monémeros, mondmeros-dimeros, e outras formas de
associacao da proteina e n é o coeficiente de Langmuir-Freundlich. Por apresentar trés termos,
com a inclusdo do parametro n, esta equagao possui maior representativdade em descrever a
natureza heterogénea da adsorcdo e as interagcdes cooperativas (YANG & CHEN, 2002). O
parametro n é classicamente um indicativo do tipo de cooperatividade presente no mecanismo
de adsorcdo e pode ser empregado como um coeficiente empirico, no qual, se n = 1 ndo ha
cooperativdade entre proteinas, ou os sitios sdo independentes, se n > 1, uma cooperatividade
positiva € sugerida e quando 0 < n < 1, uma cooperatividade negativa ¢ atribuida ao processo
(SHARMA & AGARWAL, 2001).

2.6 Cinética de adsorcéo

De forma geral, o estudo cinético relaciona a evolucéo da capacidade de adsor¢do com
o tempo. A cinética de adsorcéo, ou capacidade dindmica é determinada por: (1) difusdo externa
das moléculas da fase continua para a superficie externa do adsorvente, (2) difusdo entre
particulas, da face externa dos poros até a superficie da reacdo e (3) as reacdes na superficie
(DABROWSKI, 2001; GOLIKQV et al., 2020).

Para simplificar a analise do comportamento cinético, geralmente, assume-se que uma
dessas etapas seja limitante, ou seja, controle a velocidade de reagdo. Alguns modelos propostos
para expressar 0s mecanismos de reagdo séo os de pseudo-primeira ordem de Largergren e de
pseudo-segunda ordem. Estes modelos descrevem que a adsorcao é uma pseudo rea¢do quimica,
sendo assim, assumem que reacgdes que ocorrem na superficie sdo a etapa limitante, podendo

ser descritas pelas equacdes de taxa de primeira e segunda ordem (QIU et al., 2009).
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2.6.1  Pseudo- primeira-ordem

O modelo de pseudo-primeira ordem foi um dos primeiros modelos conhecidos que
descreviam a taxa de adsorcdo tendo como base a capacidade de adsor¢do de um solido.
Geralmente, este modelo se aplica em sistemas que ocorrem predominantemente resisténcia a
transferéncia de massa (QIU et al., 2009). A equacdo que representa a taxa de adsorgédo foi
descrita por Lagergren em 1898 e esta representada pela Equacéo 2.5:

G = qe (1 +e71%) (2.5)

em que ge e gt sdo as quantidades adsorvidas na fase solida (mg/g) em equilibrio e em qualquer
instante de tempo t (min), respectivamente, e ki1 é a constante cinética para adsorcéo de pseudo-
primeira-ordem.

2.6.2  Pseudo-segunda-ordem

O modelo de pseudo-segunda ordem foi descrito por Ho & Mackay, em 1999. O estudo
avaliou alguns trabalhos da literatura que utilizavam adsorventes e bioadssorventes no
tratamento de poluentes contendo tintas, produtos organicos ou ions metalicos e, foi constatado
que em 70 trabalhos, somemente em 43 0 modelo de pseudo-primeira ordem foi ajustado
satisfatoriamente.

Partindo do estudo de adsorcdo de cobre em um material organico chamado turfa e
assumindo que a capacidade de adsorcdo € proporcional ao nimero de sitios ativos ocupados
pelo adsorvente, Ho & Mackay chegaram no modelo descrito pela Equacéo 2.6, ja na sua forma
integrada, e 0 chamaram de pseudo-segunda ordem.

q; = koqt
7 (1+tkaqe)

(2.6)
em que ge e gt representam a quantidade de soluto adsorvida (mg/g) no equilibrio e no tempo
t, respectivamente, t é o tempo (min); e k2 (g/mg.min) € a constante cinética de pseudo-segunda-
ordem

Segundo os autores, quando este modelo se ajusta ao dados obtidos é um indicativo de
que a reacgdo limitante é governada pela ligacdo quimica, envolvendo forcas de valéncia entre o
adsorvente e 0 adsorvato por meio do compartilhando ou cedendo elétrons.

A partir da constante cinética ko obtida pelo ajuste do modelo de pseudo-segunda-ordem
aos dados e do gt calculado por esta equacdo, é possivel também calcular o tempo gasto para
atingir metade da quantidade adsorvida no equilibrio, ti> (min), e a taxa inicial de adsorcéo h

(mg/g.min), dadas pelas Equacbes (2.7) e (2.8), respectivamente.
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Y, = o (2.7)

h = k,Q%, (2.8)
Entretanto, estes modelos foram propostos para sistemas particulados. No caso de
monolitos macroporosos, modelos mais complexos podem ser necessarios caso nao haja um
bom ajuste das equacdes, uma vez que eles consideram mais de uma etapa limitante para
descricdo das curvas cinéticas (GOLIKOV et al., 2020). Contudo, alguns autores reportaram
com sucesso o uso destes modelos em monolitos macroporosos (DAOUD-ATTIEH et al., 2013;
ELVIRO et al., 2019).
Outros modelos propostos, como o de Weber-Morris, por sua vez, consideram as etapas
de difusdo como fator determinante da cinética de adsorcdo, demonstrando se a velocidade da
reacao € controlada pela difusao intraparticula ou pela difusdo intrafilme.

Weber e Morris

Weber e Morris desenvolveram em 1963 um modelo cinético no qual é possivel concluir
se a etapa determinante da velocidade de adsorc¢do é a difusdo intrapaticula ou intrafilme. Para
isso, é feito um estudo do comportamento da quantidade do que é adsorvido em funcéo do
tempo, no qual a quantidade adsorvida (qt) varia em funcdo da raiz quadrada do tempo (t), dado

pela Equacdo 2.9:

q = Kdit% +C (2.9)
em que Kai é o coeficiente de difusdo (mg/g.mint?) e C (mg/g) é uma constante relacionada
com a resisténcia a difuséo.

A partir da inclinago e da interseccdo da curva do grafico gerado por g contra t'/2, ¢
possivel obter os valores de Kgie C respectivamente. A constante C esta relacionada a espessura
do filme de solvente que envolve o adsorvente de forma que, quanto maior o valor, maior a
espessura do filme e consequentemente maior serd sua influéncia na taxa de adsorcao. Sendo
assim conclui-se que a velocidade de adsorcao é controlada pela difusdo intrafilme, porém, se
o valor da constante C for igual ou préximo de zero, a etapa limitante entdo é a difuséo
intraparticula. Se a reta plotada do grafico g contra t? passar pela origem, é possivel afirmar
também, que 0 mecanismo de adsorcéo é controlado pela difuséo intraparticula (YANG & AL-
DURI, 2005).

2.7 Curvas de ruptura

As curvas de ruptura (breakthrough) representam a dindmica de adsor¢do de uma coluna
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de leito fixo, sendo obtidas por meio da analise da concentracdo da solucdo de alimentacdo e
de saida da coluna cromatogréfica. O principal objetivo de se realizar ensaios em regime
continuo, como a curva de ruptura, € modelar a adsor¢do de um soluto em um leito fixo ao
longo do tempo, uma vez que este processo considera possiveis efeitos de dispersdo axial e
transferéncia de massa, além de ocorrrer em estado ndo estacionario. Assim, a eficiéncia do
processo € determinada ndo sé pelas consideracGes de equilibrio, mas também pela dindmica
do sistema (GEANKOPLIS, 1993; PERRY, GREEN & MALONEY, 1997; MORENO-
CASTILLA, 2004).

Alguns parametros que influenciam as curvas de ruptura sdo, a geometria da coluna, as
condicBes operacionais, os dados de equilibrio, porosidade e a concentracdo de soluto na
corrente de alimentacdo (BORBA, 2006; MELO, 2007). Em um modelo ideal, a curva de
ruptura deveria apresentar um comportamento do tipo degrau, no qual ao longo do tempo de
adsorcdo a concentracdo de soluto no saida (C) é nula, indicando que o soluto esta percorrendo
o leito e ocupando os sitios de adsor¢do até que em um determinando momento (tb) a saturagéo
fosse atingida. A partir deste instante, a concentracdo deveria saltar instantaneamente para a
concentracdo de alimentacdo. Entretando, como demonstrado pela Figura 16, a curva é
suavizada, provavelmente devido aos processos de transferéncia de massa e dispersdo axial

presentes em situagdes ndo ideais (MELO, 2007).

Figura 16 - Perfil tipico de uma curva de ruptura
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Fonte: GEANKOPLIS, 1993
Representada entre os intervalos ty e t; a zona de transferéncia de massa, indica a ndo
idealidade do sistema. Cpy é 0 ponto de ruptura, 0 momento exato no qual o leito esta saturado,
C é a concentragéo de saida da coluna e Co a concentracgdo da alimentagéo. A partir do perfil de

uma curva de ruptura é possivel também calcular a capacidade total da coluna, dada por (1 —
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%) (GEANKOPLIS, 1993).

De acordo com Mccabe et al. (1993) o tempo de ruptura, caracterizado pelo instante de
tempo no qual a concentracao de saida é diferente de zero, é proporcional a eficiéncia da coluna
e corresponde a 5% da concentracdo inicial, apesar de existirem referéncias que elevam este
valor até 50% (UNUABONAH et al., 2010; MONDAL et al., 2016). Portanto, conclui-se que
quanto maior o tempo decorrido para atingir a saturacdo maior sera a eficiéncia da coluna
(GUIMARAES, 2010).
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CAPITULO 3: MATERIAIS E METODOS

Este capitulo é destinado a apresentacdo dos materiais e procedimentos que foram
realizados para o desenvolvimento do trabalho. Envolve os reagentes, equipamentos e 0S

métodos utilizados.

3.1 Materiais
3.1.1 Reagentes

Acido 2-[4-(2-hidroxietil) 1-piperazinil]-etanosulfonico (Hepes), Tris(hidroximetil)-
aminometano (Tris), &cido iminodiacético (IDA), carbonato de sddio anidro, comassie brilliant
blue G-250, alginato de sddio (Alg), gama globulina bovina (blgG), albumina bovina sérica
(BSA), persulfato de amodnio (APS), alil glicidil éter (AGE), imidazol, agarose para
eletroforese, acido etileno-dinitrilo-tetraacético sal dissodico (EDTA), formaldeido, sulfato de
cobre, sulfato de niquel, cloreto de sodio, poli(etilenoglicol) (PEG 6.000), acido (3-(N-
morpholino) propanosulfonico (MOPS), anticorpos de cabra anti-blgG e soro bovino adulto
foram obtidos da Sigma-Aldrich (EUA). TEMED (N,N,N’,N’—tetra-metilenodiamina), SDS
(dodecil sulfato de sodio), ditiotreitol e marcadores de massa molar para eletroforese foram
adquiridos da Cytiva (EUA). Acrilamida (AAm) e N,N’-metileno bisacrilamida (bis-
acrilamida, MBAm) foram obtidos da Bio-Rad (EUA). Nitrato de prata, alcool etilico, &cido
citrico e acido fosférico foram adquiridos da Synth (Brasil). Acido acético glacial e glicerol
foram fornecidos pela Exodo Cientifica (Brasil). Os demais reagentes utilizados foram de grau
analitico. Agua ultrapura Milli-Q da Millipore (EUA) foi utilizada nas sinteses e preparo das
solucdes.

Equipamentos

Realizou-se as pesagens em balanca analitica Sartorius TE214S (Alemanha); para
medir o pH, foi utilizado medidor de pH Oakton pH 510 series (Oakton, EUA) e a
desgaseificagdo das misturas monoméricas foram realizadas em cubas de banho ultrassénico
Branson 3510 series (EUA). As colunas cromatograficas sdo do modelo C10/10 (GE
Healthcare, EUA) e o cromatografo de baixa pressao utilizado foi o Biologic LP System
(Bio-Rad, EUA). As medidas de absorbancia das amostras foram realizadas em
espectofotdometro UV-Vis (DU-640, Beckman, EUA). Para realizacdo das eletroforeses
empregou-se o equipamento da Mini Protean Ill, da Bio-Rad (EUA). Para a realizacgdo das

isotermas de adsorcdo foram necessarios 0s equipamentos Unimax 1010, Heidolph,
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Alemanha, TE-165, Tecnal Equipamentos Cientificos, Brasil, TE-4200, Tecnal
Equipamentos Cientificos, Brasil e Centrifuge 5804 R, Eppendorf, Alemanha.

3.2 Métodos
3.2.1  Preparacédo do criogel (monolito)

O criogel PAAmM-AIlg-AGE foi preparado como descrito por Marcuz et al. (2020).
Inicialmente foram preparadas duas solucdes, a primeira contendo mondmeros de acrilamida
(AAm) (0,474 g), N’,N’-metileno bis(acrilamida) (MBAm) (0,126 g) em 4 mL de &gua e a
segunda, de alginato de sédio (0,1 g) em 4 mL de &gua. Os reagentes dissolvidos foram
misturados, obtendo uma razdo w/v de 6%. Em seguida a solucédo foi desgaseificada a vacuo
por 20 minutos a fim de eliminar todo o oxigénio solubilizado. Depois desta etapa, a solucdo
foi levada a geladeira e resfriada a 4 °C por 5 minutos.

Em seguida foram adicionados, a temperatura ambiente e sob agitacdo, 600 uL de dgua
Milli-Q, 200 pL de solucdo aquosa de cloreto de calcio a 2% (m/v), 1,0 mL de solu¢do de
persulfato de amoénio (20 mg/ml), 200 uL de AGE e, posteriormente, para acelerar a reacéo, foi
adicionado a solugédo 20 uL de TEMED. Desta mistura foram adicionados cerca de 3 mL em 3
colunas cromatogréaficas de vidro (C10/10, GE Healthcare, EUA) com suas extremidades
devidamente fechadas, e levadas & -20 °C por 16 horas. Apés o tempo de gelificacdo, o criogel
foi descongelado em temperatura ambiente, e com os adaptadores colocados na coluna, foi
lavado por 2 horas com agua ultrapura a uma vazao de 1,0 mL/min para a remoc¢do dos
mondmeros ndo reagidos. Feito isso, a coluna foi armazenada na geladeira a 4 °C. O criogel
obtido foi denominado PAAmM-Alg-AGE.

3.2.2 Imobilizacao covalente do acido iminodiacético ( IDA)

A imobilizacdo do IDA foi realizada como descrito por Porath e Olin (1983).
Equilibrou-se a coluna contendo o0 monolito com uma solucdo de 10,6 g de carbonato de sddio
dissolvidos em 50 mL de 4gua Milli-Q; paralelamente 4 g de IDA foi adicionado a um recipiente
contendo 10 mL de solucdo de NaOH 2,0 mol/L e pH foi ajustado para 10,0. Uma solucéao de
4,24 g de carbonato de sddio dissolvidos em 10 mL de agua ultrapura foi misturada a solugdo
de IDA e NaOH. Esta solucéo foi recirculada na coluna cromatografica contendo o criogel a
uma vazao 0,5 mL/min por 24 horas, com a temperatura mantida a 60°C. Terminada a reagdo
de imobilizag&o, a coluna foi lavada com agua Milli-Q até que o valor do pH fosse igual ao da
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agua ultrapura. O criogel obtido foi denominado de PAAmM-Alg-AGE-IDA e foi armazenado
em geladeira a 4°C até o uso.

3.2.3  Determinacéo das quantidades de cobre e niquel quelatados

A quantificacdo de ions cobre e niquel quelatados no criogel PAAmM-Alg-AGE-IDA foi
determinada alimentando-se a coluna cromatogréfica até a saturagdo com uma solucdo de
sulfato de cobre e sulfato de niquel, ambas com concentracdo de 50 mmol/L. Posteriormente a
coluna foi lavada com &gua, seguido de tampdo acetato de sodio a 25 mmol/L pH 4,0 para
remocdo dos ions metalicos que interagiram fracamente com o criogel. Para remogéo dos ions
metalicos restantes, foi alimentada na coluna solucdo de EDTA a 100 mmol/L pH 7,0. Fracdes
de 2 mL foram coletadas e mediu-se absorbancia a 733 nm para o ion cobre e 384 nm para o
ion niquel. A concentracdo de ion metalico quelatado foi calculada a partir do coeficiente obtido
pela curva analitica do numero de moles de ion metalico em solugdo de EDTA 100 mmol/L pH

7,0 no mesmo comprimento de onda, como descrito na Equacdo 3.1:

nCu(II)eni (|I)(um0|) = COEf * ABS733’ 384 nm * Fd * Vamostra (Eq 31)

Onde Coef é a constante correspondente ao coeficiente linear da curva, ABS733; 384
nm € 0 valor medido da absorbancia de cada fracdo; Fq € o fator de diluicdo € Vamostra € O
volume (em mL) de cada fragdo coletada e ncuqry e ni ry(mol) é o nimero de mols de ion

metéalico quelatado.

3.2.4  Experimentos cromatogréaficos

As cromatografias foram realizadas em duplicata, em coluna cromatografica C10/10
(GE Healthcare, EUA) contendo 3 ml do monolito PAAmM-AIlg-AGE-IDA acoplada a um
cromatografo de fase liquida de baixa pressao Biologic LP System (Bio-Rad, EUA), a vazéo de
1,0 mL/min e a 25 °C. Para os experimentos com ion metalico quelatado, primeiramente
saturou-se o criogel com solugdo de sulfato de cobre ou de niquel a 50 mmol/L. Posteriormente
a coluna foi lavada com &gua seguido de tampdo de eluicdo a pH 4,0 para remover o0 ion
metalico fracamente quelatado. A etapa seguinte, primeira para 0s experimentos sem 0 ion
metalico quelatado, foi o equilibrio da coluna com o tampdo de adsorcdo. Os tampdes de

adsorcdo estudados foram: o zwiteribnico MOPS e o negativamente carregado MA (MOPS
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contendo acetato de sddio) nas faixas de pH 6,5 a 7,5 e o positivamente carregado Tris-HCI na
faixa de pH 7,0 & 8,0. Logo apos, para experimentos de purificacdo de blgG do soro bovino, 75
uL de soro bovino diluido quinze vezes no tampao de adsorcéo (1,05 mL, 3,8 mg/mL em média)
foi alimentado na coluna, j& para os ensaios de adsorcdo de blgG pre-purificada, foram
alimentados na coluna 1 mL de solucdo de blgG diluida no tampdo de adsor¢cdo com a
concentragdo de 4 mg/mL. Terminada a alimentag&o, a coluna foi lavada com o0 mesmo tampéo,
até que todas proteinas ndo adsorvidas fossem removidas. Posteriormente, para os experimentos
contendo quelatos metélicos imobilizados, a eluicdo foi realizada por abaixamento de pH
(tampéo de elui¢do com pH igual a 4,0 ou adi¢éo de 0,5 mol/L de NaCl no tampdo de adsorc¢ao).
Para os experimentos sem ion metélico quelatado (IDA livre de metal), a elui¢do foi realizada
por adicdo de 0,5 mol/L de NaCl no tampdo de adsorcdo. Concluida a eluicdo, para
experimentos com quelatos metalicos imobilizados, a coluna foi regenerada com EDTA a 50
mmol/L em pH 7,0 até a remocdo total do ion metélico quelatado, seguido de lavagem com
agua e posteriormente armazenada na geladeira até a realizacdo de novos experimentos. Para
colunas sem ion metélico quelatado, a regeneracao foi realizada com NaOH 10 mmol/L. As
fragdes cromatograficas de 1 mL coletadas durante o experimento foram quantificadas em
termos de proteina total pelo método de Bradford (Bradford, 1976) e as amostras mais
concentradas foram agrupadas (pool) e analisadas por eletroforese SDS-PAGE e imunodifusédo
radial.

