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RESUMO

Anticorpos ou imunoglobulinas estdo dentre as proteinas que mais requerem alto grau
de pureza para suas aplicacbes, como no diagndstico e no tratamento de doencas.
Métodos de purificacdo atuais, os quais fornecem altos rendimentos e graus de pureza,
para essas biomoléculas podem envolver a cromatografia de afinidade, uma técnica que
se baseia na interacdo seletiva entre um ligante imobilizado e o produto de interesse. A
utilizacdo desses procedimentos levam a reducdo do nimero de etapas adicionais, custos
e tempo de processamento quando comparados a outros métodos de purificacdo de
proteinas. Esse trabalho visou sintetizar e caracterizar uma fase estacionaria monolitica
com propriedades adequadas para ser utilizada em cromatografia de afinidade por ions
metalicos imobilizados para a separacdo de imunoglobulinas G (hlgG) a partir do soro
humano. Diferentes condic¢des de criopolimerizacdo dos monémeros acrilamida (AAm),
bisacrilamida (MBAm) e alil-glicidil-éter (AGE) na presenca de cadeias de quitosana
(CS) e do reagente de reticulacdo glutaraldeido (GA) foram testadas e o criogel que se
mostrou mais adequado foi selecionado. O agente quelante acido iminodiacético (IDA)
foi imobilizado covalentemente no criogel, sendo denominado de PAAmM-CS-GA-AGE-
IDA. Em seguida, as capacidades de adsorcdo e purificacdo de hlgG do criogel na
presenca ou ndo de ions Cu?* e Ni?* quelatados foram investigadas. No criogel contendo
Ni2* quelatado, o sistema tamponante fosfato de sédio a pH 7,0 (25 mmol L) contendo
imidazol (2 mmol L) mostrou ser a condicdo mais promissora por proporcionar
rendimento de 55% e pureza de 88% para hlgG. A curva de ruptura revelou que o
criogel foi seletivo para hlgG em condicdes de saturacdo, resultando em pureza de 96%.
Os experimentos cinéticos evidenciaram que o tempo de equilibrio de adsorcéo €
rapidamente alcancado. Finalmente, isotermas de adsorcdo foram construidas e 0s
parametros dos modelos de Langmuir e Langmuir-Freundlich foram ajustados por
regressdo ndo linear. O modelo de Langmuir-Freundlich, representou bem os dados
experimentais de adsorcéo, resultando em capacidade maxima igual a 31,19 mg hlgG/g
criogel seco e constante de dissociacdo da ordem de Kq = 107 mol L. Os resultados
obtidos mostraram o potencial do criogel de poliacrilamida e quitosana com ions

metalicos imobilizados em separar e purificar hlgG a partir do soro humano.

Palavras-chave: criogel, cromatografia, IMAC, imunoglobulina G, purificacdo



ABSTRACT

Antibodies or immunoglobulins are amongst the proteins that require the most degree of
purity for their applications, such as in the diagnostic and treatment of diseases. Current
purification methods, in which allow high yields and degree of purity, for those
biomolecules can involve affinity chromatography, a technique that is based on the
selective interaction between an immobilized ligand and the product of interest. The
utilization of those procedures leads to the reduction of the number of additional steps,
costs and processing time when compared to other protein purification methods. This
work aimed to synthetize and characterize a monolithic stationary phase with adequate
properties to be used in immobilized metal ion affinity chromatography to separate
immunoglobulin G (hlgG) from human serum. Different conditions of
cryopolimerization of the acrylamide, bisacrylamide, allyl-glycidyl-ether in the presence
of chitosan chains and the crosslinking agent glutaraldehyde were tested and the cryogel
that proved more suitable was selected. The chelating agent iminodiacetic acid (IDA)
was covalently immobilized onto the cryogel, which was named as PAAM-CS-GA-
AGE-IDA. Then, the adsorption and purification capacities of hlgG by the cryogel in
the presence or not of chelated Cu?* and Ni?* ions were investigated. In the cryogel with
chelated Ni?*, the sodium phosphate buffer system at pH 7,0 (25 mmol L™) with
imidazole (2 mmol L) proved to be the most promising condition for providing yield
of 55% and purity of 88% for hlgG. The breakthrough curve revealed that the cryogel
continued to be selective for higG under saturation conditions, resulting in 96% of
purity. The kinetics experiments evidenced that the equilibrium time of the adsorption is
quickly reached. Finally, adsorption isotherms were built and the parameters of the
Langmuir and Langmuir-Freundlich models were adjusted by non-linear regression.
The Langmuir-Freundlich model represented well the adsorption experimental data,
resulting in the maximum capacity equal to 31,19 mg higG/g dry cryogel and a
dissociation constant in the order of Kq = 107 mol L. The obtained results proved the
potential of the cryogel of polyacrylamide and chitosan with immobilized metal ions to

separate and purify hlgG from human serum.