3.2.5 Cinética de adsorcao de de adsorcéo de blgG nos criogéis sintetizados

Os experimentos para determinacdo da cinética de adsorcdo de blgG foram realizados
em duplicata, de acordo com Elviro et al. (2019), em PAAmM-Alg-AGE-IDA com e sem ion
metalico quelatado. Inicialmente a coluna contendo 3 mL do criogel PAAM-Alg-AGE-IDA foi
alimentada com uma solugdo aquosa de sulfato de cobre até a saturacdo, seguido de lavagem
com agua e, por ultimo, com tampé&o acetato de sodio a pH 4,0 com intuito de remover os ions
metalicos fracamente quelatados. Para os ensaios realizados com a coluna sem ion metalico
quelatado, a etapa de saturagdo com sulfato de cobre nédo foi efetuada. A coluna foi equilibrada
com o tampdo de adsor¢do 25 mmol/L MOPS a pH 6,5, a uma vazao 1,0 mL/min. Foram
preparadas 50 mL de blgG de alta pureza no tampéo de adsor¢do em duas concentragdes
diferentes, 0,5 mg/mL e 2,0 mg/mL, as quais foram mantidas em agitacdo e recirculadas na
coluna em sistema fechado até que a concentracdo no reservatorio ficasse constante (atingido

equilibrio). Em tempos determinados (10, 20, 30 segundos e 1, 2, 5 e 10 min) foram retirados
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20 pL da solugdo do reservatorio, tomando o cuidado de ndo ultrapassar 10% do volume total,
e a concentracdo de proteina das amostras foi determinada em duplicata pelo método de
Bradford (1976). Atingido o equilibrio, a coluna foi lavada com o tampdo de adsorcao e, em
seguida, eluida com tampéo acetato de sddio a pH 4,0 para 0 experimento com o ion metalico
quelatado e com 25 mmol/L MOPS contendo 0,5 mol/L de NaCl em pH 6,5 para aquele que foi
realizado sem ion metélico quelatado. As fracdes das etapas de lavagem e eluicdo foram
medidas usando o método de Bradford (1976). Por fim, a coluna foi restaurada para realizacao
de novos experimentos.

Foram aplicados trés modelos matematicos para analise dos experimentos cinéticos: o
modelo de pseudo-primeira-ordem, o de pseudo-segunda ordem e o de Weber-Morris,
representados pelas Equacdes 2.5, 2.6, 2.9 respectivamente. Os parametros foram ajustados aos

dados cinéticos experimentais usando método de regressao néo linear.

3.2.6  Isotermas de adsorcéo

Os experimentos para determinagdo das isotermas de adsor¢do de blgG foram
realizados em batelada e em duplicata, a temperatura de 25 °C + 1 °C. Foi escolhida a melhor
condigédo tamponante de adsorcdo, conforme descrito por Mol et al. (2017) e Mouréo et al.
(2019). Em tubos do tipo Eppendorf® de 2 mL foram introduzidos 20 mg de massa seca de
fragmentos do criogel PAAM-Alg-AGE-IDA com e sem ion metalico quelatado. Em
seguida, os tubos contendo os criogéis foram equilibrados com 1 ml do tampdo de adsor¢édo
MOPS 25 mmol/L em pH 6,5, em agitacdo a 120 rpm em plataforma orbital (Unimax 1010,
Heidolph, Alemanha) por 1 hora. Na sequéncia, foram adicionados a cada tubo, solucéo de
blgG diluida em tampdo de adsor¢cdo em concentracdes entre 0,10 a 7,00 mg/mL.
Posteriormente os frascos foram fixados em um agitador de tubos (TE-165, Tecnal
Equipamentos Cientificos, Brasil) e inserido dentro de um shaker (TE-4200, Tecnal
Equipamentos Cientificos, Brasil) para garantir que a temperatura fosse mantida em 25 °C
+ 1 °C. Depois disso, foi iniciada a agitacdo a 10 + 3 rpm 0,0014 G até que o equilibrio fosse
atingido 8h (determinado por cinética de adsorcao de blgG, item 3.2.5). Decorrido o tempo
de equilibrio, os tubos foram centrifugados a 5000 rpm e 25 °C na centrifuga (Centrifuge
5804 R, eppendorf, Alemanha) e a concentracdo de blgG no equilibrio (sobrenadante) foi
determinada em duplicata pelo método de Bradford (1976). Pela diferenca entre a
concentracéo inicial (C) e a final (C*), foi calculado a quantidade de blgG adsorvida. A

capacidade de adsorcdo do criogel (Q*) foi expressa em mg de blgG por grama de massa
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seca do adsorvente. Para obtencdo e ajuste dos parametros dos modelos de Langmuir e
Langmuir-Freundlich, (Equacgdes 2.2 e 2.4) por regressao ndo linear, foi utilizado o software
Origin® (Microcal, EUA). Os ajustes dos parametros do modelo resultaram em uma
aproximacéo para a capacidade maxima de adsorcdo (qm) e constante de dissociacdo (Kq) e
(KdLr), do modelo de Langmuir e Langmuir-Freundlich, respectivamente. O coeficiente de
cooperatividade (n) foi estimado pelo modelo de Langmuir-Freundlich.

3.2.7  Curva de ruptura de adsorcéo de blgG

As curvas de ruptura foram realizadas na melhor condicao de purificagdo encontrada no
item 3.2.4, MOPS 25 mmol/L em pH 6,5, com Cu?* e sem o ion metalico quelatado. Nesses
experimentos, as etapas cromatograficas procederam como descritas anteriormente no item
3.2.4, porém, apo6s o equilibrio da coluna de 3 mL, a alimentacgéo foi feita com 50 mL e 34 mL
de solucdo de soro bovino diluida quinze vezes no tampdo de adsorcdo (concentracdo
aproximada de 4 mg/mL de proteinas totais) para os experimentos com e sem o ion metalico,
respectivamente, a fim de garantir a saturacdo do monolito. O ponto de saturacdo foi obtido
guando a relacdo entre a concentracao de proteinas totais de saida da coluna (C) ficou proxima
a concentracao de proteinas totais alimentadas (Co), ou seja, C/C, proximo a 1. Finalizada esta
etapa, a coluna foi lavada com o tamp&o de adsorc¢do e posteriormente eluidas com o tampéo
de eluicdo, acetato 25 mmol/L pH 4,0 e por adi¢do de 0,5 mol/L de NaCl no tampao de adsor¢édo
para 0s experimentos com e sem o ion metalico quelatado, respectivamente.

Diferentemente dos experimentos cromatograficos do item 3.2.4, na curva de ruptura,
foram coletadas fragdes de 2 mL em cada etapa, devido a alta quantidade de proteinas totais
alimentadas. Todas as fragdes foram monitoradas a 280 nm e quantificadas pelo método de
Bradford (1976). E por altimo, foi feito pools com as fragdes mais concentradas das diferentes
etapas para a analise qualitativa (eletroforese SDS-PAGE) e quantitativa (Imunodifusdo Radial
- RDI).

3.3 Métodos analiticos

3.3.1 Capacidade de intumescimento

A capacidade de intumescimento é caracterizada pela capacidade do criogel PAAmM-

Alg-AGE-IDA de reter &gua em seus poros. Esta medida foi realizada como descrito em Marcuz
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et al. (2021). As amostras de criogel foram lavadas com agua Milli-Q® por 24 horas e, em
seguida, com papel de filtro, a superficie do monolito foi seca cuidadosamente para pesagem e
obtencdo da massa saturada (ms). Posteriormente, os criogéis foram transferidos para uma placa
Petri para secagem em estufa, a 60 °C por 16 horas, até atingir uma massa constante (mgq). Apos
obtidos os valores de massa saturada e seca, a capacidade de intumescimento foi calculada pela
Equacdo 3.6.

mgs—mg

S = (Eg. 3.6)

mq

No qual S é a capacidade de absor¢édo de agua (g &gua/g de adsorvente seco).

3.3.2 Quantificacdo da capacidade em se ligar a &gua presente no ar

Este método analitico foi realizado com base no protocolo descrito por Plieva et al.
(2004) e Mouréo et al. (2019). Amostras do criogel PAAmM-Alg-AGE-IDA foram secas por 24
horas em estufa a 60 °C e posteriormente pesadas (ms). Em seguida os criogéis secos foram
introduzidos em recipiente de vidro fechado hermeticamente contendo solugédo saturada de
cloreto de potassio (KCI) em agua (umidade relativa de 90%), sem ter contato direto com a
solucdo. Em seguida, o acréscimo da massa dos criogeis foi monitorado até atingir massa
constante (14 dias) e essa foi medida (my). A massa de agua retida (magua) foi calculada pela
Equacéo 3.7:

Magua(em g) = my, — ms (Eq. 3.7)

No qual my e ms sdo as massas do adsorvente Umido e seco (dado em gramas),

respectivamente.

3.3.3  Estimativa da porosidade (p)

A porosidade foi estimada conforme o protocolo descrito por Sun et al. (2012) e Mourao
et al. (2019). Amostras do criogel PAAm-Alg-AGE-IDA de 1 mL foram saturadas com agua e,
em seguida, foram colocadas em uma proveta graduada com volume de agua conhecido (Vi) e
seu volume deslocado foi medido (Vs). Apos a obtengdo destes dados, estimou-se 0 volume
ocupado (Vo) pelo criogel, calculado pela diferenca entre Vf e Vi. Os criogéis saturados com

agua foram pesados (msat) € posteriormente toda sua &gua foi removida por uma simples
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compressao e uma nova pesagem foi realizada (my). Para o céalculo aproximado da porosidade
(o), utilizou-se a Equacéo 3.8 com base na agua expelida pelos poros:

Mg — My

@=———" (Eg. 3.8)

Pagua*Vo

Sendo psgua @ densidade da agua Milli-Q a 25 °C.
3.3.4  Morfologia do criogel PAAM-Alg-AGE-1DA

A anélise morfoldgica do criogel para determinacgdo da estrutura e tamanho de poros foi
realizado por microscopia eletrénica de varredura (MEV), realizada no Laboratério de
Caracterizacdo de Biomassa, Recursos Analiticos e de Calibracdo (LRAC), da Faculdade de
Engenharia Quimica (FEQ) da UNICAMP, no equipamento MEV/EDS: LEO Electron
Microscopy (Oxford, Inglaterra).

3.3.5 Medida da densidade superficial de cargas

O ponto de carga nula foi determinado por titulagdo potenciométrica como descrito por
Davranche et al. (2003) e adaptado por este trabalho. Primeiramente, 2 amostras dos criogéis
secos PAAM-Alg-AGE-IDA e PAAM-Alg-AGE-IDA-Cu?* de 0,30 g cada foram colocadas em
um béquer que continha 20 mL de uma solucédo de CHsCOONH4 0,1 mol/L (eletrolito) e o pH
dessa solucdo foi medido até que atingisse um valor constante (ponto de carga nula). Apds isso,
aos béqueres foram adicionados com uso de uma pipeta volumétrica, uma das solucdes
titulantes em volumes conhecidos (CH3COOH 0,3 mol/L e NH4OH 0,25 mol/L) e a cada
volume adicionado o pH foi medido.

A carga superficial de um sélido S pode ser determinada pela Equacéo 3.9:

s = Ca—Cp+[OH7]-[H™]

Eq (3.9)

Cm

Em que Caé a concentragdo do &cido corrigida (mol/L), Cy é a concentracdo de base

corrigida (mol/L); Cm € a concentracdo de sélido em suspensao (g/L). Para o acido e a base
tituladas, € possivel simplificar a Equacéo 3.9, nas Equagdes 3.10 e 3,11:

Ca— [H+]
Cm

S =

Eq (3.10)

g_loHl-¢ Eq (3.11)

Cm
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A partir dos valores da carga superficial S, pode ser plotado um perfil para o
comportamento das cargas superficiais totais em funcdo do pH, no qual o ponto de carga nula

cruza o eixo X, apresentando densidade de cargas igual a zero.

3.3.6  Medicao de resisténcia ao fluxo

Diferentes vazdes foram testadas utilizando agua como fase movel em coluna contendo
3 mL de criogel (didmetro interno de 1,0 cm), conectada a um cromatdgrafo de fase liquida de
baixa pressdo (AKTA Purifier, Cytiva, EUA).

3.3.7  Dosagem de proteinas totais

A concentracgdo de proteina total e de blgG purificada nas fracdes coletadas durante os
experimentos cromatogréaficos foi determinada por meio da metodologia de Bradford (1976). A
curva padrdao foi feita com BSA e blgG diluida em diferentes concentracbes, para 0S
experimentos realizados com soro bovino e blgG pré purificada, respectivamente. O coeficiente
linear obtido por regressdo linear foi utilizado para o calculo da concentracdo de proteinas das

amostras.

3.3.8  Eletroforese SDS-PAGE

As fragdes de cada etapa dos experimentos cromatograficos foram agrupadas (“pools”)
e desnaturadas em tampdo contendo dodecil sulfato de sédio (SDS) a 100 °C por 7 minutos. As
amostras foram analisadas por eletroforese SDS-PAGE no equipamento Mini Protean Il
(BioRad, EUA), seguindo a metodologia descrita por Laemmli (1970), em condi¢des nao
redutoras, a 100 V e gel a 7,5% de acrilamida. A coloracdo dos géis foi feita com nitrato de

prata, conforme protocolo desenvolvido por Morrissey (1981).
3.3.9  Quantificacdo de blgG por imunodifusao radial
A técnica de imunodifuséo radial foi realizada baseado no procedimento desenvolvido por

Lu e Miller (1996) e Marcuz et al. (2021) com a finalidade de quantificar a blgG presente nas
fracOes das etapas cromatograficas (adsorcéo, lavagem e eluicdo). Inicialmente foi preparado
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um gel de agarose composto por uma solugéo a 1,2% de agarose e 3% de polietilenoglicol (PEG
6000 Da) em tampéao TBE (Tris-HCI 90 mmol/L, acido bérico 90 mmol/L e EDTA 3 mmol/L)
e, em seguida, a solucdo foi aquecida em banho-maria a 90 °C até a dissolucdo completa da
agarose. A solucdo foi resfriada até a temperatura de 50 °C, para adi¢do do antissoro (anticorpo
de cabra anti-1gG bovina), na proporcéo de 1 uL para 1 mL de gel, e a solucdo resultante foi
depositada em um molde retangular para completa gelificagéo.

Apds a formacdo do gel, foram feitos pequenos orificios de 2 mm de diametro
simetricamente espacados com auxilio de conta gotas. Em cada orificio foi aplicado 10 pL da
solugéo da injecdo e dos pools das fracGes de lavagem, eluicéo e regeneragdo da cromatografia.
A curva analitica foi construida com solugdes de blgG em concentracfes na faixa de 75 ug/mL
a 500 ug/mL. Posteriormente, o gel contendo as amostras foi incubado em camara Umida a
temperatura ambiente por 48 h. Decorrido esse tempo, o gel foi retirado da cdmara Umida e seco
a temperatura ambiente durante 24 h. Depois de seco, o gel foi corado, por 30 minutos, com
solucdo de etanol (45%), acido acético (45%) e Coomassie brilliant blue R-250 (0,5%) e para
descoloracdo, foram realizadas repetitivas lavagens com solucéo de etanol (30%), acido acético
(7%) e agua (63%), até que foi possivel visualizar os halos de precipitacéo.

Apos a lavagem, o didametro de cada halo foi medido com auxilio de um paquimetro e
convertidos em concentracdo de blgG, com base na curva analitica que relaciona de forma linear

o0 didmetro dos halos com o logaritmo da concentragéo de blgG (Apéndice C).
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CAPITULO 4: RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo discutidos os resultados obtidos, partindo da caracterizacdo do
criogel PAAmM-AIg-AGE-IDA (aspectos fisicos e morfoldgicos), seguido dos ensaios
cromatograficos. Nestes ensaios foram estudados o efeito dos ions metalicos cobre e niquel e
de diferentes sistemas tamponantes e valores de pHs na adsorcao de 1gG bovina pré-purificada
e partir do soro bovino. Na melhor condi¢éo de purificacdo alcangada com e sem o ion metalico
quelatado, foram realizados experimentos para obtencdo de pardmetros cinéticos e
termodinamicos, além das curvas de ruptura para determinacdo da capacidade dindmica,

ajustando os modelos aos dados experimentais.

4.1  Sintese e caracterizacdo do monolito PAAmM-Alg-AGE-IDA

O monolito PAAmM-Alg-AGE foi obtido pela técnica de criocopolimerizacdo de
momomeros de acrilamida, alginato e AGE com bisacrilamida, e Ca?* como agentes de
reticulacdo conforme descrito por Mourdo et al. (2019) e Marcuz et al. (2021). A introducdo
do AGE na mistura reacional possibilitou obter um polimero contendo um grupo epoxi reativo,
enquanto que os agentes de reticulacio covalente bisacrilamida e o idnico Ca?*, promoveram,
respectivamente, a formacdo de ligacOes covalentes entre acrilamida e bisacrilamida e a
interacdo com grupos carboxilicos das cadeias do alginato, resultando em uma configuracéo
tipo caixa de ovos (“egg-box”). O criogel sintetizado apresentou estrutura homogénea, elastica
e caracteristica esponjosa.

O agente quelante IDA foi imobilizado no criogel PAAmM-Alg-AGE por ligacéo
covalente éter estavel entre o grupo epéxi do criogel e o grupo amino do IDA. O criogel obtido,
PAAmM-Alg-AGE-IDA (Figura 17a), possui carga negativa a pH neutro (Figura 21a) devido aos
grupos carboxilicos presentes no agente quelante e no alginato, que continuaram livres apés a
imobilizacéo do IDA.

Como demonstrado na Figura 17, o monolito PAAmM-Alg-AGE-IDA apresentou
coloracdo branca e opaca, além de ser visualmente homogéneo. Foi possivel também, tanto
comprimir o criogel quanto seca-lo sem o comprometimento da estrutura, que apds
descompressao e reidratacdo, retornou ao estado inicial ndo apresentando qualquer rachadura

ou deformacao visual.
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Figura 17 - a) Foto do criogel de PAAm-Alg-AGE-IDA; b) foto do criogel comprimido.

Fonte: Autor (2019)

Segundo Carvalho e colaboradores (2014), um criogel de PAAmM pode ter 50% do seu
volume alterado por compressdo sem sofrer deformagdes permanentes. Capacidade semelhante
observada por Mourao et al. (2019) para criogéis de PAAmM-Alg e também por Marcuz et al.
(2021) para monolitos sintetizados na presenca de AGE. No estudo mais recente, a autora
observou também que a adicdo de AGE na sintese do criogel em concentra¢cdes acima de 2%
(até 4% (v/v), resultava em uma estrutura com maior rigidez e forte odor. Sendo assim, a
concentracdo de 2% foi escohida, a mesma utilizada neste trabalho.

A morfologia do criogel PAAm-AIlg-AGE-IDA foi analisada pelas imagens obtidas por
MEV (Figuras 18 e 19). Observou-se a presenga de macroporos interconectados de tamanho
aproximado entre 20 um a 180 um e formatos diferentes. Segundo a literatura consultada, o
tamanho dos poros de crigéis pode variar entre 10 um e 200 um (OZGUR et al., 2011;
BARROSO et al., 2013; SAYLAN & DENIZLI, 2019).

De acordo com Lozinsky (2008), dentre os fatores que controlam o tamanho dos poros
do criogel, os principas sdo a temperatura de criogelificacdo e a concentracdo do agente de
reticulante. Segundo o autor, quanto menor a temperatura de criogelificagdo, menor o tamanho
dos poros, 0 que acontece também com a concentracao de agente reticulante. Com isso, 0s poros
de tamanho intermediario encontrados neste trabalho provavelmente estdo relacionados a
temperatura utilizada para criogelificacdo do monolito e a concentragcdo proposta de (bis)
acrilamida (agente de reticulacéo).

Plieva et al. (2005) e Carvalho et al. (2014) demonstraram que a estrutura macroporosa
interconectada do criogel é vantajosa para ser empregada como matriz cromatogréafica, pois 0s

macroporos interconectados favorecem o fluxo convectivo, minimizando a resisténcia a
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transferéncia de massa, que € um dos principais problemas em cromatografia liquida em fases

estacionarias tradicionais.