Key-words: cryogel, chromatography, IMAC, immunoglobulin G, purification
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(100 mmol L1); 2 - Adsorgdo: MOPS pH 7,0 + NaCl; Eluicdo: MOPS pH 7,0 +
imidazol (100 mmol L) + NaCl; 3 - Adsor¢do: MOPS pH 6,5 + imidazol; Eluigo:
MOPS pH 6,5 + imidazol (100 mmol L™); 4 - NaP pH 7,0 + imidazol; Eluigdo: NaP pH
7,0 + imidazol (100 mmol L™?); 5 — Tris-HCI pH 7,0 + imidazol + NaCl; Eluicdo: Tris-
HCI pH 7,0 + imidazol (100 mmol L) + NaCl. ......ccccovvviiriicseee e, 112



Figura 39 — a) Proteinas totais (%) e b) perfis eletroforéticos obtidos nas etapas
cromatograficas em coluna de PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Ni?*. Injecdo: 75 uL de
solucdo de soro humano diluido em 1,050 mL (15 vezes) em tampéo de adsorcéo.
Volume do leito: 3,0 mL. Vazdo: 2,0 mL min™. Legenda: Lavagem: ®; Eluicdo: o;
Regeneragdo: e. Tampao: 1 — Adsorcdo: MOPS pH 7,0 + imidazol + NaCl; Eluicéo:
MOPS pH 7,0 + imidazol (100 mmol L) + NaCl; 2 - Adsor¢do: MOPS pH 7,0 +
imidazol; Eluicdo: MOPS pH 7,0 + imidazol (100 mmol L?); 3 - Adsor¢do: MOPS pH
6,5 + Imidazol; Eluicdo: MOPS pH 6,5 + Imidazol (100 mmol L™); 4 - NaP pH 7,0 +
imidazol; Eluicdo: NaP pH 7,0 + imidazol (100 mmol L™?); 5 — Tris-HCI pH 7,0 +
imidazol + NaCl; Eluigéo: Tris-HCI pH 7,0 + imidazol (100 mmol L) + NaCl......... 114

Figura 40 — a) Curva de ruptura de proteinas do soro humano obtida para criogel de
PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Ni%*. Vazdo: 2,0 mL min®. Leito: 3,0 mL de criogel.
Tampao de adsorcdo: NaP a pH 7,0 + imidazol (2 mmol LY). Eluicio: NaP a pH 7,0 +
imidazol (100 mmol L?). Injecdo: 2,0 mL de soro humano diluido 15 vezes em tampao
de adsorc¢do (concentragdo aproximada de 3,1 mg mL™ em termos de proteinas totais,
volume total de 33 mL de solucdo contendo soro humano). Massa total de proteina
alimentada: 99,85 mg; b) Eletroforese da curva de ruptura. Legenda: | — Alimentagéo; F
— Flowthrough; W - Lavagem; E — Eluicdo; R - Regeneracdo. M: marcador de alta
massa molecular; I: alimentacdo; 2 a 6: primeiras fraces (volume de 1,0 mL cada) do
flowthrough coletadas; F: pool das demais fracdes do flowthrough; W: pool das fracdes
de lavagem mais concentradas; E: pool das fragdes da eluigdo mais concentradas; higG:
marcador de 1gG humana; hTRF: transferrina; HSA: albumina. ...........cccccovveiennnne. 119

Figura 41 — Dados experimentais de adsorcdo de hlgG em criogel de PAAmM-CS-GA-
AGE-IDA-Ni* em tampao NaP a pH 7,0 + imidazol (2 mmol L™?) a 25 °C (e) e curvas
ajustadas dos modelos de: a) Langmuir e b) Langmuir-Freundlich ...............ccccoovne. 123

Figura B. 1 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtencdo de cromatograma (a),
balangco de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsor¢do de proteinas do
soro humano em PAAM-CS-GA-AGE-IDA. Leito: 3,0 mL. Vazdo: 2,0 mL min.
Legenda: | - Injecdo: 75 pL de soro em 1050 pL de tampao MOPS a pH 7,0; W -
Lavagem: Tampdo MOPS a pH 7,0; E - Eluicdo: Tamp&do MOPS a pH 7,0 + NaCl
(1,0 mol L1). M: marcador de alta massa molecular; I: injecdo; W: pool das fracbes de
lavagem mais concentradas; E: pool das fracGes de eluicdo mais concentradas; hlgG:

marcador de 1gG humana; hTRF: transferrina humana; HSA: albumina humana. ...... 156



Figura B. 2 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtencdo de cromatograma (a),
balanco de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorcdo de proteinas do
soro humano em PAAM-CS-GA-AGE-IDA. Leito: 3,0 mL. Vazdo: 2,0 mL min.
Legenda: | - Inje¢do: 75 pL de soro em 1050 pL de tampao Tris-HCl a pH 7,0; W -
Lavagem: Tampao Tris-HCI a pH 7,0; E - Eluicdo: Tampé&o Tris-HCl a pH 7,0 + NaCl
(1,0 mol LY. M: marcador de alta massa molecular; I: injecdo; W: pool das fraces de
lavagem mais concentradas; E: pool das fracGes de eluicdo mais concentradas; hlgG:

marcador de 1gG humana; hTRF: transferrina humana; HSA: albumina humana. ...... 157