Figura 18- Cortes das se¢des (a) transversal, ampliada 250 vezes e (b) longitudinal, ampliada
1000 vezes do criogel PAAm-Alg-AGE-IDA, analisada por microscopia eletronica de
varredura (MEV).
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Fonte: Autor (2019)

Figura 19 - Cortes da sec¢do longitudinal do criogel de PAAm-Alg-AGE-IDA.
Imagens obtidas por MEV, a) ampliada 250 vezes b) ampliada 1000 vezes
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Fonte: Autor (2019)

A capacidade de intumescimento do criogel PAAmM-Alg-AGE-IDA foi calculada
conforme a Equacdo 3.6, com a finalidade de determinar a composi¢do massica do criogel. A
Tabela 4 apresenta o valor encontrado para o criogel PAAmM-Alg-AGE-IDA e a comparagéo

com outros criogeis de PAAm-Alg publicados na literatura.
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Tabela 4 - Capacidade de intumescimento de criogéis de poliacrilamida-alginato derivatizados

Criogel Capacidade de intumescimento Referéncia
(gH20/g criogel seco)

Criogel 27,79 +7,7 MARCUZ et al., (2021)
PAAmM-Alg-ECH-P-Tyr

Criogel 14,29 + 0,06 MARCUZ et al., (2021)
PAAM-Alg-AGE-P-TyrP

Criogel 16,89 £ 0,87 Este trabalho

PAAmM-Alg-AGE-IDA
Criogel 14,00 £1,53 Yavaser & Karagozle
C
PAG (2021)

°P-Tyr: orto-fosfo-tirosina
¢ PAG: criogel de poliacrilamida/alginato e glicidil metacrilato (GMA)
Fonte: Autor (2019)

A capacidade de intumescimento encontrada para o criogel PAAmM-AIg-AGE-IDA foi
igual a 16,89 £ 0,87 g de H20O/g de criogel seco, valor maior que o encontrado para PAAm-
Alg-AGE-P-Tyr determinado por Marcuz et al. (2021) e o criogel PAG estudado por Yavaser
& Karagozle (2021). Em comparacdo ao PAAmM-Alg-ECH-P-Tyr, também proposto por Marcuz
et al. (2021), a capacidade de intumescimento foi menor. A reducgéo nos valores de capacidade
de intumescimento em relacdo ao do monolito PAAmM-AIlg-ECH-P-Try, pode estar ligada a
diferenca entre os métodos utilizados para sintese dos criogéis. O primeiro foi ativado com
epicloridrina para introducdo de grupamentos epdxi e posterior imobilizacdo do P-Tyr,
diferentemente dos demais, que para esta finalidade adicionou-se AGE e GMA na sua sintese,
tornando desnecessaria a ativacéo.

Plieva e colaboradores (2004a e 2004b) também estudaram varias composicdes de
criogel de poliacrilamida e reportaram que altas concentracdes do agente reticulante, no caso
MBAmM, acarretaram em maior resisténcia mecénica do material, ou seja, maior grau de
reticulagdo da estrutura, que implicou na reducdo da capacidade de intumescimento.
Mondmeros de alginato, por sua vez, ja sdo conhecidos por reticularem i6bnicamente os ions
Ca?*, formando a estrutura caixa de ovos (egg box) em hidrogéis (ZHAO et al. 2016;
GURIKOV & SMIRNOVA, 2018). Acredita-se que possa estar ocorrendo 0 mesmo para o
criogel de poliacrilamida/alginato, logo aumentando também o grau de reticulacdo do material.
Valores intermediarios encontrados para criogéis sintetizados com AGE sdo desejados, uma
vez que taxas de intumescimento muito elevadas, indicam uma alta expansdo do leito,
prejudicando suas caracteristicas mecanicas para cromatografia (ARVIDSSON et al., 2003;
CARVALHO et al., 2014).
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A porosidade do criogel de PAAM-AIg-AGE-IDA foi estimada de acordo com a
Equacdo 3.8, sendo encontrado o valor de 70,8%. Este valor esta dentro da faixa de valores
encontrada na literatura (72,2 e 88,3% ) (Carvalho et al., 2014). O valor de porosidade PAAmM-
Alg-AGE-IDA foi menor que o determinado por Marcuz et al. (2021) para o criogel PAAmM-
Alg-AGE-P-Tyr (82%), talvez pelo fato destes autores terem imobilizado uma quantidade
menor de ligantes (52,72 umol/g) . O valor de porosidade de 70,9% encontrado neste trabalho
pode estar relacionado a densidade de IDA imobilizado no criogel (a ser discutido no item 4.2).

Segundo Arvidsson e colaboradores (2003), a porosidade do criogel influencia
diretamente na resisténcia do material ao escoamento. Valores de porosidade elevados
implicam que o monolito ird suportar taxas de fluxo mais altas, porém resultam tambeém, em
materiais mais fragéis, comprometendo seu uso como fase estacionaria em cromatografia.
Plieva et al. (2005) reportaram que criogéis com porosidade entre 70%-90% sdo capazes de
interagir com biomoléculas eficientemente em cromatografia.

Os valores de composicdo massica do criogel PAAM-Alg-AGE-IDA (Figura 20) estéo
proximos aos encontrados por Plieva e colaboradores (2004a), por Mourdo et al. (2019) e por
Marcuz et al. (2021) para criogéis de PAAm, PAAm-Alg e PAAmM-AIlg-AGE, respectivamente.
Segundo os estudos reportados na literatura, o valor da porcentagem em massa de polimero
seco em estufa corresponde de 5% a 6% do criogel; os autores também constataram que a
porcentagem de agua removida do criogel por compressdo pode ser superior a 50% e que a
porcentagem de agua ligada ao polimero pode variar entre 6% e 7% (vapor saturado). Neste
trabalho, os valores de porcentagem de agua removida por simples compressdo e ligada no
criogel PAAmM-AIlg-AGE-IDA foi de 67% e 9%, respectivamente.

Figura 20 - Composi¢do massica do criogel de PAAm-Alg-AGE-IDA

m Polimero seco
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i m Agua no poros menores
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compressao
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Fonte: Autor (2019)
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4.2 Quantificacdo de ions cobre e niquel quelatados ao criogel PAAmM-Alg-AGE-IDA

A imobilizacdo covalente do IDA ao monolito permitiu que esse agente quelante se
complexasse com ions metalicos em solugéo.

A quantificagdo de ions cobre e niquel quelatados ao IDA foi realizada conforme
procedimento descrito no item 3.2.3. Foram obtidos valores de 267,67 e 72,64 pmol para Cu?*
e Ni?* respectivamente, por grama de criogel seco e em termos de volume, 18,96 e 5,15 umol
para Cu?* e Ni%*, respectivamente, por mL de criogel. O valor de niquel quelatado ao IDA foi
bem abaixo do que o encontrado para o ion metalico cobre. Esse resultado corrobora com o
descrito por Porath (1988), que afirma que a estabilidade em formar complexos de metais de
transicio segue a ordem de acordo com a regra de Irving-Williams: Ni?*<Cu?*>Zn?*,

No estudo comparativo feito por Sharma & Agarwall (2002), no qual a estabilidade dos
agentes quelantes IDA e TREN complexados com os ions Cu®* e Ni?* foi analisada em
diferentes condicdes de pH, forca idnica e concentragéo, os autores chegaram a conclusdo que
o complexo IDA-Ni?* é menos estavel que o complexo IDA-Cu?*. Isso se deve ao fato de que
guando € empregado um sistema tamponante de pH igual a 4,0, mesma condi¢do empregada na
eluicdo deste trabalho, ha um enfraquecimento do complexo IDA-Ni?* que leva a perda
significativa do ion metalico.

A quantidade de ions cobre quelatados ao IDA neste trabalho esté4 abaixo do encontrado
por Chen et al. em (2011); no estudo comparativo os autores demonstraram que membranas de
celulose fabricadas para imobilizacdo de penicilina G, com IDA-Cu?* complexado, quelatavam
492,8 umol Cu?*/g de membrana e um gel comercial de metacrilato quelatava 299,8 umol
Cu?*/g de gel, ambos ativados com epicloridrina. No caso de criogéis, devido a alta densidade
de macroporos, possuem menor area disponivel para imobilizacdo de ligantes (PLIEVA et al.,
2004b).

Por outro lado, Evili et al. (2018), sintetizaram criogéis de poliacrilamida e utilizaram
glicidil metacrilato para introduzir grupos reativos epoxi no monolito, possibilitando a posterior
imobilizacdo do IDA. Em contra partida, Cheeks et al. (2009), utilizaram alil diglicidil éter,
como neste trabalho. Os autores encontraram uma densidade de ligantes, respectivamente, de
225,02 umol Cu?*/g e 16,7 pmol Cu?*/ mL de criogel, ambos menores do que o obtido para o
PAAmM-Alg-AGE-IDA-Cu?*,

Os criogéis PAAM-Alg-AGE-IDA-Cu?* e PAAM-Alg-AGE-IDA-Ni?* obtidos apés a
quelatacdo reversivel do ion metalico cobre e niquel, adquiriram a coloracdo azul e verde,

respectivamente (Figura 21). Como o criogel PAAmM-Alg-AGE-IDA-Cu?* apresentou maior
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densidade de ions metalicos imobilizados, investigou-se se o ponto de carga nula do adsorvente
seria alterado em relacéo ao criogel PAAM-Alg-AGE-IDA. As curvas de titualgéo obtidas para
0 adsorvente sem e com o ion metalico Cu?* quelatado estdo expressas nas Figuras 22 a e b,

respectivamente.

Figura 21 - Foto dos criogéis: PAAm-Alg-AGE-IDA-Cu** (a) saturado com 4agua e (b) em
coluna cromatografica e PAAm-Alg-AGE-IDA-Ni** (¢) em coluna cromatografica.

a)

b)

Fonte: Autor (2020)

Figura 22 - Curva de titulagao dos criogéis (a) PAAm-Alg-AGE-IDA e (b) PAAm-Alg-AGE-
IDA-Cu?
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Fonte: Autor (2021)

Analisando os resultados apresentados na Figura 22, conclui-se que o ponto de carga
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nula tornou-se mais &cido, passou de 6,2 para 5,4 quando o ion cobre foi quelatado ao criogel
PAAM-Alg-AGE-IDA. Mourdo et al. (2016) encontraram que o gel de agarose com o quelato
CM-Asp-Cu?* imobilizado, em pH 7,5, possuia carga total negativa, com potencial zeta de
—5.877 +0.224 mV. Neste trabalho o criogel PAAM-Alg-AGE-IDA-Cu?* também possui carga
total negativa em pH neutro, de acordo com a metodologia empregada, apesar das diferengas
nas estruturas entre os adsorventes.

4.3 Ensaios cromatograficos blgG em criogel PAAmM-Alg-AGE-IDA com e sem ion
metélico quelatado

Ensaios cromatogréaficos foram realizados com a finalidade de avaliar o potencial do
criogel PAAM-AIlg-AGE-IDA-Me?* e do criogel controle PAAM-Alg-AGE-IDA em adsorver
blgG sob diferentes condi¢fes tamponantes (Figura 23).

Figura 23 — Quantidade de bIgG adsorvida em colunas com 3 mL de PAAm-Alg-AGE-IDA com

e sem ion metalico quelatado. Inje¢do de 4 mg de blgG /mL aproximadamente. Ensaios
cromatograficos realizados nos sistemas tamponante e nos valores de pH indicados. Cobre (‘ ),
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Foram propostos 3 sistemas tamponantes de cargas totais diferentes, em trés faixas de
pH, porém na mesma concentracdo de 25 mmo/L: o positivamente carregado Tris-HCI em pH
7,0-8,0, 0 negativamente carregado MA em pH 6,0-7,5 e o zwitteribnico MOPS em pH 6,5-7,5.
Essas condicdes tamponantes foram escolhidas para avaliar o efeito tanto da condutividade do
meio quanto da natureza do tampdo na adsorcdo da blgG. A elui¢do da blgG adsorvida foi
realizada com tampéo de elui¢do acetato 25 mmol/L em pH 4,0 para o criogel com os ions
metalicos imobilizados e para o controle, MOPS 25 mmol/l com adicao de 0,5 mol/L de NaCl.
A etapa final de regeneracdo, foi realizada com tampao EDTA 100 mmol/L em pH 7,0 no
monolito PAAmM-Alg-AGE-IDA-Me?*, no criogel controle esta etapa ndo foi necessaria, uma
vez que toda a blgG adsorvida no criogel controle foi dessorvida na etapa de eluig&o.

A quantidade adsorvida de blgG em PAAmM-Alg-AGE-IDA-Me?* seguiu a seguinte
ordem: Cu?* > Ni?* independentemente do sistema tamponante empregado, corroborando com
a analise realizada por Porath (1988). Segundo o autor, a capacidade de adsorcao de proteina
em um adsorvente IMAC é fortemente influenciada pelo tipo de ion metalico imobilizado, uma
vez que as interacdes entre o quelato metalico e a biomolécula podem ocorrer de formas
diferentes, sendo mais acentuadas na presenca do ion metalico cobre que possui menos
restricdes para interagir com proteinas, em comparacao ao niquel, por exemplo. Além disso a
quantidade adsorvida pode ser influenciada também, pela densidade de ligantes imobilizados
na matriz cromatogréafica.

Neste trabalho, a quantidade do ion metalico niquel quelatada € quase quatro vezes
menor do que a do ion metalico cobre. Resultados semelhantes foram encontrados por Ribeiro
et al. 2008, que utilizaram 0s mesmos sistemas tamponantes e obtiveram menor capacidade de
adsorcdo de 1gG humana em IDA-Ni?* em relacdo ao IDA-Cu?*. No trabalho proposto por
Ribeiro et al., 2008 o o0 agente quelante IDA foi imobilizado em membranas de fibras ocas de
alcool polietileno vinilico.

Para os ensaios realizados com o criogel PAAmM-Alg-AGE-IDA, a quantidade adsorvida
foi inferior, chegando a valores dez vezes menores em comparagdo aos adsorventes com ions
metalicos imobilizados. De acordo com a curva de titulacdo realizada, para valores de pH acima
de 6,2, 0 criogel possui carga total negativa, permitindo ao agente quelante ser um trocador
fraco de cations, interagindo com as proteinas positivamente carregadas do meio. A baixa
quantidade adsorvida no IDA-criogel pode estar relacionada com as cargas da blgG, que possui
plentre 5,5 e 8,3 (DONG et al., 2013). Nos valores de pH estudados, a biomolecula apresenta
guantidade de cargas total mista interagindo com o adsorvente somente as que estavam

positivamente carregadas.
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Apesar da baixa quantidade de blgG adsorvida no IDA-criogel, toda proteina adsorvida
foi dessorvida na etapa de eluicéo, o que ndo aconteceu com o adsorvente com os ions metalicos
imobilizados. Neste caso, parte da blgG, entre 50 e 90%, foi removida apenas na etapa de
regeneracdo, principalmente nos experimentos realizados com niquel quelatado. Os balancos
de massa dos experimentos de adsor¢do de blgG pré purificada estdo no Apéndice D.

A maior quantidade adsorvida atingida foi observada na condicdo MOPS pH 6,5 para o
adsorvente PAAmM-Alg-AGE-IDA-Cu?* que das 4,0 mg de blgG alimentadas na coluna, reteve
3,0 mg. Resultados semelhantes foram observados também para os criogeis PAAmM-Alg-AGE-
IDA-Ni?* e PAAM-Alg-AGE-IDA, quando empregado MOPS em pH 6,5. Estes adsorventes
obtiveram maiores capacidades de adsorcdoem comparacdo aos demais sistemas tamponantes,
retendo 2,14 e 0,67 mg das 4,0 mg de blgG injetadas respectivamente.

Por outro lado, a menor quantidade de blgG adsorvida ocorreuna condicao Tris-HCI 25
mmol/L em pH 8,0 para os adsorventes com os ions metalicos Cu?* e Ni?* quelatados. Das 4
mg de blgG injetadas foram adsorvidas 1,83 e 1,02 mg respectivamente. Sem a presenca dos
ions metélicos, a menor adsorcdo de blgG ndo criogel PAAmM-Alg-AGE-IDA foi observada
guando empregado os tampdes Tris-HCI pH 7,0 e MA pH 7,0, com o valor de 0,1 mg de blgG
adsorvida para ambos adsorventes. No geral, os tampdes MOPS e MA promoveram a maior
adsorcéo de blgG nos monolitos, enquanto Tris-HCI as menores.

Prasanna e colaboradores (2015) também observaram que o sistema tamponante MOPS
25 mmol/L em pH 6,5 promovia maior adsorcdo de IgG humana, em compara¢do ao Tris-HCI
e fosfato de sddio, tampdes que possuem carga total postivia e negativa, respectivamente. Os
autores utilizaram como matriz cromatografica monolitos em formato de disco, derivatizados
com carbonildiimidazol e etilenodiamina, e L-histidina como ligante. Resultado semelhante
também foi encontrado por Denizli e colaboradores (2003), quando utilizado o quelato
HistidinaCu?* imobilizado em esferas de poli metilmetracrilato, no qual MOPS promoveu maior
adsorcdo em detrimento do fosfato de sddio.

Outro fator que influenciou a adsorcdo de blgG foi a condutividade do meio. Com
excecdo do sistema tamponante Tris-HCI, o aumento da condutividade acarretou em uma
diminuicdo na quantidade de blgG adsorvida, corroborando com o estudo feito por Pavan e
colaboradores em 2017, que também observaram que o aumento da condutividade resultou em
uma menor adsorcao de 1gG humana em adsorventes de IMAC. A influéncia da condutividade
na adsorcédo de blgG nos diferentes adsorventes, pode ser demonstrada, pois dentre as condic¢oes
utilizadas, o MOPS possui menores valores de condutvidade e a maior quantidade de blgG

adsorvida, uma vez que a maior quantidade de ions livres no meio é responsavel por suprimir
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interacOes eletrostaticas, que podem estar ocorrendo entre o adsorvente e a blgG

O tampéo Tris-HCI possui em sua estrutura um grupamento amino que pode participar
da ligacéo de coordenacao com o ion metalico quelatado (WONG et al., 1991; BRESOLIN et
al., 2009). Esta ligacdo permite a este sistema tamponante se comportar como agente
competidor fraco pelo sitio da proteina, afetando a adsor¢do da blgG a matriz, resultando em
menores quantidades adsorvidas de blgG. Este fato ndo se aplica para criogel sem ion metélico
quelatado, no qual houve um aumento da adsorcdo de blgG. Neste caso, as interacOes
envolvidas provavelmente sejam majoritariamente eletrostaticas, que sdo favorecidas com a
reducdo da condtividade, o que resultou em maiores quantidades da biomolécula adsorvida.

O sistema tamponante Tris-HCI apresenta pKa igual a 8,1 (SIGMA ALDRICH, 2013),
logo 0 aumento do pH para valores proximos de seu pKa, promove um aumento do nimero de
grupamentos amino desprotonados capazes de competir pelo sitio de adsorcao. Este fato deve
estar relacionado a reducdo da quantidade de blgG adsorvida no criogel com ions metélicos
quelatados quando ha aumento do pH.

A partir dos resultados de adsor¢do de blgG, realizou-se ensaios de purificacao de 1gG
a partir do soro bovino com os ions metalicos Cu?* e Ni?* imobilizados e na melhor condic&o

foram feitos experimentos sem o ion metalico quelatado (controle).

4.4 Purificacdo de 1gG a partir do soro bovino

4.4.1 Efeito do quelato IDA-Cu?* e do sistema tamponante na purificacdo de blgG

Com o objetivo de avaliar o potencial do criogel PAAmM-Alg-AGE-IDA-Cu?* em
purificar IgG a partir do soro bovino foram realizados ensaios cromatograficos nas mesmas
condic¢des tamponantes indicadas no item 4.3. A eluicdo das proteinas adsorvidas no criogel
foi realizada com tampao acetato de sédio a pH 4,0, com excecdo do tampéo de adsorcdao MA,
que foi utilizado do inicio ao fim da cromatografia por tamponar em uma ampla faixa de pH,
podendo ser empregado em pH 4,0.

A Figura 24 apresenta a porcentagem de proteinas totais do soro bovino adsorvidas e
ndo adsorvidas no criogel PAAmM-Alg-AGE-IDA-Cu?" e a Figura 25 os perfis eletroforéticos

obtidos nos diferentes sistemas tamponantes estudados.
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Figura 24 - Proteinas totais do soro bovino adsorvidas e nao adsorvidas em PAAm-Alg-AGE-
IDA-Cu?" dos ensaios cromatograficos com injecio de soro bovino diluido 15 vezes nos
sistemas tamponantes e valores de pH indicados: pH 8,0 (), pH 7,5 (&), pH 7,0 @), pH 6,5

@) epH 6,0 (@)

MOPS
(LU I(%
Tris-HCI &—
100 80 60 40 20 0 0 20 40 60 80 100
Proteinas totais ndo adsorvidas (%) Proteinas totais adsorvidas (%)

Fonte: Autor (2020)

A 1gG e outras proteinas do soro bovino foram adsorvidas em PAAmM-Alg-AGE-IDA-
Cu?* em todas as condigOes estudadas (Figura 24). Em termos de proteinas totais, a maior
porcentagem de proteinas adsorvidas foi alcancada em tampao MOPS em pH 7,0 (40% da
guantidade de proteina total injetada). A menor porcentagem de proteinas adsorvidas foi obtida
em tampao Tris-HCI pH 8,0 (20,8%). Nesta condi¢do este sistema tamponante esta com sua
carga total quase zero, uma vez que o pKa do Tris é 8,1 (SIGMA ALDRICH, 2013). Além disso
a caracteristica do tampao Tris-HCI de agir como competidor fraco pelo sitio de adsorcao da
proteina em IMAC, como ja discutido anteriormente, pode ter promovido menor retencdo de
proteinas totais.

Ressalta-se que os perfis eletroforéticos das cromatografias realizadas no criogel
PAAM-Alg-AGE-IDA-Cu?" em tampdes MOPS a pH 6,5 e MA a pH 7,0 mostram a adsor¢do
de blgG com tracos de albumina (Figura 25). Nas demais condi¢Ges tamponantes, outras
proteinas do soro foram co-eluidas juntamente com a blgG. Uma hip6tese para a seletividade
do criogel quelatado ao ion cobre na presenca MOPS pH 6,5 pode estar relacionada ao fato
deste tampdo estar na forma zwiteribnica no valor de pH igual a 6,5 o que diminui a
condutividade elétrica do meio, suprimindo interagdes eletrostaticas que poderiam acontecer

entre impurezas negativamente carregadas e o ion metélico quelatado, favorecendo as ligagdes
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Figura 25 - Perfil eletroforético (SDS-PAGE em 7,5% de acrilamida sob condigdes nao
redutoras) das fragcdes cromatograficas das cromatografias realizadas em PAAm-Alg-AGE-
IDA-Cu?" com inje¢do de soro bovino diluido 15 vezes nos sistemas tamponantes indicados.
M: marcador de massa molecular; I: inje¢do; L: pool das fragdes de lavagem. E: pool das fragdes

de eluigdo; IgG marcador de IgG (Sigma)
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Fonte: Autor (2020)
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Para o tampao Tris-HCI, por exemplo, destaca-se principalmente a presenca de BSA

nas fragOes de eluicdo e regeneracdo, ndo sendo possivel obter a blgG purificada com Cu?*

quelatado. Resultados semelhantes foram demonstrados por Prasanna e colaboradores (2015),

para os trés monolitos em formato de disco sintetizados com L-histidina como ligante. No
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estudo, o sistema tamponante MOPS em pH 6,5 demonstrou melhor seletividade em purificar
IgG do plasma humano quando comparado ao Tri-HCl em pH 7,4, sendo que o Ultimo, adsorveu
boa parte da albumina presente.

Serpa e colaboradores (2005), utilizaram o tampéo de adsorcao Tris-HCI a pH 7,0 nas
cromatografias em matriz de fibras oca com o quelato IDA-Cu?* imobilizado para purificacdo
de anticorpo monoclonal murino anti-TNP do isotipo IgG: tendo obtido resultados semelhantes
aos obtidos neste trabalho, com presenca de albumina nas fracGes de eluigédo

Em valores de pH acima de 6,0 as proteinas presentes em maiores concentragdes no
soro bovino, transferrina e BSA, encontram-se negativamente carregadas (pl = 4,9 para
transferrina e entre 5,2 < pl < 5,9 para BSA) (Putnam, 1984), desfavorecendo a adsorcéo devido
a repulsdo mais efetiva entre as cargas, uma vez que de acordo com o perfil de titulacdo, acima
do pH 5,4 o adsorvente encontra-se com carga total negativa.

Denizli e colaboradores (2003), estudaram o potencial de esferas de metacrilato com
fons metalicos Cu?* quelatados em éster metilico de L-histidina para purificacido de 1gG
humana. O adsorvente foi capaz de capturar o anticorpo com 90,7% de pureza quando
empregado também o tampdo MOPS, porém em pH 7,0. Segundo o estudo a alta seletividade
atingida pode ter sido influenciada pela caracteristica zwitteribnica do tampédo e também, pela
estrutura conformacional da hlgG neste valor de pH.

Em termos de retencdo de proteinas, a maior forca de ligacdo entre o criogel e a as
proteinas, foi observada nas cromatografias com tampdo MA. Muitas proteinas co-adsorvidas
com blgG foram dessorvidas somente na etapa de regeneracdo da coluna, na presenca de EDTA
(Figura 23). A adico de acetato no tampao zwitteriénico MOPS, aumenta a densidade de cargas
negativas do meio, alterando a condutividade. Esta mudanca, pode favorecer ligagcdes de
coordenacao que podem estar ocorrendo entre a aloumina e o ion metalico, uma vez que isto
ndo ocorreu na presenca de MOPS no mesmo valor de pH.

Ribeiro em (2006) avaliou o potencial de uma matriz de membranas de fibra oca com
IDA imobilizado e fons Cu?* quelatados na purificacao de 1gG humana, e quando a adsorgio
foi realizada em sistema tamponante MA pH 7,0 na presenca de 1,0 mol NaCl grande parte das
imunoglobulinas foram eluidas apenas na presenca de EDTA, demonstrando também maior

forca de retencdo de proteinas nesta condicao.

4.4.2  Efeito do quelato IDA-Ni*e do sistema tamponante na purificagdo de blgG

O efeito do quelato IDA-Ni?" na purificagdo de blgG foi analisado nas mesmas
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condigdes tamponantes daquelas utilizadas nos experimentos realizados com o quelato IDA-
Cu2+ e os resultados obtidos sdo apresentados nas Figuras 26 e 27.

O comportamento de adsorcdo de proteinas do soro bovino em IDA-Ni?* foi similar
aquele observado em PAAmM-Alg-AGE-IDA-Cu?*, no qual todos os sistemas tamponantes
foram capazes de adsorver a IgG e outras proteinas, no entando, com menor capacidade de
adsorcéo (Figura 26).

Figura 26 - Proteinas totais do soro bovino adsorvidas e ndo adsorvidas em PAAm-Alg-AGE-IDA-
Ni** dos ensaios cromatograficos com injecdo de soro bovino diluido 15 vezes nos sistemas
tamponantes ¢ valores de pH indicados : pH 8,0 (D), pH 7,5 (&), pH 7,0 (@), pH 6,5 (@) ¢ pH
6,0 (®)

MA
il
MOPS. BN,
. WL
Tris-HCI
100 80 60 40 20 0 0 20 40 60 80 100
Proteinas ndo adsorvidas (%) Proteinas adsorvidas (%)

Fonte: Autor (2020)

Ao contrario do ion metalico cobre, o niquel interage com proteinas em solugdo quando
estas apresentam acessiveis na sua superficie dois ou mais residuos de histidina ou um cluster
de residuos de histidina (BRESOLIN et al., 2009). A presenca de um residuo de histidina
exposto na superficie da proteina ja é suficiente para formar ligac6es de coordenacdo com o ion
metalico cobre. Uma pequena porcentagem de proteinas globulares apresentam a conformacao
exigida para a interagdo com os ions Ni2*, haja vista que a tendéncia dos residuos de histidina
é de se localizarem no interior da molécula. O Ni?* promoveu menor quantidade adsorvida com
maior seletividade ao interagir com as proteinas do soro bovino (Figuras 26 e 27).

A maior porcentagem de adsorcao de proteinas totais foi obtida em presenca do tampao
MOPS a pH 6,5 (20,34% da quantidade de proteina total alimentada) e a menor em Tris-HCl a
pH 8,0 (11,1%). A quantidade de proteinas adsorvidas diminuiu com o aumento do valor de

pH, com excecdo ao tampao MA, que ao aumentar o valor de pH de 6,0 para 6,5, a porcentagem
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de proteina adsorvida se manteve constante. Estes resultados também foram observados para

adsorcéo de blgG pré-purificada no criogel PAAM-Alg-AGE-IDA-Ni?*.

Figura 27 - Perfis eletroforéticos (SDS-PAGE em 7,5% de acrilamida sob condi¢des ndo
redutoras) das fragcdes cromatograficas das cromatografias realizadas em PAAm-Alg-AGE-
IDA-Ni** com inje¢do de soro bovino diluido 15 vezes nos sistemas tamponantes indicados. M:
marcador de massa molecular; I: inje¢do; L: pool das fragdes de lavagem. E: pool das fragdes

de eluigdo; IgG marcador de IgG humana (Sigma)
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Como ja discutido no item anterior, a menor quantidade adsorvida obtida em presenca

de Tris-HCI pode estar relacionada a caracteristica competitiva deste sistema tamponante pelo
sitio de ligacdo em IMAC (WONG et al., 1991; BRESOLIN et al., 2009). Além disso, a
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presenca do grupamento -NHs protonado na faixa de pH estudado pode estar interagindo com
proteinas do soro bovino negativamente carregadas, inibindo a adsorcao.

Corroborando os estudos de Sulkowski (1989) os perfis eletroforéticos mostram que
blgG foi co-eluida com menor quantidade de impurezas (Figura 27) quando comparado aos
experimentos realizados com o quelato IDA- Cu?’. Para o Tris-HCI, por exemplo, em todos os
valores de pH estudados, pode-se notar tracos fracos de outras proteinas nas fragdes de eluigao
e regeneragao. No caso do MA, o aumento do pH promoveu um aumento na seletividade,
atingindo melhor resultado em pH 7,0, diferentemente do MOPS, que houve presenca maior de
contaminantes ¢ a melhor condi¢do foi em pH 6,5. A partir dos resultados demonstrados, os
sistemas tamponantes proporcionaram a seguinte ordem de seletividade Tris-HCl > MA >
MOPS.

Os sistemas tamponantes de maior condutividade, Tris-HCIl e MA, promoveram maior
seletividade em comparacdo ao MOPS, de menor condutividade. Esta relagdo pode estar ligada
a formagao de interagdes eletrostaticas, além das de coordenagdo existentes, entre o complexo
agente quelante-ion metalico e as proteinas do soro bovino. Em condi¢des nas quais o sistema
tamponante possui maior condituvidade, ligagdes eletrostaticas sdo suprimidas favorecendo as
ligag¢des de coordenagdo, o que pode estar relacionado a maior seletividade destes tampdes para
o adsorvente PAAm-Alg-AGE-IDA-Ni*" (Porath, 1988; Ueda et al., 2003).

Bresolin e colaboradores em 2010 utilizaram membranas de fibras ocas com CM-Asp-
Ni2+ imobilizado para purificagdo de IgG1 monoclonal proveniente de murinos. Os autores
estudaram o tampao Tris-HCI em pH 7,0 para a etapa de adsorcdo e gradiente de concentragao
de Tris para a etapa de eluicdo. Dessa forma, foi possivel obter a IgG; com elevado grau de
pureza. Prasanna & Vijayalashmi em 2010, por sua vez, utilizaram um monolito comercial em
formato de disco de metacrilado com IDA-Ni*>" quelatado para purificagdo de IgG do fluido
acistitco de ratos e quando empregaram a a condigdo MMA em pH 7,4 foi possivel recuperar o

anticorpo com 90% de pureza.

4.4.3  Avaliacio da melhor condigéo de purificacdo em PAAm-Alg-AGE-IDA-Me?*

A partir dos perfis eletroforéticos e dos balangos de massa dos ensaios cromatograficos
de purificacdo de 1gG proveniente do soro bovino nas diferentes condi¢cdes tamponantes
realizados nas matrizes PAAM-Alg-AGE-IDA-Cu?>* e PAAmM-Alg-AGE-IDA-Ni?*, foi
escolhida a melhor condicéo utilizando dois critérios:

1. Perfil eletroforético no qual a proteina foi dessorvida com menor quantidade de
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impurezas do soro bovino

2. Quantidade adsorvida e eluida de blgG.

O adsorvente com o ion metalico cobre imobilizado, de acordo com o perfil
eletroforético obtido, demonstrou maior potencial para separacdo quando empregado MOPS 25
mmol/L em pH 6,5. Além disso, em termos de proteinas totais, o criogel foi capaz de adsorver
25,07% do soro bovino alimentado.

Por outro lado, apesar dos perfis eletroforéticos de purificacdo de blgG em PAAmM-Alg-
AGE-IDA-Ni?* nas condigdes Tris-HCI em pH 7,5 e 8,0 e MA em pH 7,0 demonstrarem um
possivel potencial de separacdo, a quantidade de proteinas totais adsorvidas no geral, foi baixa
14,67%, 14,28% e 11,85% respectivamente. Além disso, a maior parte das proteinas eluidas do
adsorvente PAAM-Alg-AGE-IDA-Ni?* foram recuperadas apenas na etapa de regeneracao.

Portanto, foi escolhido os resultados do experimento em PAAmM-Alg-AGE-IDA-Cu?*
na condicdo MOPS 25 pH 6,5 para realizar os ensaios de imunodifuséo radial a fim de avaliar
0 grau de pureza da blgG dessorvida nas fragdes de eluicdo e regeneragédo. O balanco de massa
dos experimentos realizados esta representado na Tabela 5.

O balanco de massa demonstrou que foi possivel recuperar 66% da blgG com 78% e
17% de pureza nas fracdes de eluicdo e regeneragéo, respectivamente. Em massa, 0 PAAmM-
Alg-AGE-IDA-Cu?" adsorveu 0,43 mg em 3 mL de criogel (2,03 mg de blgG por g de criogel
seco), sendo que 0,31 mg foram recuperadas na eluicdo (1,46 mg de blgG por g de criogel seco).
Estes resultados demonstram que o sistema tamponante MOPS pH 6,5 apresenta potencial para
captura de 1gG do soro bovino. Os resultados quantitativos corroboram com o perfil
eletroforético obtido, visto que nas etapas de eluicdo e regeneracdo ha bandas de outas proteinas
do soro bovino. Importante notar, que a condi¢cdo tamponante estudada promoveu a retengédo
forte de proteinas do soro bovino diferentes da blgG, uma vez que a maioria das impurezas
foram removidas na etapa de regeneracéo.

Como j& discutido anteriormente, basta um residuo de histidina acessivel na superficie
da proteina para que o ion metalico Cu?* forme ligacBes de coordenagdo com a proteina,
Apesar do ion metélico cobre ter adsorvido 87% da blgG alimentada, o quelato adsorveu
também outras proteinas (SULKOWSKI, 1989). Além disso, o IDA, por ser um agente quelante
tridentado, possibilita maior potencial de adsor¢éo, pois deixa trés sitios do ion metalico livres

para interacdo com a proteina (Porath, 1988).
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Tabela 5 - Balango de massa da cromatografia em PAAm-Alg-AGE-IDA-Cu?" utilizando
tampao de equilibrio e lavagem MOPS 25 mmol/L, pH 6,5; eluigdo: acetato de sdédio 25 mmol/L
pH 4,0 e regeneragdo com EDTA 100 mmol/L pH 7,0.

Bradford Imunodifusao radial
Fracdes PT2(mg) (%)P blgG® (mg) (%)¢ Pureza® FPd
(%)
Injecéo 3,42 £ 0.15 100,0 0,48 =0,03 100,0 140+0,1 1,0

Lavagem 2,17 +0,10 63,5+39 0,09 +0,02 16,4 15 39+0,2 0,3

Eluicéo 0,40 +0,08 11,7 2,3 0,31 +0,01 655 +31 779%+0,2 5,6

Regeneracdo 0,67 +0,05 196 +1,2 0,12 £0,02 220 +12 172+0,1 1,1
Recuperagdo 3,24 £0,23 948 +45 0,51+£0,04 107,3 £2,6

a PT de proteina total estimada pelo método de Bradford (1976), com BSA como proteina de referéncia
b Massa de proteina total em cada etapa dividida pela massa de proteina na injecéo x 100

cblgG: Massa de blgG estimada por RID

dMassa de blgG em cada etapa dividida pela massa de blgG na injecdo x 100

e Pureza: massa de blgG dividida pela massa de proteina total de cada etapa multiplicada por 100
iFator de purificagdo: pureza de cada etapa dividida pela pureza da solucéo de injecdo

Fonte: Autor (2020)

Shi e colaboradores em 2015 utilizaram esferas de agarose com 5-aminobenzimidazol
imobilizado (T-ABI) como ligante para purificar IgG do soro bovino, por meio da técnica de
adsorcdo em leito expandido combinada com cromatografia hidrofobica de carga induzida. Os
autores reportaram que o adsorvente foi capaz de adsorver 78% da blgG com uma pureza de
91% quando empregado tampao fosfato de sddio em pH 7,4. Mesma condicdo foi utilizada por
Luetal. (2017) em uma resina de gel de agarose com 2 mercapto-1-metil-imidazol imobilizado
como ligante para purificar IgG do plasma humano. Os autores atingiram uma pureza de 95%
e recuperacdo maior que 90%.

Como a pureza alcancgada neste trabalho foi de 78%, ficando abaixo do que € reportado
na literatura por outros métodos, e dependendo da aplicacdo, serdo necessarias etapas
subsequentes de purificacdo, como cromatografia de troca idnica e de filtracdo em gel. Com
isso, explorou-se as caracteristicas ionogénicas do IDA como possivel trocador de cations em
cromatografia de troca idnica, uma vez que curva de titulagdo do PAAmM-AIg-AGE-IDA
demonstrou que em valores de pH acima de 6,2 0 adsorvente apresenta carga total negativa.
Como as proteinas com maior concentragdo no soro bovino apresentam, pl na faixa de 4,9 a 5,9
(pl = 4,9 para transferrina e entre 5,2 < pl < 5,9 para BSA) (Putnam, 1984), em pH acima de
6,2 essas proteinas estardo negativamente carregadas, ndo sendo adsorvidas em PAAmM-Alg-
AGE-IDA.

Bresolin et al. (2020) avaliaram o potencial do IDA imobilizado em membranas de fibra

oca de alcool polietileno vinilico como trocador de cétions para purificagdo de anticorpos
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monoclonais murinos isotipo 1gG1. Apesar da baixa capacidade de adsorcdo, foi possivel
recuperar a 1IgG1 com 94,7% de pureza quando empregado sistema tamponante Tris-HCI 25
mmol/L em pH 7,0.

Com base nesses resultados, escolheu-se a melhor condi¢do tamponante de purificacdo
para o criogel PAAmM-Alg-AGE-IDA-Cu?* e a que promoveu maior adsor¢io de blgG pré-
purificada em PAAmM-AIlg-AGE-IDA (controle) para avaliar o potencial destes adsorventes em

purificar IgG do soro bovino.
4.5 Purificacdo de 1gG a partir do soro bovino em PAAmM-Alg-AGE-IDA

Os ensaios cromatograficos para avaliar o potencial do criogel PAAm-Alg-AGE-IDA
como adsorvente para purificagdo de 1gG do soro bovino foram realizados em MOPS 25
mmol/L a pH 6,5, em duplicata (Apéndice A). A Figura 28 apresenta, o cromatograma, o perfil
eletroforético e o balanco de massa de proteinas da cromatografia de soro bovino em PAAmM-
Alg-AGE-IDA.

A partir do balanco de massa observa-se capacidade de adsorcdo de proteinas totais
menor para o criogel PAAm-Alg-AGE-IDA (0,48 mg do injetado foi adsorvido representando
14,53% do total) quando comparado aos criogéis quelatados com ions metalicos. Contudo, 0
perfil eletroforético demonstra qualitativamente na pista das frac6es eluidas uma banda intensa
de blgG juntamente com bandas de fracas intensidade de albumina e transferrina. Logo, para
determinar o grau de pureza da blgG eluida, foi realizada imunodifusao radial das fragdes de
injecdo e dos pools da lavagem e eluicdo das fracdes cromatogréaficas (Tabela 6).

O balango de massa da imunodifusdo radial demonstrou que o criogel PAAmM-Alg-AGE-
IDA adsorveu 0,35 mg de blgG em 3 mL de criogel (1,65 mg de blgG por g de criogel seco),
uma relacdo de aproximadamente 81% do que foi alimentado. Além disso, a blgG foi eluida
com um grau de pureza de 84% com um fator de purificacdo de 5,6.

Em relac3o aos experimentos realizados com o adsorvente PAAM-Alg-AGE-IDA-Cu?*,
observa-se valores idénticos de fator de purificacéo (5,6) e valores similares de grau de pureza
da blgG eluida (77,9% para IDA-Cu?* e 84% para IDA). No entanto, foi observado maior
rendimento (81%) nas cromatografias com IDA sem ion metalico quelatado quando comparado
as cromatografias em IDA-Cu?* (65%), bem como maior quantidade eluida, 0,35 mg e 0,31 mg
em 3 mL de criogel, respectivamente (1,65 mg e 1,46 mg por g de criogel seco). Ressalta-se
que o criogel com Cu?* quelatado adsorveu outras proteinas além da blgG, que foram eluidas

nas fracOes de regeneracéo.
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Figura 28 - Cromatograma (a), perfil eletroforético (b) e balango de massa (c) da
cromatografia de soro bovino diluido 15 vezes em tampao MOPS 25 mmol/L pH 6,5 em
criogel PAAm-Alg-AGE-IDA. Leito: 3,0 mL. Vazdo: 1,0 mL/min. (a) Perfil cromatografico
em que I: Inje¢do de 75uL de soro bovino diluido em 1,050 ml de tampao MOPS 25 mmol/L
pH 6,5 (3,32 mg/mL de proteinas totais e injecdo de 1 mL de solucao). L: Lavagem com
MOPS 25 mmol/L pH 6,5. E: Eluicdo com tampao MOPS 25 mmol/L pH 6,5 contendo 0,5
mol/L NaCl. (b) Perfil eletroforético de pools das fracdes mais concentradas em proteinas
totais. M: marcador de alta massa molar; I: injecdo; L: fracdes de lavagem; E: fracdes da
eluicdo; IgG: marcador de IgG humana (Sigma).
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Fonte: Autor (2020)

Tabela 6 — Balanco de massa da cromatografia do soro bovino em PAAmM-AIg-AGE-IDA
utilizando tampéao de equilibrio e lavagem MOPS 25 mmol/L, pH 6,5; eluicdo com MOPS 25
mmol/L contendo 0,5 mol/L de NaCl, pH 6,5.

Bradford Imunodifusdo radial
Fracoes PT2(mg) (%)° blgG® (mg)  (%)¢ Pureza® (%) FPd
Injecao 2,94 +0,10 100,0 0,44 + 0,01 100,0 149+10 1,0
Lavagem 2,35+ 0,06 79,9 0,06 + 0,00 13,6 25+05 0,2
Eluicéo 0,42 +0,10 14,3 0,35+0,01 80,6 839+15 5,6

Recuperagdo 2,77 +£0,15 942+18 041+001 942+14

a PT: Massa de proteina total estimada pelo método de Bradford (1976), com BSA como proteina de
referéncia

b Massa de proteina total em cada etapa dividida pela massa de proteina total na injecdo x 100
¢blgG: Massa de blgG estimada por RID

dMassa de blgG em cada etapa dividida pela massa de blgG na injecdo x 100

e Pureza: massa de blgG dividida pela massa de proteina total de cada etapa multiplicada por 100
tFator de purificacdo: pureza de cada etapa dividida pela pureza da solugdo de injecdo

Fonte: Autor (2020)
Considerando todos os fatores discutidos acima, pode-se inferir que o criogel PAAmM-
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Alg-AGE-IDA possui potencial para purificagdo de IgG do soro bovino, podendo ainda ser
possivel que atinja valores de pureza superiores se outras condi¢fes tamponantes e valores pHs
forem explorados

Pourrostam-Ravadanagq et al. (2020) estudaram diferentes tipos de adsorventes com 0s
aminoacidos L-histidina e imidazol imobilizados (pelo grupo amino em agarose) para
purificacdo de 1gG do leite bovino. Os autores observaram que os adsorventes com L-histidina
como ligante, devido aos grupamentos COO™ presentes, em baixos valores de pH, poderiam
interagir com a 1gG que estivesse positiva no meio. Tendo como base essa informacao,
utilizaram a condi¢do tamponante acetato 25 mmol/L a pH 5,0 para garantir que a blgG se
encontrasse abaixo do seu pl, e obtiveram uma adsor¢édo de 0,28 mg por mL de gel, ou seja,
aproximadamente 0,42 mg de blgG por grama de gel seco, com uma pureza de
aproximadamente 80% e rendimento de 46%. Nota-se que o valor de pureza foi préximo ao
encontrado nos experimentos realizados com PAAmM-Alg-AGE-IDA, porém a recuperacao de
blgG do criogel foi praticamente o dobro, demonstrando que o o IDA imobilizado no criogel
sintetizado no presente trabalho é mais eficiente em capturar a blgG do que a L-histidina
imobilizada em gel de agarose.

A partir dos resultados discutidos anteriormente, foram determinadas a capacidade
dindmica de adsorcdo, por meio da cinética de adsorcédo e curvas de ruptura, € 0s parametros
termodinamicos, obtidos por meio das isotermas de adsorcdo, nas melhores condicGes
tamponantes de adsorcdo de blgG para o PAAmM-Alg-AGE-IDA com e sem ion metalico

quelatado.

4.6 Curvas de ruptura do soro bovino em criogéis quelatados e ndo quelatados a ions
Cu®

Para determinar a quantidade adsorvida no criogel e verificar o qudo seletivo os criogéis
PAAM-Alg-AGE-IDA e PAAM-Alg-AGE-IDA-Cu?* sdo para blgG em condigdes de saturacio
da coluna, foram realizadas as curvas de ruptura de soro bovino em MOPS 25 mmol/L e pH
6,5. Na Figura 28 séo apresentadas as curvas de ruptura para ambos adsorventes, na Figura 29,
os perfis eletroforéticos e nas Tabelas 7 e 8 os balangos de massa da imunodifusédo radial para
blgG dos experimentos. Os cromatogramas, balanco de massa e as duplicatas dos ensaios estdo

apresentados no Apéndice B.
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Figura 29 - Curva de ruptura do soro bovino em PAAm-Alg-AGE-IDA ( ¢ ) e PAAm-Alg-AGE-
IDA-Cu*" ( % ). Vazdo: 1,0 mL/min. Tampdo de adsor¢io MOPS 25 mmol/L a pH 6,5.
Alimentacdo: 2,12 mL e 3,34 mL de soro bovino diluidos 15 vezes em tampao de adsor¢do
(concentracdo de 3,90 e 3,86 mg/mL em termos de proteinas totais, volume total de 32 mL e 50
mL de solu¢do de soro bovino, respectivamente, para o adsorvente sem € com o ion metalico
quelatado. Massa total alimentada: 132,88 mg para PAAm-Alg-AGE-IDA ¢ 192,96 mg para
PAAm-Alg-AGE-IDA-Cu?*. Volume do leito: 3,0 mL. Volume das fracdes 2,0 mL.
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Fonte: Autor (2020)

Figura 30 - Perfis eletroforéticos SDS-PAGE sob condigdes nao redutoras em 7,5% de
acrilamida das fracdes cromatograficas referentes as curvas de ruptura realizadas em criogel de
PAAm-Alg-AGE-IDA (a) e PAAm-Alg-AGE-IDA-Cu?" (b). M: marcador de massa molecular;
IgG: marcador de IgG bovina; I: injegdo; F: flowthrough; L: lavagem; E: eluicdo e R:
regeneragao

a) kDa —EE’;E: b) 555?::'_‘
220 --." IgG »'.!.FI IgG
170 |
116 -

% ..' BSA L‘. : BSA
53 - — R =
M | F L E Ig6 I F L E R IgG

Fonte: Autor (2020)
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Tabela 7 - Balango de massa da curva de ruptura do soro bovino em PAAm-Alg-AGE-IDA
utilizando tampao de equilibrio e lavagem MOPS 25 mmol/L, pH 6,5; eluicdo: MOPS 25
mmol/L contendo 0,5 mol/L de NaCl, pH 6,5.

Bradford Imunodifuséo radial
Fracdes PT2(mg) (%0)P blgG® (mg) (%)¢ Pureza® Fpd
(%)

Injecéo 137,88 +4,6 100,0 12,72 +£0,55 100,0 92+04 1,0
Flowthrough 101,49 £2.2 73,6 6,07 £0,16 47,7 6,0+ 04 0,6
Lavagem 21,75 £ 0,55 15,8 0,72 £0,01 57 3,3 £05 0,4
Eluicéo 561+0,8 41 4,94 +0,50 38,8 88,0 £2,0 9,6

Recuperagdo 1288524 93,5 11,73+0,70 922+5]1

aPT: massa de proteina total estimada pelo método de Bradford (1976), com BSA como proteina de
referéncia

b Massa de proteina total em cada etapa dividida pela massa de proteina total na injecdo x 100
¢blgG: massa de blgG estimada por RID

dMassa de blgG em cada etapa dividida pela massa de blgG na injecdo x 100

e Pureza: massa de blgG dividida pela massa de proteina total de cada etapa multiplicada por 100
iFator de purificagdo: pureza dividida pela pureza da solucéo de injecdo

Fonte: Autor (2020)

Tabela 8 - Balan¢o de massa da curva de ruptura do soro bovino em PAAmM-Alg-AGE-IDA-
Cu?* utilizando tampéo de equilibrio e lavagem MOPS 25 mmol/L, pH 6,5; eluigdo: acetato de
sodio 25 mmol/L pH 4,0 e regeneracdo com EDTA 100 mmol/L pH 7,0.

Bradford Imunodifuséo radial

Fracdes PT2(mg) (%0)P blgG® (mg) (%)  Pureza® (%) FPd
Injecao 192,63 + 10,1 100.0 20,98 £ 0,40 100,0 10,9+0,2 1,0
Flowthrough = 167,28 + 6,10 86,8 16,53 £ 0,44 78,8 99+0,1 0,9
Lavagem 14,15+ 7,18 7,4 0,62 +0,40 2,9 44+0,2 0,4
Eluicéo 2,10+ 0,19 1,1 1,58 + 0,10 9,5 753+1,1 6,9
Regeneracdo  4,75+1,10 2,5 2,10+£0,15 10,0 443+1,0 4,1

Recuperacdo 188,28 +121 97,7 20,84 £ 0,30 99,3+0,4

aPT: massa de proteina total estimada pelo método de Bradford (1976), com BSA como proteina de
referéncia

b Massa de proteina total em cada etapa dividida pela massa de proteina total na injecdo x 100

¢blgG: massa de blgG estimada por RID

dMassa de blgG em cada etapa dividida pela massa de blgG na injecdo x 100

e Pureza: massa de blgG dividida pela massa de proteina total de cada etapa multiplicada por 100

iFator de purificagdo: pureza dividida pela pureza da solucéo de injecéo.

Fonte: Autor (2020)

A quantidade de blgG adsorvida em 3 mL de adsorventes estdo apresentadas na Tabela

9 comparados a dados da literatura.
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Tabela 9 — Quantidade adsorvida de bIgG (mg) em modo dindmico.

Capacidade dinamica de adsorcéo de 1gG (mg)

Este trabalho Literatura
Adsorvente Criogel Criogel Membrana Monolito Agarose- Criogel Criogel Agarose-
PAAmM- PAAmM-Alg- IDA-PEVA® Cu*-IDA- Proteina A  PAAm-Alg- = Poliacrilami tetrapeptideos
Alg- AGE-IDA- HEMA-co- AGE-P-Tyr® da-AGE- biomiméticos®
AGE- Cu?+a PDA-co- Conca-
IDA? DATD® navalina Af
Solucéo de blgGa partir de soro MAD a partir hlgG MAb hlgG a partir  hlgG a partir ~ hlgG a partir do
Alimentac&o bovino de sobrena- humanizado do soro do plasma plasma humano
dante de humano humano
cultura
celular
Capacidade por mL 4,94 3,68 2,67 512 24,8 1,42 -- 28-37
Capacidade por
grama de massa 23,24 17,31 3,10 27,8 74,4 28,4 25,6 --
seca*
Referéncia Este Este Bresolin et Kaparde & Kangetal.,, Marcuzetal. Babacetal. Zhuetal. (2019)
trabalho trabalho al. (2020) Tetala (2020) (2016) (2021) (2006)
* 3 mL de criogel evquivale a 0,2125¢ de massa seca.

aTampdo MOPS 25 mmol/L em pH 6,5 e soro bovino diluido 15 vezes
bTamp&o Tris-HCI 25 mmol/L em pH 7,0 sobrenadante MAb 1gG; de murinos.

¢Tampdo MMA 20 mmol/L contendo 0,5 M NaCl em pH 7,4 e IgG humana pré purificada, matriz monolitica microcapilar de 2-hidroxietil metacrilato, diacrilato de piperzina
e dialliltartramida com IDA cobre imobilizado

dTampdo fosfato de soédio 100 mmol/L em pH 8,0 com excesso de trastuzumab (MAb humanizado)
¢ Tampao HEPES 25 mmol/L pH 7,0 e soro humano diluido 15 vezes

f Plasma humano ndo diluido e diluido em tampao fosfato contendo 0,1 mol/L de NaCl
9 Tampdo Tris-HCI, pH 9,0

Fonte: Autor (2020)
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Os perfis eletroforéticos referentes aos pools das fracbes da curva de ruptura
demonstraram conformidade com os resultados obtidos nas cromatografias que foram
alimentadas 75 uL de soro bovino diluido 15 vezes, o que demonstra que nesta condi¢do
tamponante a seletividade dos criogéis estudados independe da quantidade de proteina
alimentada. Os balangos de massa da imunodifusédo radial (Tabela 7 e 8) confirmaram que a
blgG foi recuperada com pureza mais elevada para o adsorvente PAAM-AIlg-AGE-IDA em
detrimento do PAAmM-Alg-AGE-IDA-Cu?*, apesar do criogel com o ion metalico quelatado ter
adsorvido maior quantidade de proteinas totais.

O criogel de PAAM-Alg-AGE-IDA apresentou quantidade de blgG adsorvida maior
quando comparado a0 PAAM-Alg-AGE-IDA-Cu?" 4,94 e 3,60 mg de blgG/mL de criogel,
respectivamente (Tabela 9), e com maior grau de pureza (88,6% e 75,3%, respectivamente).

Em relacdo ao encontrado na literatura, o criogel de PAAmM-Alg-AGE-IDA apresentou
quantidade de blgG adsorvida muito maior (25,26 mg/g) do que o que foi apresentado por
Bresolin e colaboradores em 2020, no qual os autores empregaram membranas de fibra oca
derivatizadas com IDA, porém com menor grau de pureza (94,1% de pureza de IgG em
membranas e 88,6% no criogel). Segundo o estudo desenvolvido por Bresolin et al. (2020), uma
das razBes para a baixa quantidade adsorvida no adsorvente estd relacionada a baixa
concentragdo do anticorpo monoclonal na solugdo de alimentacéo (63 pg de 1gG1/mL).

A quantidade de blgG adsorvida determinada por Kaparde & Tetala (2020) para o
monolito microcapilar com IDA-Cu?* imobilizado, foi um pouco superior ao encontrado para
o criogel PAAm-Alg-AGE-IDA. No entanto, os autores utilizaram hlgG pré-purificada,
diferente deste trabalho, que foi empregado soro bovino. Logo a quantidade de blgG adsorvida
no criogel foi obtida a partir de uma solucdo de alimentacdo de soro bovino e ndo apenas do
anticorpo. Isto pode explicar a maior adsor¢do do monolito Cu?*-IDA HEMA-co-PDA-co-
DATD.

Por outro lado, Kang et al. (2016) determinaram para o gel de agarose comercial com
proteina A imobilizada, adsorcéo de 74,4 mg de IgG humana por g de gel. Da mesma forma,
utilizando como base uma matriz de agarose, porém com cinco tetrapepitideos diferentes
imobilizados como ligantes, Zhu et al. (2019) encontraram valores entre 28-37 mg de hlgG por
mL, sendo quantidades adsorvidas muito superiores as dos dois adsorventes estudados neste
trabalho. A maior quantidade adsorvida observada por géis de agarose, pode estar relacionada
a area superficial do material, visto que por possuirem macroporos, 0s criogéis monoliticos
apresentam menor area superficial para imobilizagdo de ligantes, o que leva a diminui¢do na

quantidade de proteina adsorvida.
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Marcuz et al. (2021) determinaram para o0 monolito PAAmM-Alg-AGE-P-Tyr,
quantidade adsorvida de 28,4 mg/g de massa seca do criogel. No entanto, os autores
expressaram a quantidade adsorvida em termos de proteina total e ndo de hlgG, diferentemente
do criogel de poliacrilamida-AGE com concanavalina A imobilizado, proposto por Babac et al.
(2006). No estudo os autores encontraram que o criogel foi capaz de reter de 25,6 mg de higG
por grama.

Os resultados demonstram que tanto o PAAm-Alg-AGE-IDA quanto o PAAmM-AIg-
AGE-IDA-Cu?" apresentaram quantidade adsorvida de blgG intermediaria, compativel com a
determinada por outros autores que utilizaram criogéis como fase estacionaria em
cromatografia. Fatores como densidade de ligantes do suporte sélido e a presenca de proteinas
diferentes na alimentacao da coluna influenciam a capacidade dindmica. No caso dos criogeis
a presenca de macroporos diminuem a area superficial disponivel para imobilizacdo de ligantes,

e além disso, os experimentos foram realizados com soro bovino.

4.7 Cinética de adsorcao de blgG

A adsorc&o de blgG nos criogéis PAAM-Alg-AGE-IDA-Cu?* e PAAM-Alg-AGE-IDA
foi avaliada em funcdo do tempo (cinética de adsorcdo), na vazdo de 1,0 mL/min. nas
concentragdes de 0,5 mg/mL e 2,0 mg/mL, em MOPS 25 mmol/L pH 6,5, como descrito no
item 3.2.5. Para as duas concentracdes estudadas, trés modelos cinéticos diferentes foram
ajustados: o de pseudo-primeira-ordem, o de pseudo-segunda-ordem e o de Weber-Morris. As
Figura 31 e 32 e as Figuras 33 e 34 apresentam os dados experimentais da cinética de adsorcao
de blgG e as curvas ajustadas referentes aos ensaios realizados em PAAmM-AIlg-AGE-IDA e
PAAM-AIlg-AGE-IDA-Cu?*, respectivamente e nas Tabelas 10 e 11 e Tabelas 12 e 13,
encontram-se 0s valores dos parametros obtidos a partir do ajuste, respectivamente, aos ensaios
citados anteriomente.

A partir dos parametros obtidos do modelo de pseudo-segunda-ordem, foi calculado
também o tempo gasto para atingir metade da quantidade adsorvida no equilibrio e a taxa inicial
de adsorcdo. Todos os modelos propostos representaram bem os dados experimentais da
cinética de adsorcdo de blgG no adsorvente PAAm-Alg-AGE-IDA, em ambas concentracdes
estudadas de 0,5 mg/mL e de 2,0 mg/mL, com R? > 0,94 (Tabelas 10 e 11).
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Figura 31 - Cinética de adsor¢ao de blgG em PAAm-Alg-AGE-IDA no sistema tamponante
MOPS 25 mmol/L pH 6,5, concentragao 0,5 mg de blgG/mL. Dados experimentais (#). Curvas
ajustadas dos modelos cinéticos (=) a) Pseudo-primeira ordem, b) Pseudo-segunda ordem e
c) Weber-Morris

b)

a)

T T 1 T T T 1
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
tempo (min) tempo (min)

0 5 10 15
tempo (min'?)

Fonte: Autor (2020)

Tabela 10 — Parametros cinéticos ajustados a partir dos dados experimentais da cinética de
adsor¢ao de bIgG em PAAm-Alg-AGE-IDA, concentragao de 0,5 mg de blgG/mL.

Concentracdo Q: Parametros dos modelos cinéticos
de blgG experimental
(mg/mL) (mg/g)
0,5 66.55 Pseudo-primeira ordem
ki (1/min) g: (mg/g) Chiz  R? h (mg/g.min)
0,0297 £0,0022 68,07+ 2,17 10,28 0,982 1,95
Pseudo-segunda ordem
ko (9/mg.min) g: (mg/q) Chiz  R2 t12 (Min)

0,00032 + 0,00004 78,24 + 3,33 8,64 0,963 39,94
Weber-Morris

Kgi (Mg/g.min®5) C Chiz R2

6,496 + 0,241 -0,598 +1,37 30,29 0,946

Fonte: Autor (2020)
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Figura 32 - Cinética de adsor¢do de bIgG em PAAm-Alg-AGE-IDA no sistema tamponante
MOPS 25 mmol/L pH 6,5, concentragao 2,0 mg blgG/mL. Dados experimentais (#). Curvas
ajustadas dos modelos cinéticos &) a) Pseudo-primeira ordem, b) Pseudo-segunda ordem e c)

Weber-Morris

a)

150

qt (mg/g)
.

504 e®%

T
0 100

c)

200
tempo (min)

150

qt (mg/g)

50

150
. L
* L ] ®
L[]
100
- s
kel )
s ) -
g (o
=
(=2
50 |
)
1 0
300 0 100 200 300
tempo (min)

tempo (min"?)

Fonte: Autor (2020)

Tabela 11 — Parametros cinéticos ajustados a partir dos dados experimentais da adsor¢ao de
blgG em PAAm-Alg-AGE-IDA, concentracao 2,0 mg blgG/mL

Concentracdo qt

de blgG
(mg/mL)
2,0

experimental

(mg/g)
133,572

Parametros dos modelos cinéticos

Pseudo-primeira ordem

ki1 (1/min) gt (mg/g) Chiz R2? h (mg/g.min)
0,0256 £ 0,0026  133,51+4,38 93,19 0,970 5,33
Pseudo-segunda ordem
k> (g/mg.min) gt (mg/g) Chiz R? ty
2,3x10* +4x10° 152,27 +6,33 78,87 0,955 28,55
Weber-Moris
Kgi (Mg/g.min°%) C Chiz  R2

8,659 £ 0,745 19,34 +£6,66 267,64 0,875
Fonte: Autor: (2020)
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Figura 33 - Cinética de adsor¢io de blgG em PAAm-Alg-AGE-IDA-Cu?" no sistema tamponante
MOPS 25 mmol/L pH 6,5, concentracao 0,5 mg blgG/mL. Dados experimentais (#). Curvas
ajustadas dos modelos cinéticos (—) a) Pseudo-primeira ordem, b) Pseudo-segunda ordem e c)
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Fonte: Autor (2020)

Tabela 12 — Parametros cinéticos ajustados a partir dos dados experimentais da cinética de
adsor¢do de blgG em PAAm-Alg-AGE-IDA-Cu?*, concentragio de 0,5 mg blgG/mL.
Concentracdo qt

de blgG
(mg/mL)
0,5

experimental

(mg/g)
75,021

Parametros dos modelos cinéticos

Pseudo-primeira ordem

ki (1/min) gt (mg/g) Chiz R? h (mg/g.min)

0,105+0,006 67,58+1,10 9,71 0,97 10,75
Pseudo-segunda ordem

k> (g/mg.min) gt (mg/qg) Chiz R? ty2 (Min)

0,0016 + 8,33x10° 81,98+0,89 2,56 0,995 7,62

Weber-Moris
Kai (mg/g.min®?%) C Chiz R2
8,096 + 0,66 1585+3,38 7581 0,835

Fonte: Autor (2020)
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Figura 34 - Cinética de adsor¢do de blgG em PAAm-Alg-AGE-IDA-Cu®** no sistema
tamponante MOPS 25 mmol/L pH 6,5, concentragao 2,0 blgG mg/mL. Dados experimentais
(®). Curvas ajustadas dos modelos cinéticos (—) a) Pseudo-primeira ordem, b) Pseudo-segunda
ordem ¢ ¢) Weber-Morris
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Fonte: Autor (2020)

Tabela 13 — Parametros cinéticos ajustados a partir dos dados experimentais da cinética da
adsorg¢do de blgG em PAAm-Alg-AGE-IDA-Cu?*, concentragio de 2,0 blgG mg/mL.

Concentragdo qt Parémetros dos modelos cinéticos
de bigG experimental
(mg/mL) (mg/g)
2,0 163,652 Pseudo-primeira ordem
ki (1/min) gt (mg/g) Chiz  R? h (mg/g.min)
0,064 + 0,005 150,96 +3,8  136,8 0,941 15,33
Pseudo-segunda ordem
k> (g/mg.min) gt (mg/g) Chiz  R? ty2 (Min)
51x10* £ 4,5x10° 173,85+ 3,5 58,8 0,977 11,27
Weber-Moris
Kai (Mg/g.min®%) C Chiz  R2
12,049 + 0,894 36,40 £5,9 3438 0,861

Fonte: Autor (2020)
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Na concentracdo de 0,5 mg/mL, o equilibrio foi atingido em aproximadamente 90
minutos (Figura 31) e o q: experimental foi de 66,55 mg/g de criogel seco, ja o q: calculado
pelos modelos de pseudo-primeira-ordem (Eg. 2.5) e pseudo-segunda-ordem (Eq. 2.6) foram
68,07 £ 2,17 e 78,24 + 3,33 mg/g, respectivamente. A taxa inicial de adsorcéo (h) e o tempo
necessario para atingir metade da quantidade adsorvida no equilibrio (ti2) foram calculados,
com valores de 1,95 mg/g.min e 39,94 min. Na concentracdo de 2,0 mg/mL foram necessarios
150 minutos para atingir o equilibrio (Figura 32), com metade da quantidade adsorvida (t1/2) em
28,55 min. O q: experimental alcancado foi de 133,57 mg/g de criogel seco, ja o g: calculado
pelos modelos foi 133,51 * 4,38 mg/g para o de pseudo-primeira-ordem e 152,27 + 6,33 mg/g
para o de pseudo-segunda-ordem, além disso a taxa inicial de adsorg¢éo foi de 10,75 mg/g.min.

Para o criogel sem o ion metélico quelatado, em ambas as concentracdes estudadas, o
modelo de pseudo-primeira-ordem apresentou o melhor ajuste, obtendo além dos maiores R2
(0,982 e 0,970), gt do equlibrio calculado mais préximos do encontrado experimentalmente,
indicando que a adsor¢édo de blgG neste adsorvente possui como etapa limitante a difuséo nos
poros e ndo a interacdo entre o IDA e a proteina. O modelo de Weber-Morris (Eq. 2.7) foi
ajustado aos dados experimentais com intuito de confirmar se realmente houve efeitos
difusivos, e de fato, para a concentracao de 0,5 mg/mL o0 modelo se ajustou bem aos dados (R?
= 0,94). Além disso, o valor da constante C se aproximou de zero (-0,598 + 1,37), indicando
que a etapa limitante do processo foi a difusdo nos poros. I1sso pode ser confirmado também
pela reta gerada pelo grafico plotado passando pela origem. Contudo, para a concentracao de
2,0 mg/mL, o modelo néo forneceu um bom ajuste (R2 = 0,875), apesar dos dados cinéticos de
adsorcéo nesta concentracgdo terem sido melhor representados pelo modelo de pseudo-primeira-
ordem. Além disso, a reta gerada pelo grafico do modelo ndo intercepta a origem, o que indica
que a difusdo ocorre intrafilme, o que ndo é comum para monolitos macroporosos.

De acordo com o que foi apresentado nas Figuras 33 e 34 e nas Tabelas 12 e 13, o
adsorvente PAAM-Alg-AGE-IDA-Cu?* demonstrou comportamento diferente, apesar de que
0s dois modelos, tanto de pseudo-primeira-ordem quanto o de pseudo-segunda-ordem,
apresentaram boa corre¢cdo com os dados em ambas concentracfes, R? > 0,94. Neste caso, 0
modelo de pseudo-segunda-ordem descreveu melhor os dados experimentais para adsorcéo de
blgG. Na primeira concentragéo estudada, 0,5 mg/mL foram necessarios aproximadamente 60
minutos para alcancar o equlibrio, com metade da quantidade adsorvida em 7,62 minutos (t12)
e taxa inicial de adsorcdo (h) de 10,75 mg/g.min. O q: experimental atingindo foi de 75,021
mg/g de criogel seco. J& o gt calculado pelos modelos de pseudo-primeira-ordem (R2=0,97) e

pseudo-segunda-ordem (R2=0,99) foram 67,58 £ 1,10 mg/mL e 81.98 + 0.89 respectivamente,
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demonstrando maior proximidade do g:do segundo modelo ao determinado experimentalmente.
Para a maior concentracédo, 2,0 mg/mL o q: experimental de 163,65 mg/g foi atingido apds 100
minutos, e ja o calculado pelos modelos foi 150,96 + 3,81 mg/g para o de pseudo-primeira-
ordem (R2=0,94) e 173,85 £ 3,52 mg/g para o de pseudo-segunda-ordem (R2=0,97). Com 0s
dados obtidos pelo ultimo modelo, ainda foi possivel calcular o (t12) no valor de 11,27 minutos
e a taxa inicial de adsorcdo h, no valor de 15,33 mg/g.min. Dessa forma, € possivel afirmar que
0 modelo de pseudo-segunda-ordem, também descreveu melhor os dados obtidos nesta
condicéo.

Para confirmar que ndo houve efeitos difusivos na cinética de adsorcdo no criogel
PAAM-AIg-AGE-IDA-Cu?* nas concentracdes estudadas, o0 modelo matematico de Weber-
Morris também foi ajustado aos dados cinéticos de adsorcao experimentais, ndo demonstrando
boa correlacdo tanto para a menor concentracdo, R2=0,83, quanto para a maior concentracao
R2=0,86. Com isto, conclui-se que para o adsorvente com ion metélico quelatado, nas
concentragdes inciais de blgG estudadas, 0,5 mg/mL e 2,0 mg/mL, o processo de adsorcao é
governado pela ligagdo entre o complexo IDA-Cu?* e a blgG.

Os resultados obtidos para a cinética de adsorcdo de blgG nos adsorventes PAAmM-Alg-
AGE-IDA e PAAM-AIlg-AGE-IDA-Cu?*, demonstram que o adsorvente com o fon metalico
cobre quelatado possui maior capacidade de adsorcdo dindmica de blgG, corroborando com o
descrito em literatura para adsorventes com ions metélicos imobilizados (BRESOLIN et al.
2009; BLOCK et al., 2009). O tempo para atingir o equilibrio para 0 PAAmM-Alg-AGE-IDA-
Cu?* também foi menor, o que pode ter ocorrido devido a etapa limitante da adsor¢io em
PAAmM-AIlg-AGE-IDA ser governada pela difuséo, retardando o processo de transferéncia de
massa e a interacdo entre o IDA e a blgG. Além disso, por meio da taxa inicial de adsorcéo, foi
possivel concluir que ao aumentar a concentracao de blgG, inicialmente, a adsorcdo ocorre mais
rapidamente.

Daoud-Attieh et al. (2013) também avaliaram os modelos de pseudo-primeira-ordem,
pseudo-segunda-ordem e de Weber-Morris para o criogel de poli (2-hidroxietil metracrilato)
com n-vinilimidazol [poli(HEMA-VIM)] como ligante pseudobioespecifico. Neste caso, para
a cinética de adsorcdo de blgG ao criogel, 0 modelo de pseudo-segunda-ordem descreveu
melhor os dados demonstrando que para este monolito, a interacdo entre o ligante e a blgG é a
etapa limitante da adsor¢cdo. O q: do equilibrio obtido no estudo realizado por estes
pesquisadores para concentracdo de blgG de 1 mg/mL, foi igual 8,65 mg/g de criogel seco,
valor bem abaixo do que foi encontrado neste trabalho para ambos adsorventes.

Pavan e colaboradores em 2017 estudaram os parametros cinéticos da adsor¢éo de 19G
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humana em gel de agarose ativado com bisoxirano com orto-fosfo-tirosina como ligante. A
capacidade de adsorcdo obtida para este adsorvente foi de 71,38 mg/g para a concentragao de
0,5 mg/mL e 117,63 mg/g para a concentracao de 2,0 mg/mL de hlgG diluida em tampéao NaP
10 mmol/L pH 6,0. Neste caso, apesar de g: do equilibrio na menor concentracéo estar bem
préximo ao encontrado neste trabalho para os dois adsorventes, o obtido para concentracéo de
2,0 mg/mL ficou abaixo. Porém é importante ressaltar que as matrizes cromatogréficas, o
anticorpo e as condi¢fes empregadas sao diferentes.

Oliveira e colaboradores em 2015 avaliaram a capacidade dindmica de uma matriz de
agarose ativada com bisoxirano e orto-fosfo-serina (OPS) imobilizada como ligante na adsorgéo
de 1gG2a monoclonal de murinos. Os autores encontraram o gt do equilibrio ap6s 100 minutos
igual a 4,125 mg de 1gG2a por g de gel e 0 modelo de pseudo-primeira-ordem se ajustou melhor
aos dados experimentas quando empregado a concentracédo de 0,2 mg/mL de 1gG2a mADb diluida
eme Tris-HCI 25 mmo/L em pH 7,0.

Apesar de todos os autores citados terem realizado estudos em diferentes colunas
cromatograficas, é possivel concluir que, tanto PAAm-Alg-AGE-IDA quanto PAAmM-Alg-
AGE-IDA-Cu?* possuem alta capacidade dindmica de adsorcio de blgG quando empregado o
sistema tamponante MOPS 25 mmol/L em pH 6,5 e que a presenca do ion metélico cobre
diminui a adsor¢do de blgG na matriz, adsorvendo também outras impurezas do soro bovino,

como observado no item 4.6.

4.8 Isotermas de adsorcédo de blgG nos criogéis com IDA e IDA-Cu?* imobilizados

Uma vez determinada a cinética de adsorcdo de blgG foram realizados ensaios para
obtencdo dos dados experimentais de adsorcdo da blgG no equilibrio para os criogéis PAAM-
Alg-AGE-IDA e PAAM-Alg-AGE-IDA-Cu?*. Os experimentos foram conduzidos em batelada,
a temperatura ambiente (25 °C = 1) como descrito no item 3.2.6, visando determinar a
capacidade maxima de adsorcdo (q*) e a constante de dissociacdo (Kd, Kawr)) dos complexos
IDA-blgG e IDA-Cu?*-blgG. O resultados obtidos para adsor¢do de blgG nos adsorventes
PAAM-Alg-AGE-IDA-Cu?* e PAAM-Alg-AGE-IDA estfo apresentados nas Figuras 35 e 36,
respectivamente, e os parametros dos modelos de Langmuir e Langmuir-Freundlich estdo

apresentados nas Tabelas 14 e 15.
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Figura 35 - Dados experimentais de adsor¢io de blgG em PAAm-Alg-AGE-IDA-Cu*" a 25° C
no equilibrio (®) e curvas ajustadas dos modelos de a) Langmuir e b) Langmuir-Freundlich
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Fonte: Autor (2020)

Tabela 14 - Parametros obtidos a partir do ajuste ndo linear dos modelos de Langmuir e
Langmuir-Freundlich aos dados de adsor¢do de blgG em PAAm-Alg-AGE-IDA-Cu?**

g* Modelos/ Parametros

experimental

(mg/g)

118,17 + 2,15 Langmuir
Kq (mol/L) x10° g* (mg/g) Chi2 R?
3,27 £1,60 129,68 £ 6,44 23,55 0,984
Langmuir-Freundlich

Kawr (mol/L) x10°  g* (mg/g) N Chi2 R2
9,33+0,35 148,09+ 31,42 0,998 £ 0,247 12,13 0,992

Fonte: Autor (2020)

Figura 36 - Dados experimentais de adsor¢do de bIgG em PAAm-Alg-AGE-IDA a 25° C no
equilibrio (@) e curvas ajustadas dos modelos de a) Langmuir e b) Langmuir-Freundlich
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Fonte: Autor (2020)
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Tabela 15 - Parametros obtidos a partir do ajuste nao linear dos modelos de Langmuir e
Langmuir-Freundlich aos dados de adsor¢do de bIgG em PAAm-Alg-AGE-IDA

g* experimental Modelos/ Parametros
(mg/g)
44,88 + 0,54 Langmuir
Kd (mol/L) x10° q* (mg/g) Chi2 R?
6,83+ 1,15 58,41+4,77 9,29 0,961
Langmuir-Freundlich

Kawr (mol/L) x10®  g* (mg/g) N Chi? R2
4,67+12 51,50+6,84 1,49+0,25 9,37  0,9673

Fonte: Autor (2020)

Como pode ser observado na Tabela 14, para o criogel PAAmM-Alg-AGE-IDA-Cu?*, os
modelos de Langmuir e Langmuir-Freundlich, representaram bem os dados experimentais, com
R2 iguais a 0,984 e 0,992, respectivamente. Em relacdo a quantidade méxima adsorvida no
equilibrio os dois modelos apresentaram valores distintos, 129,68 + 6,44 mg de IgG por g de
criogel para o modelo de Langmuir e 148,09 + 31,42 mg de 1gG por g de criogel para o de
Langmuir Freundlich, além disso, o primeiro apresentou maior chi?> comparado ao ultimo
(23,55 e 12,13 respectivamente). As constantes de dissociagcdo dos modelos foram em ordem
de magnitude de 10, Kg= 3,27 + 1,60 e Kgor= 9,33 + 0,35 mol/L, indicando afinidade média
para o complexo IDA-Cu?*-blgG, o que é tipico de ligantes de afinidade pseudobioespecificos
(VIJAYALAKSHMI, 1989).

O modelo de Langmuir-Freundlich possui o parametro adicional n, que indica se ha ou
ndo cooperatividade entre proteinas. No caso do PAAM-Alg-AGE-IDA-Cu?*, este parametro
foi igual 1,0, indicando que ndo ha cooperatividade na adsorcdo de blgG na matriz
cromatografica. Isso indica que ndo existem forcas atrativas causadas pelas interacGes laterais
por exemplo, que podem ser comuns no mecanismo de adsorcdo em IMAC
(VIJAYALAKSHMI, 1989; SHARMA & AGARWAL, 2001a). Estes resultados indicam que
os dados para adsorcéo de blgG em PAAm-Alg-AGE-IDA-Cu?* podem ser bem representados
dentro da idealidade proposta pelo modelo de Langmuir.

Bakhshpour e colaboradores (2016) sintetizaram um criogel de poli
(hidroxietilmetacrilato) PHEMA com poli (etileno imino) PEI como agente quelante e ions
cobre imobilizados. Este adsorvente alcangou g« no equilibrio de 75 mg de 19G humana/g de
adsrovente seco. Por outro lado, Altintas et al. (2007), para esferas de poli (glicidil metacrilato)

com IDA-Cu?* imobilizado, encontraram um g~ de 172,4 mg/g, também para adsorcdo de IgG.
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humana..Valores superiores foram constatados por Borsoi-Ribeiro et al. (2013), os autores
demonstraram que para o gel de agarose com IDA-Cu?* imobilizado, a quantidade méaxima
adsorvida de IgG humana foi de 516,7 mg/g e para membranas de fibra ocas com o0 mesmo
quelato imobilizado, 337,9 mg/g de suporte seco.

A partir destes resultados, pode-se dizer que o criogel PAAmM-Alg-AGE-IDA-Cu?
possui uma quantidade méxima adsorvida no equilibrio intermediéria dentre diferentes tipos de
materiais com o0 mesmo ion metalico imobilizado. Isto se deve ao fato de criogéis possuirem
menor area superficial devido aos macroporos, o que resulta em uma menor densidade de
ligantes e, portanto, menor capacidade de adsorc¢do. Outro fator que contribui também é o
método de ativacdo, que neste trabalho foi escolhido adicionar AGE na sintese do criogel,
resultando em menor quantidade de grupamentos epoxi disponivel para imobilizacdo do agente
guelante em relacdo as matrizes ativadas com epicloridrina, por exemplo, como as esferas e 0
gel de agarose. A constante de dissociacdo, Kq, para as matrizes pesquisadas, também ficou
entre o intervalo de 10° e 10° mol/L, corroborando com o esperado para ligantes
pseudobioespecificos.

A Tabela 15 apresenta os parametros dos modelos ajustados para o criogel sem o ion
metélico imobilizado, PAAM-AIg-AGE-IDA, nas mesmas condi¢cdes. Ambos os modelos
representaram bem os dados experimentais, com R? = 0,961 e chi? = 9,29 para o Langmuir e R?
= 0,967 e chi?2 = 9,37 para o Langmuir-Freundlich. Em relacdo a quantidade méaxima adsorvida
de blgG, g= os valores apresentaram grande diferenca, 58,41 + 4,77 mg/g para 0 primeiro
modelo e 46,51 + 2,37 mg/g para o segundo, indicando queo valor calculado pelo modelo de
Langmuir-Freundlich se aproximou mais do valor encontrado experimentalmente, 51,50 + 6,84
mg/g. Em relagdo a constante de dissociacdo K, tanto o Kq quanto o Kgwr demonstraram
afinidade média do complexo IDA-bIgG, com magnitude de 10, Kq = 6,83 + 1,15 x 10° e
Kawr = 4,67 + 1,2 x10%mol/L. O pardmetro n do modelo de Langmuir-Freundlich apresentou
valor maior que a unidade, 1,49 + 0,25, indicando a heterogeneidade da superficie e a presenca
de efeitos cooperativos positivos na adsorcao de blgG no criogel.

Bresolin et al. (2020), em seu estudo com membranas de fibras ocas derivatizadas com
IDA, determinou um g= no valor de 74,1 mg/g de anticorpo monoclonal murino por massa seca
de membrana, o Kg também de magnitude de 10° e o n=1,16 +0.24. Por outro lado, Daoud-
Attieh e colaboradores em 2013 apresentaram que para a matriz composta por um criogel de
poli (2-hidroxietil-metacrilato-n-vinilimidazol), no qual o anel imidazol agia como ligante

pseudobioespecifico, o g~ foi 22,4 mg/g de blgG por massa do criogel e o parametro n do
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modelo de Langmuir-Freundlich foi maior que 1 para adsor¢do de IgG proveniente do soro
bovino.

Mourao e colaboradores em 2019, por sua vez, avaliaram a quantidade maxima adsorvida
dos criogeis de poliacrilamida/alginato ativados com bisoxirano utilizando orto-fosfo-L-
tirosina como ligante (PAAmM-Alg-Bix-P-Tyr) e sem ativacdo (PAAm-AIlg). Os autores
encontraram g« igual a 36,12 mg/g para o primeiro e para o segundo 36,73 mg/g de IgG humana
por grama de criogel seco. Ao utilizar o mesmo ligante em uma matriz de gel de agarose
comercial Pavan e colaboradores em 2017, determinaram um g+ no valor de 150 mg/g de gel.
No estudo conduzido nos criogéis, o valor do parametro de Langmuir-Freundlich, n, foi maior
que 1, j& para de gel de agarose o valor foi menor que 1, demonstrando que para PAAm-Alg e
PAAmM-Alg-Bix-P-Tyr, a adsorcdo tem cooperatividade positiva e para agarose-P-Tyr,
cooperatividade negativa. Em relacdo ao Kq e 0 Kgr) dos estudos, ficaram entre 10° e 10”7
respectivamente, representando afinidade média dos complexos formados com a hlgG.

Tendo em vista estes resultados, € possivel dizer que a g= encontrada neste trabalho para
PAAM-Alg-AGE-IDA é intermediaria dentre os outros adsorventes pesquisados, porém, é
importante ressaltar que é vantajosa, pois o acido iminodiacético possui preco inferior ao do
ligante orto-fosfo-L-tirosina, por exemplo, além das vantagens dos criogéis em relagdo as outras
matrizes cromatograficas.

Para os criogeis estudados neste trabalho, PAAM-Alg-AGE-IDA-Cu?* ¢ PAAM-Alg-
AGE-IDA, o adsorvente com o ion metélico cobre quelatado obteve melhor resultado, g«
aproximadamente 2,6 vezes maior em comparacdo ao sem ion metalico. Uma explicacédo
possivel para este fendmeno se deve ao fato de que o cobre necessita apenas de um residuo de
histidina exposto na superficie da proteina para interagir, e nos experimentos realizados com o
PAAM-Alg-AGE-IDA a interacdo ocorre por meio de cargas diferentes entre o adsorvente e 0
anticorpo. Assim, por se tratar de um anticorpo policlonal com grande intervalo de pl, apenas
uma parte da blgG consegue interagir com a matriz cromatogréfica. Em relacdo aos modelos,
enquanto para 0 PAAM-Alg-AGE-IDA-Cu?* 0 modelo de Langmuir representou melhor os
dados, o PAAmM-Alg-AGE-IDA foi melhor representado por Langmuir-Freundlich,

demonstrando mecanismos de adsorcdo diferentes.
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CAPITULO 5: CONCLUSAO

Neste trabalho foi sintetizado um criogel macroporoso de poliacrilamida/alginato
contendo alil diglicidil éter (PAAmM-Alg-AGE) em forma de monolito. O criogel apresentou
estrutura elastica e esponjosa, macroporos bem definidos e interconectados, além de boa
capacidade de inchamento, provendo as caracteristicas necessarias para ser empregado como
fase estacionéria em cromatografia de afinidade. A adi¢cdo de AGE permitiu a derivatizagdo do
monolito com o agente quelante IDA (PAAmM-AIg-AGE-IDA), possibilitando a posterior
quelatacdo dos fons metalicos Cu?* e Ni?*, obtendo 267,67 e 72,64 pmol de jon metalico por g
de criogel seco, respectivamente.

O criogel PAAM-Alg-AGE-IDA-Me?* foi empregado para adsorcdo de blgG em
tampdo MOPS 25 mmol/L em pH 6,5, retendo até 75% da proteina alimentada (4 mg/mL).
Constatou-se que tanto o pH, a condutvidade, quanto a natureza do sistema tamponante
influenciaram a adsorcdo de blgG na matriz cromatografica com e sem ions metalicos
quelatados.

Os experimentos de purificacdo de IgG a partir do soro bovino diluido no tampéo de
adsorcdo em criogéis com os ions metalicos Cu®* e Ni?* imobilizados apresentaram grau de
pureza da proteina alvo de aproximadamente 80%. No entanto, foi observado forte retencao de
blgG em PAAmM-Alg-AGE-IDA-Ni?* e a baixa capacidade de adsor¢do fez com que fosse
selecionado o criogel PAAM-Alg-AGE-IDA-Cu?* para analises posteriores. Em conformidade
com a condi¢do que promoveu a maior quantidade de blgG de alta pureza injetada, o sistema
tamponante MOPS 25 mmol/L em pH 6,5 propiciou a melhor condicao de purificacdo para o
ion metélico cobre, demonstrada por meio da eletroforese SDS-PAGE e imunodifuséo radial,
sendo este adsorvente adequado para captura da blgG a partir do soro.

Com base na literatura, foi avaliado também o potencial do criogel controle PAAM-Alg-
AGE-IDA para a purificacdo de blgG por troca idnica entre o anticorpo e a matriz
cromatografica na melhor condicdo tamponante (MOPS 25 mmol/L em pH 6,5). O criogel sem
ion metalico quelatado, apresentou porcentagens de pureza de blgG similar a do ion metalico
Cu?* (78% e 84%, para IDA-Cu?" e IDA, respectivamente). As curvas de ruptura demonstraram
que mesmo apds saturacao, a seletividade dos monolitos PAAM-Alg-AGE-IDA-Cu?* e PAAM-
Alg-AGE-IDA, ndo foi prejudicada, atingindo valores de pureza de 75% e 88%,
respectivamente.

Na melhor condigéo tamponante também foram realizados experimentos cinéticos e de

adsorcdo de blgG no equilibrio, permitindo, a partir dos dados obtidos, determinar parametros
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de modelos termodindmicos (Langmuir e Langmuir-Freundlich) e cinéticos (pseudo-primeira-
ordem, pseudo-segunda-ordem e de Weber-Morris) para ambos criogéis, com Cu?* quelatado e
0 controle. Segundo os valores dos parametros ajustados dos modelos cinéticos, concluiu-se
que a adsorcao da blgG no monolito PAAM-Alg-AGE-IDA é governada pela difusdo nos poros
com q: iguais a 68,07 + 2,17 e 133,51 + 4,38 mg/g de criogel seco para as concentracdes de
blgG de 0,5 e 2,0 mg/mL respectivamente. Por outro lado, para 0 PAAmM-Alg-AGE-IDA-Cu?*,
obteve-se valores de q¢ iguais a 81,98 + 0,89 e 173,85 * 3,52, porém a adsorcédo de blgG foi
governada pela interagdo entre IDA-Cu?*-blgG. Os experimentos para adsorcdo de blgG no
equilibrio resultaram em, para o PAAmM-Alg-AGE-IDA-Cu?*, o modelo de Langmuir (q* =
129,689 + 6,44, Kq = 3,27 + 1,60 x 10° e r2 =0,985) representou melhor os dados,
diferentemente do PAAmM-AIg-AGE-IDA, que foi melhor representado por Langmuir-
Freundlich (g* = 51,498 + 6,841, Kqur = 4,67 = 1,2 x 10°, n = 1,49 + 0,25 e r2 =0,967). A
partir dos resultados da cinética de adsorcdo e dos parametros termodinamicos, conclui-se que
0s adsorventes possuem capacidade (g*) de adsorcao que se comparam a literatura, apresentam
afinidade caracteristica de ligantes pseudobioespecificos e possuem mecanismos diferentes de
interacdo. Além disso, para o criogel sem o ion metalico quelatado ha competitividade positiva
na adsorgéo de blgG.

Em termos de captura de blgG, quando empregado soro bovino, o agente quelante IDA
foi mais eficiente em adsorver a IgG, porém, nos experimentos nos quais o anticorpo pré
purificado foi empregado, o complexo IDA-Cu?* demonstrou maior capacidade em adsorver o
anticorpo.

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que criogéis a base de PAAm e Alg com
IDA imobilizado apresentam maior potencial para ser empregado como fase estacionaria em
cromatografia para purificacio de IgG a partir do soro bovino criogéis com o quelato IDA-Cu?*

imobilizado.
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CAPITULO 6: SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Diante dos resultados de purificacdo de 1gG do soro bovino obtidos por este trabalho
utilizando o criogel PAAm-AIg-AGE-IDA com e sem o0s fons metdlicos Cu®" e N2
imobilizados e a literatura pesquisada, torna-se relevante a exploragdo de outras condigdes
como:

1) Avaliar o potencial do criogel controle PAAmM-Alg-AGE-IDA em outras
condigdes tamponantes, como Tris-HCI;
2) Testar outros ions metalicos, como Co?* e Zn?* na purificacdo de blgG;

3) Avaliar o potencial do monolito na purificacdo de fragmentos de blgG.
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APENDICE A - CROMATOGRAMAS E BALANGCO DE MASSA DOS ENSAIOS
REALIZADOS COM PAAM-ALG-AGE-IDA-ME?*" E PAAM-ALG-AGE-IDA.

Figura A 1 - Experimento (I) e duplicata (II) para obtencdo de: cromatograma (a),
eletroforese (b) e balanco de massa (c) da cromatografia adsor¢do de proteinas em coluna
contendo criogel PAAm-Alg-AGE-IDA-Cu?", a partir de uma solugdo de soro bovino em
tampdo Tris-HCl 25 mmol/L pH 7,0. Leito: 3,0 mL. Vazdo: 1,0 mL/L. (a) Perfil
cromatografico, em que I: Injecdo de 75 uL de soro bovino diluido em 1,050 mL do tampao
de adsorcao Tris-HCI 25 mmol/L pH 7,0 (15 vezes). L: Lavagem com Tris-HCI 25 mmol/L
pH 7,0. E: Eluicao Acetato 25 mmol/L pH 4,0. R: Regenera¢do com EDTA 50 mmol/L pH
7,0. (b) Perfil eletroforético de pools das fragdes mais concentradas em proteinas, I: inje¢ado;
L: fragdes de lavagem; E: fracdes mais concentradas da elui¢do, R: fragcdes da regeneracao
e IgG: marcador de IgG humana (Sigma).
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Figura A 2 - Experimento (I) e duplicata (II) para obten¢do de: cromatograma (a), eletroforese
(b) e balanco de massa (c) da cromatografia adsor¢ao de proteinas em coluna contendo criogel
PAAm-Alg-AGE-IDA-Cu?*, a partir de uma solugio de soro bovino em tampao Tris-HCI 25
mmol/L pH 7,5. Leito: 3,0 mL. Vazao: 1,0 mL/L. (a) Perfil cromatografico, em que I: Injecao
de 75 uL de soro bovino diluido em 1,050 mL do tampao de adsor¢do Tris-HCI 25 mmol/L pH
7,5 (15 vezes) L: Lavagem com Tris-HCI 25 mmol/L pH 7,5. E: Elui¢ao Acetato 25 mmol/L pH
4,0. R: Regeneragdo com EDTA 50 mmol/L pH 7,0. (b) Perfil eletroforético de pools das fracdes
mais concentradas em proteinas, I: inje¢do; L: fracdes de lavagem; E: fracGes mais concentradas
da eluigdo, R: fragdes da regeneracdo e IgG: marcador de IgG humana (Sigma).
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Figura A 3 - Experimento (I) e duplicata (II) para obtengdo de: cromatograma (a),
eletroforese (b) e balango de massa (c) da cromatografia adsor¢ao de proteinas em coluna
contendo criogel PAAm-Alg-AGE-IDA-Cu?", a partir de uma solugdo de soro bovino em
tampdo Tris-HCl 25 mmol/L pH 8,0. Leito: 3,0 mL. Vazdo: 1,0 mL/L. (a) Perfil
cromatografico, em que I: Inje¢do de 75 uL de soro bovino diluido em 1,050 mL do tampao
de adsorcdo Tris-HCI 25 mmol/L pH 8,0 (15 vezes) L: Lavagem com Tris-HCI 25 mmol/L
pH 7,0. E: Elui¢ao Acetato 25 mmol/L pH 4,0. R: Regeneracao com EDTA 50 mmol/L pH
7,0. (b) Perfil eletroforético de pools das fragdes mais concentradas em proteinas, I: inje¢o;
L: fracdes de lavagem; E: fracdes mais concentradas da eluicdo, R: fracdes da regeneracao
e IgG: marcador de IgG humana (Sigma).
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Figura A 4 - Experimento (I) e duplicata (II) para obtencao de: cromatograma (a), eletroforese (b)
e balangco de massa (c) da cromatografia adsor¢ao de proteinas em coluna contendo criogel
PAAm-Alg-AGE-IDA-Cu?*, a partir de uma solugdio de soro bovino em tampio MOPS 25
mmol/L pH 6,5 Leito: 3,0 mL. Vazao: 1,0 mL/L. (a) Perfil cromatografico, em que I: Injecao de
75 uL de soro bovino diluido em 1,050 mL do tampao de adsor¢ao MOPS 25 mmol/L pH 6,5 (15

vezes) L: Lavagem com MOPS 25 mmol/L pH 6,5. E: Elui¢do Acetato 25 mmol/L pH 4,0. R:
Regeneracao com EDTA 50 mmol/L pH 7,0. (b) Perfil eletroforético de pools das fracdes mais

concentradas em proteinas, I: injecdo; L: fracdes de lavagem; E: fragdes mais concentradas da
elui¢do, R: fragdes da regeneracdo e IgG: marcador de IgG humana (Sigma).
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Figura A 5 - Experimento (I) e duplicata (II) para obten¢do de: cromatograma (a), eletroforese
(b) e balango de massa (c) da cromatografia adsor¢ao de proteinas em coluna contendo criogel
PAAm-Alg-AGE-IDA-Cu?’, a partir de uma solu¢do de soro bovino em tampio MOPS 25
mmol/L pH 7,0 Leito: 3,0 mL. Vazdo: 1,0 mL/L. (a) Perfil cromatografico, em que I: Injecao
de 75 uL de soro bovino diluido em 1,050 mL do tampao de adsor¢ado MOPS 25 mmol/L pH
7,0 (15 vezes) L: Lavagem com MOPS 25 mmol/L pH 7,0. E: Elui¢ao Acetato 25 mmol/L pH
4,0. R: Regeneragao com EDTA 50 mmol/L pH 7,0. (b) Perfil eletroforético de pools das fragdes
mais concentradas em proteinas, I: injecdo; L: fragdes de lavagem; E: fragdes mais
concentradas da elui¢do, R: fragdes da regeneragdo e IgG: marcador de IgG humana (Sigma).
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Figura A 6 - Experimento (I) e duplicata (II) para obten¢do de: cromatograma (a), eletroforese
(b) e balanco de massa (c) da cromatografia adsor¢do de proteinas em coluna contendo criogel
PAAm-Alg-AGE-IDA-Cu?’, a partir de uma solugdo de soro bovino em tampdo MOPS 25
mmol/L pH 7,5 Leito: 3,0 mL. Vazao: 1,0 mL/L. (a) Perfil cromatografico, em que I: Injecao
de 75 uL de soro bovino diluido em 1,050 mL do tampado de adsor¢ao MOPS 25 mmol/L pH
7,5 (15 vezes) L: Lavagem com MOPS 25 mmol/L pH 7,5. E: Elui¢do Acetato 25 mmol/L pH
4,0. R: Regeneragdao com EDTA 50 mmol/L pH 7,0. (b) Perfil eletroforético de pools das fragdes
mais concentradas em proteinas, I: injecdo; L: fragdes de lavagem; E: fragdes mais
concentradas da elui¢do, R: fragdes da regeneragdo e IgG: marcador de IgG humana (Sigma).
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Figura A 7 - Experimento (I) e duplicata (II) para obtengdo de: cromatograma (a), eletroforese
(b) e balanco de massa (c) da cromatografia adsor¢do de proteinas em coluna contendo criogel
PAAm-Alg-AGE-IDA-Cu?", a partir de uma solucio de soro bovino em tampao MA 25 mmol/L
pH 6,0 Leito: 3,0 mL. Vazdo: 1,0 mL/L. (a) Perfil cromatografico, em que I: Injecao de 75 ulL
de soro bovino diluido em 1,050 mL do tampao de adsor¢ao MA 25 mmol/L pH 6,0 (15 vezes)
L: Lavagem com MA 25 mmol/L pH 6,0. E: Eluicio MA 25 mmol/L pH 4,0. R: Regeneragao
com EDTA 50 mmol/L pH 7,0. (b) Perfil eletroforético de pools das fragdes mais concentradas
em proteinas, I: injecdo; L: fracdes de lavagem; E: fracdes mais concentradas da elui¢do, R:
fragcdes da regeneragdo e IgG: marcador de IgG humana (Sigma).
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Figura A 8 - Experimento (I) e duplicata (II) para obtengao de: cromatograma (a), eletroforese
(b) e balanco de massa (c) da cromatografia adsor¢ao de proteinas em coluna contendo
criogel PAAm-Alg-AGE-IDA-Cu?", a partir de uma solugio de soro bovino em tampiao MA
25 mmol/L pH 6,5 Leito: 3,0 mL. Vazdo: 1,0 mL/L. (a) Perfil cromatografico, em que I:
Inje¢do de 75 uL de soro bovino diluido em 1,050 mL do tampao de adsor¢do MA 25 mmol/L
pH 6,5 (15 vezes) Li: Lavagem com MA 25 mmol/L pH 6,5. E: Eluicdo MA 25 mmol/L pH
4,0. R: Regeneragdo com EDTA 50 mmol/L pH 7,0. (b) Perfil eletroforético de pools das
fragdes mais concentradas em proteinas, I: injecao; L: fragdes de lavagem; E: fracdes mais
concentradas da elui¢cdo, R: fracdes da regeneracao e IgG: marcador de IgG humana (Sigma).
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Figura A 9 - Experimento (I) e duplicata (II) para obtengdo de: cromatograma (a), eletroforese
(b) e balanco de massa (c) da cromatografia adsor¢do de proteinas em coluna contendo
criogel PAAm-Alg-AGE-IDA-Cu?", a partir de uma solucio de soro bovino em tampio MA
25 mmol/L pH 7,0 Leito: 3,0 mL. Vazdo: 1,0 mL/L. (a) Perfil cromatografico, em que I:
Inje¢do de 75 uL de soro bovino diluido em 1,050 mL do tampao de adsor¢do MA 25 mmol/L
pH 7,0 (15 vezes) L: Lavagem com MA 25 mmol/L pH 7,0. E: Elui¢ao MA 25 mmol/L pH
4,0. R: Regeneragdo com EDTA 50 mmol/L pH 7,0. (b) Perfil eletroforético de pools das
fragdes mais concentradas em proteinas, I: injecdo; L: fragdes de lavagem; E: fragdes mais
concentradas da eluigdo, R: fragdes da regeneragdo e IgG: marcador de IgG humana
(Sigma).
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Figura A 10 - Experimento (I) e duplicata (II) para obten¢ao de: cromatograma (a), eletroforese
(b) e balanco de massa (c) da cromatografia adsor¢do de proteinas em coluna contendo criogel
PAAm-Alg-AGE-IDA-Ni**, a partir de uma solugio de soro bovino em tampao Tris-HCI 25
mmol/L pH 7,0 Leito: 3,0 mL. Vazdo: 1,0 mL/L. (a) Perfil cromatografico, em que I: Inje¢ao
de 75 uL de soro bovino diluido em 1,050 mL do tampao de adsor¢do Tris-HCI 25 mmol/L pH
7,0 (15 vezes) L: Lavagem com Tris-HCI 25 mmol/L pH 7,0. E: Elui¢do Acetato 25 mmol/L
pH 4,0. R: Regeneragdao com EDTA 50 mmol/L pH 7,0. (b) Perfil eletroforético de pools das
fragdes mais concentradas em proteinas, I: inje¢do; L: fracdes de lavagem; E: fragdes mais
concentradas da elui¢do, R: fragdes da regeneracao e IgG: marcador de IgG humana (Sigma).
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Figura A 11 - Experimento (I) e duplicata (II) para obten¢do de: cromatograma (a), eletroforese
(b) e balango de massa (¢) da cromatografia adsor¢ao de proteinas em coluna contendo criogel
PAAm-Alg-AGE-IDA-Ni?*", a partir de uma solugfio de soro bovino em tampao Tris-HCI 25
mmol/L pH 7,5 Leito: 3,0 mL. Vazao: 1,0 mL/L. (a) Perfil cromatografico, em que I: Inje¢ao
de 75 uL de soro bovino diluido em 1,050 mL do tampao de adsor¢ao Tris-HCI 25 mmol/L
pH 7,5 (15 vezes) L: Lavagem com Tris-HCl 25 mmol/L pH 7,5. E: Elui¢ao Acetato 25
mmol/L pH 4,0. R: Regeneragdo com EDTA 50 mmol/L pH 7,0. (b) Perfil eletroforético de
pools das fracdes mais concentradas em proteinas, I: injecdo; L: fracdes de lavagem; E:

fragdes mais concentradas da elui¢do, R: fragdes da regeneracdo ¢ IgG: marcador de IgG
humana (Sigma).
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Figura A 12 - Experimento (I) e duplicata (II) para obtengdo de: cromatograma (a),
eletroforese (b) e balanco de massa (c) da cromatografia adsor¢do de proteinas em coluna
contendo criogel PAAm-Alg-AGE-IDA-Ni**, a partir de uma solu¢do de soro bovino em
tampao Tris-HCl 25 mmol/L pH 8,0 Leito: 3,0 mL. Vazdo: 1,0 mL/L. (a) Perfil
cromatografico, em que I: Injecdo de 75 uL de soro bovino diluido em 1,050 mL do tampao
de adsor¢do Tris-HC1 25 mmol/L pH 8,0 (15 vezes) L: Lavagem com Tris-HCI 25 mmol/L
pH 8,0. E: Eluicao Acetato 25 mmol/L pH 4,0. R: Regeneragdo com EDTA 50 mmol/L pH
7,0. (b) Perfil eletroforético de pools das fragdes mais concentradas em proteinas, I: inje¢ao;
L: fragdes de lavagem; E: fragdes mais concentradas da elui¢do, R: fracdes da regeneragao

e IgG: marcador de IgG humana (Sigma).
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Figura A 13 - Experimento (I) e duplicata (II) para obtencdo de: cromatograma (a), eletroforese
(b) e balango de massa (c) da cromatografia adsor¢ao de proteinas em coluna contendo criogel
PAAm-Alg-AGE-IDA-Ni**, a partir de uma solugdo de soro bovino em tampio MOPS 25
mmol/L pH 6,5 Leito: 3,0 mL. Vazdo: 1,0 mL/L. (a) Perfil cromatografico, em que I: Injecao
de 75 uL de soro bovino diluido em 1,050 mL do tampao de adsor¢ao MOPS 25 mmol/L pH
6,5 (15 vezes) L: Lavagem com MOPS 25 mmol/L pH 6,5. E: Elui¢ao Acetato 25 mmol/L pH
4,0. R: Regeneracao com EDTA 50 mmol/L pH 7,0. (b) Perfil eletroforético de pools das
fragdes mais concentradas em proteinas, I: injecdo; L: fragdes de lavagem; E: fracdes mais
concentradas da elui¢cdo, R: fracdes da regeneragdo e IgG: marcador de IgG humana (Sigma).
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Figura A 14 - Experimento (I) e duplicata (II) para obtencdo de: cromatograma (a), eletroforese
(b) e balango de massa (c) da cromatografia adsor¢ao de proteinas em coluna contendo criogel
PAAm-Alg-AGE-IDA-Ni**, a partir de uma solu¢do de soro bovino em tampio MOPS 25
mmol/L pH 7,0 Leito: 3,0 mL. Vazao: 1,0 mL/L. (a) Perfil cromatografico, em que I: Injecao
de 75 uL de soro bovino diluido em 1,050 mL do tampao de adsor¢ao MOPS 25 mmol/L pH
7,0 (15 vezes) L: Lavagem com MOPS 25 mmol/L pH 7,0. E: Elui¢ao Acetato 25 mmol/L pH
4,0. R: Regeneragao com EDTA 50 mmol/L pH 7,0. (b) Perfil eletroforético de pools das fragdes
mais concentradas em proteinas, I: inje¢do; L: fracdes de lavagem; E: fracdes mais
concentradas da eluicdo, R: fragdes da regeneragdo e IgG: marcador de IgG humana (Sigma).
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Figura A 15 - Experimento (I) e duplicata (II) para obtengdo de: cromatograma (a),
eletroforese (b) e balango de massa (c) da cromatografia adsor¢do de proteinas em coluna
contendo criogel PAAm-Alg-AGE-IDA-Ni", a partir de uma solugio de soro bovino em
tampao MOPS 25 mmol/L pH 7,5 Leito: 3,0 mL. Vazdo: 1,0 mL/L. (a) Perfil
cromatografico, em que I: Injecdo de 75 uL de soro bovino diluido em 1,050 mL do
tampdo de adsorcado MOPS 25 mmol/L pH 7.5 (15 vezes) L: Lavagem com MOPS 25
mmol/L pH 7.,5. E: Elui¢do Acetato 25 mmol/L pH 4,0. R: Regeneragao com EDTA 50
mmol/L pH 7,0. (b) Perfil eletroforético de pools das fracdes mais concentradas em
proteinas, I: injecdo; L: fragdes de lavagem; E: fracdes mais concentradas da eluicdo, R:
fragdes da regeneragdo e IgG: marcador de IgG humana (Sigma).
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Figura A 16 - Experimento (I) e duplicata (II) para obtengdo de: cromatograma (a),
eletroforese (b) e balango de massa (c) da cromatografia adsor¢do de proteinas em coluna
contendo criogel PAAm-Alg-AGE-IDA-Ni?*, a partir de uma solugdo de soro bovino em
tampao MA 25 mmol/L pH 6,0 Leito: 3,0 mL. Vazao: 1,0 mL/L. (a) Perfil cromatografico,
em que I: Injecdo de 75 uL de soro bovino diluido em 1,050 mL do tampao de adsor¢do
MA 25 mmol/L pH 6,0 (15 vezes) L: Lavagem com MA 25 mmol/L pH 6,0. E: Elui¢ao
MA 25 mmol/L pH 4,0. R: Regeneracdo com EDTA 50 mmol/L pH 7,0. (b) Perfil
eletroforético de pools das fragdes mais concentradas em proteinas, I: injecdo; L: fragdes
de lavagem; E: fracdes mais concentradas da eluicdo, R: fragdes da regeneragdo e IgG:
marcador de IgG humana (Sigma).
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Figura A 1718 - Experimento (I) e duplicata (II) para obtengdo de: cromatograma (a),
eletroforese (b) e balanco de massa (c) da cromatografia adsor¢do de proteinas em coluna
contendo criogel PAAm-Alg-AGE-IDA-Ni*", a partir de uma solugio de soro bovino em
tampao MA 25 mmol/L pH 6,5 Leito: 3,0 mL. Vazado: 1,0 mL/L. (a) Perfil cromatografico,
em que I: Injecdo de 75 uL de soro bovino diluido em 1,050 mL do tampao de adsor¢ao MA
25 mmol/L pH 6,5 (15 vezes) L: Lavagem com MA 25 mmol/L pH 6,5. E: Elui¢do MA 25
mmol/L pH 4,0. R: Regeneracao com EDTA 50 mmol/L pH 7,0. (b) Perfil eletroforético de
pools das fracdes mais concentradas em proteinas, I: inje¢do; L: fracdes de lavagem; E:

fragdes mais concentradas da elui¢do, R: fracdes da regeneracdo e IgG: marcador de IgG
humana (Sigma).
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Figura A 18 - Experimento (I) e duplicata (II) para obtengdo de: cromatograma (a),
eletroforese (b) e balanco de massa (c) da cromatografia adsor¢ao de proteinas em coluna
contendo criogel PAAm-Alg-AGE-IDA-Ni?", a partir de uma solugio de soro bovino em
tampao MA 25 mmol/L pH 7,0 Leito: 3,0 mL. Vazdo: 1,0 mL/L. (a) Perfil cromatografico,
em que I: Injecdo de 75 uL de soro bovino diluido em 1,050 mL do tampao de adsor¢ao
MA 25 mmol/L pH 7,0 (15 vezes) L: Lavagem com MA 25 mmol/L pH 7,0. E: Eluicao
MA 25 mmol/L pH 4,0. R: Regeneracdo com EDTA 50 mmol/L pH 7,0. (b) Perfil
eletroforético de pools das fragdes mais concentradas em proteinas, I: injecdo; L: fragdes
de lavagem; E: fra¢cdes mais concentradas da eluicdo, R: fracdes da regeneragdo e IgG:
marcador de IgG humana (Sigma).
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Figura A 19 - Experimento (I) e duplicata (II) para obtengdo de: cromatograma (a), eletroforese
(b) e balango de massa (c) da cromatografia adsor¢do de proteinas em coluna contendo criogel
PAAmM-Alg-AGE-IDA, a partir de uma solu¢do de soro bovino em tampao MOPS 25 mmol/L
pH 6,5 Leito: 3,0 mL. Vazao: 1,0 mL/L. (a) Perfil cromatografico, em que I: Inje¢ao de 75 uL. de
soro bovino diluido em 1,050 mL do tampao de adsor¢do MA 25 mmol/L pH 7,0 (15 vezes) L:
Lavagem com MA 25 mmol/L pH 7,0. E: Eluicaio MA 25 mmol/L pH 4,0. R: Regeneragdo com
EDTA 50 mmol/L pH 7,0. (b) Perfil eletroforético de pools das fragdes mais concentradas em
proteinas, I: injecdo; L: fragdes de lavagem; E: fragdes mais concentradas da elui¢ao, R: fragdes
da regeneragdo e IgG: marcador de IgG humana (Sigma).
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APENDICE B: CURVAS DE RUPTURA

Figura B 1 — Experimento (I) e duplicata (I) da curva de ruptura em criogel de PAAm-Alg-
AGE-IDA-Cu*" com MOPS 25 mmol/L a pH 6,5. Cromatograma (a), perfil eletroforético (b)
e balanco de massa (c). Leito: 3,0 mL de criogel. Vazao: 1,0 mL/min. Inje¢do: 50 mL de solugao
de soro bovino 15 vezes diluido em MOPS 25 mmol/L pH 6,5 (concentragdo: 3,85 e 4,20
mg/mL, respectivamente). F - Flowthrough: Proteinas ndo adsorvidas durante a injecdo. L -
Lavagem: MOPS 25 mmol/L a pH 6,5. E - Eluicdao: Acetato 25 mmol/L a pH 4,0. R -
Regeneragdo: EDTA 100 mmol/L pH 7,0. IgG: Marcador de IgG bovina. PT?: proteinas totais,
quantificadas pela metodologia de Bradford (1976). %”: Razdo entre a massa de proteinas totais
de cada etapa e a massa de proteina alimentada, multiplicado por 100
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Figura B 2 - Experimento (I) e duplicata (II) da curva de ruptura em criogel de PAAm-Alg-
AGE-IDA com MOPS 25 mmol/L a pH 6,5. Cromatograma (a), perfil eletroforético (b) e
balanco de massa (c). Leito: 3,0 mL de criogel. Vazao: 1,0 mL/min. Injecao: 34 mL de solucao
de soro bovino 15 vezes diluido em MOPS 25 mmol/L pH 6,5 (concentragdo: 3,91 e 4,07
mg/mL, respectivamente). F - Flowthrough: Proteinas ndo adsorvidas durante a inje¢ao. L -
Lavagem: MOPS 25 mmol/L a pH 6,5. E - Elui¢do: MOPS 25 mmol/L + 0,5 mol/L de NaCl a
pH 6,5. R - Regeneragdo: NaOH 10 mmol/L. IgG: Marcador de IgG bovina. PT?: proteinas
totais, quantificadas pela metodologia de Bradford (1976). %°: Razio entre a massa de proteinas
totais de cada etapa e a massa de proteina alimentada, multiplicado por 100
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APENDICE C: CURVA DE CAI:IBRAQAO DE 1GG BOVINA PARA OS
EXPERIMENTOS DE IMUNODIFUSAO RADIAL.

Figura C 1 — Curva de calibragdo de blgG para os experimentos de imuno difus&o radial
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APENDICE D: BALANCO DE MASSA DAS CROMATOGRAFIAS REALIZADAS
COM IGG BOVINA PRE PURIFICADA

Tabela D 1 — Balanco de massa da cromatografia com blgG pré purificada em Tris-HCI nos
pHs indicados. Leito: 3 mL de criogel PAAm-Alg-AGE-IDA. Quantificagcdo pela metodologia
de Bradford (1976).

PAAmM-AIg-AGE-IDA

Tris-HCI
pH 7,0 pH 7,5 pH 8,0

PT? %" PT? %" PT? %"
Injecéo 3,45 100,0 3,3 100,0 3,45 100,0
Lavagem 341 98,9 3,3 100,1 3,43 99,3
Eluicéo 0,10 2,8 0,19 59 0,16 47
Regeneracéo 0,00 0,0 0,00 0,0 0,00 0,0
Recuperacao 3,51 101,7 3,49 106,3 3,59 104,0

aPT: Proteinas totais em (mg).
b%5: Porcentagem de 2PT: Proteinas totais em (mg).

Tabela D 2 - Balango de massa da cromatografia com bIgG pré purificada em MA nos pHs
indicados. Leito: 3 mL de criogel PAAm-Alg-AGE-IDA. Quantifica¢do pela metodologia de
Bradford (1976).

PAAmM-Alg-AGE-IDA

MA
pH 6,0 pH 6,5 pH 7,0

PT? %" PT? 0" PT? 06"
Injecéo 3,23 100,0 3,39 100,0 3,42 100,0
Lavagem 2,99 92,8 3,19 93,9 3,61 105,4
Eluicdo 0,19 5,8 0,21 6,3 0,12 3,4
Regeneracéo 0,00 0,0 0,00 0,0 0,00 0,0
Recuperagéo 3,18 98,6 3,40 100,2 3,73 108,8

8PT: Proteinas totais em (mg).
b%%: Porcentagem de blgG em cada etapa.

Tabela D 3 - Balango de massa da cromatografia com bIgG pré purificada em MOPS nos pHs
indicados. Leito: 3 mL de criogel PAAm-Alg-AGE-IDA. Quantificagdo pela metodologia de
Bradford (1976).

PAAmM-Alg-AGE-IDA

MOPS
pH 6,5 pH 7,0 pH 7,5

PT? 0P PT? %" PT? %"
Injecéo 3,32 100,0 3,40 100,0 3,42 100,0
Lavagem 2,57 77,2 2,72 80,0 3,26 95,4
Eluicao 0,67 20,0 0,57 16,9 0,35 10,2
Regeneracao 0,00 0,0 0,00 0,0 0,00 0,0
Recuperacgao 3,24 97,2 3,29 96,9 3,61 105,4

8PT: Proteinas totais em (mg).

b%6: Porcentagem de blgG em cada etapa.



144

Tabela D 4 - Balango de massa da cromatografia com blgG pré purificada em Tris-HCI nos pHs
indicados. Leito: 3 mL de criogel PAAm-Alg-AGE-IDA-Cu?". Quantificacdo pela metodologia
de Bradford (1976).

PAAM-Alg-AGE-IDA-Cu?*

Tris-HCI
pH 7,0 pH 7,5 pH 8,0

PT? %" PT? %" PT? %P
Injecdo 3,69 100,0 3,11 100,0 3,90 100,0
Lavagem 1,72 46,62 1,22 39,1 2,32 59,5
Eluicao 0,20 5,3 0,13 4,1 0,08 2,1
Regeneracao 2,09 56,7 1,92 61,6 1,75 44,9
Recuperagéo 4,01 108,6 3,26 104,8 4,15 106,5

8PT: Proteinas totais em (mg).
b%5: Porcentagem de 2PT: Proteinas totais em (mg).

Tabela D 5 - Balanco de massa da cromatografia com blgG pré purificada em MA nos pHs
indicados. Leito: 3 mL de criogel PAAm-Alg-AGE-IDA-Cu?*. Quantifica¢io pela metodologia
de Bradford (1976).

PAAM-Alg-AGE-IDA-Cu?*

MA
pH 6,0 pH 6,5 pH 7,0

PT? %" PT? %" PT? 06"
Injecéo 3,18 100,0 3,30 100,0 2,92 100,0
Lavagem 0,78 24,4 1,08 32,7 0,92 31,6
Eluicdo 0,34 10,7 0,20 6,1 0,12 4,2
Regeneracéo 2,04 64,2 2,23 67,4 2,03 69,6
Recuperagéo 3,16 99,3 3,51 106,2 3,73 105,4

8PT: Proteinas totais em (mg).
b%%: Porcentagem de blgG em cada etapa.

Tabela D 6 - Balango de massa da cromatografia com bIgG pré purificada em MOPS nos pHs
indicados. Leito: 3 mL de criogel PAAm-Alg-AGE-IDA-Cu?*. Quantifica¢io pela metodologia
de Bradford (1976).

PAAmM-Alg-AGE-IDA-Cu?*

MOPS
pH 6,5 pH 7,0 pH 7,5
PT® % PT® %" PT® %P
Injecéo 4,00 100,0 3,07 100,0 3,38 100,0
Lavagem 1,05 26,2 0,83 26,8 1,30 39,4
Eluicdo 1,95 48,7 1,26 41,1 1,00 29,7
Regeneracao 1,06 26,5 1,10 35,6 1,06 31,4
Recuperacgéo 4,06 101,4 3,29 103,5 3,36 99,5

8PT: Proteinas totais em (mg).
b%%: Porcentagem de blgG em cada etapa.
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Tabela D 7 - Balanco de massa da cromatografia com blgG pré purificada em Tris-HCI nos pHs
indicados. Leito: 3 mL de criogel PAAm-Alg-AGE-IDA-Ni?**. Quantifica¢do pela metodologia
de Bradford (1976).

PAAmM-Alg-AGE-IDA-Ni%*

Tris-HCI
pH 7,0 pH 7,5 pH 8,0

PT? %" PT? %" PT? %P
Injecdo 4,20 100,0 4,60 100,0 3,85 100,0
Lavagem 2,52 59,9 3,16 68,7 2,86 74,4
Eluicao 0,40 9,5 0,30 6,5 0,18 4,6
Regeneracao 1,62 38,6 1,17 25,3 0,84 21,9
Recuperagéo 4,54 108,0 4,62 100,4 3,88 100,9

8PT: Proteinas totais em (mg).
b%5: Porcentagem de 2PT: Proteinas totais em (mg).

Tabela D 8 - Balanco de massa da cromatografia com blgG pré purificada em MA nos pHs
indicados. Leito: 3 mL de criogel PAAm-Alg-AGE-IDA-Ni?**. Quantifica¢io pela metodologia
de Bradford (1976).

PAAM-AIlg-AGE-IDA-Ni?*

MA
pH 6,0 pH 6,5 pH 7,0

PT? %" PT? %P PT? 06"
Injecéo 3,87 100,0 3,80 100,0 4,51 100,0
Lavagem 1,52 39,2 2,43 63,9 3,29 73,0
Eluicéo 0,35 91 0,13 3,3 0,11 2,5
Regeneracéo 1,83 47,2 1,50 39,4 1,30 28,8
Recuperagéo 3,69 95,5 4,05 106,6 4,70 104,3

8PT: Proteinas totais em (mg).
b%%: Porcentagem de blgG em cada etapa.

Tabela D 9 - Balango de massa da cromatografia com bIgG pré purificada em MOPS nos pHs
indicados. Leito: 3 mL de criogel PAAm-Alg-AGE-IDA-Ni?**. Quantifica¢io pela metodologia
de Bradford (1976).

PAAmM-Alg-AGE-IDA-Ni%*

MOPS
pH 6,5 pH 7,0 pH 7,5

PT® % PT® %P PT® %°
Injecéo 3,16 100,0 3,36 100,0 2,92 100,0
Lavagem 0,89 28,2 1,60 47,7 1,54 52,8
Eluicéo 0,56 17,7 0,37 11,0 0,37 12,7
Regeneracao 1,68 53,0 1,18 35,2 1,06 36,4
Recuperacgéo 3,13 98,9 3,15 93,9 2,98 101,8

8PT: Proteinas totais em (mg).
b95: Porcentagem de blgG em cada etapa.