Figura B. 3 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtencdo de cromatograma (a),
balanco de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorcdo de proteinas do
soro humano em PAAM-CS-GA-AGE-IDA. Leito: 3,0 mL. Vazdo: 2,0 mL min.
Legenda: | - Injegdo: 75 pL de soro em 1050 uL de tampao NaP a pH 7,0; W -
Lavagem: Tampdo NaP a pH 7,0; E - Eluicdo: Tampdo NaP a pH 7,0 + NaCl
(1,0 mol LY). M: marcador de alta massa molecular; I: injecdo; W: pool das fracdes de
lavagem mais concentradas; E: pool das fracbes de eluicdo mais concentradas; hlgG:

marcador de 1gG humana; hTRF: transferrina humana; HSA: albumina humana. ...... 158

Figura B. 4 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtencdo de cromatograma (a),
balanco de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsor¢do de proteinas do
soro humano em PAAM-CS-GA-AGE-IDA. Leito: 3,0 mL. Vazdo: 2,0 mL min.
Legenda: | - Injecdo: 75 pL de soro em 1050 pL de tampao MES a pH 5,5 W -
Lavagem: Tampdo MES a pH 5,5; E - Eluicdo: Tampdo MES a pH 5,5 + NaCl
(1,0 mol L1). M: marcador de alta massa molecular; I: injecdo; W: pool das fracdes de
lavagem mais concentradas; E: pool das fracGes de eluicdo mais concentradas; hlgG:

marcador de 1gG humana; hTRF: transferrina humana; HSA: albumina humana. ...... 159

Figura B. 5 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtencdo de cromatograma (a),
balanco de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorcdo de proteinas do
soro humano em PAAM-CS-GA-AGE-IDA. Leito: 3,0 mL. Vazdo: 2,0 mL min.
Legenda: | - Injecdo: 75 pL de soro em 1050 pL de tampdo MOPS a pH 6,5, W -
Lavagem: Tampdo MOPS a pH 6,5; E - Eluicdo: Tamp&do MOPS a pH 6,5 + NaCl
(1,0 mol L1). M: marcador de alta massa molecular; I: injecdo; W: pool das fracbes de
lavagem mais concentradas; E: pool das fraces de eluicdo mais concentradas; hlgG:
marcador de 1gG humana; hTRF: transferrina humana; HSA: albumina humana. ...... 160



Figura B. 6 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtencdo de cromatograma (a),
balanco de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorcdo de proteinas do
soro humano em PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Cu?*. Leito: 3,0 mL. Vaz&o: 2,0 mL min™,
Legenda: | - Injegdo: 75 pL de soro em 1050 puL de tampdo MOPS a pH 7,0 + imidazol
(2 mmol L1); W - Lavagem: Tampdo MOPS a pH 7,0 + imidazol (2 mmol L?); E -
Eluicdo: Tampdo MOPS a pH 7,0 + Imizadol (100 mmol L™); R - Regeneragdo: EDTA
a pH 7,0. M: marcador de alta massa molecular; I: injecdo; W: pool das fragdes de
lavagem mais concentradas; E: pool das fracbes de eluicdo mais concentradas; R: pool
das fracOes da regeneracdo mais concentradas; hlgG: marcador de IgG humana; hTRF:

transferrina; HSA: albDUMING. ........oooviiiiiiiee e 161

Figura B. 7 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtencdo de cromatograma (a),
balanco de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorcdo de proteinas do
soro humano em PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Cu?*. Leito: 3,0 mL. Vaz&o: 2,0 mL min™,
Legenda: | - Injecdo: 75 uL de soro em 1050 pL de tampao MOPS a pH 7,0 + NaCl
(100 mmol L) + Imidazol (2 mmol L?); W - Lavagem: Tampdo MOPS a pH 7,0 +
NaCl (100 mmol L) + imidazol (2 mmol L?); E - Elui¢do: Tampdo MOPS a pH 7,0 +
NaCl (100 mmol L) + imizadol (100 mmol LY); R - Regeneragdo: EDTA a pH 7,0. M:
marcador de alta massa molecular; I: injecdo; W: pool das fragdes de lavagem mais
concentradas; E: pool das fraces de eluicdo mais concentradas; R: pool das fracdes da
regeneracdo mais concentradas; hlgG: marcador de IgG humana; hTRF: transferrina;
HSA: AIDUMING. ..o et ns 162

Figura B. 8 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtencdo de cromatograma (a),
balanco de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsor¢do de proteinas do
soro humano em PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Cu?*. Leito: 3,0 mL. Vaz&o: 2,0 mL min™,
Legenda: I - Injegdo: 75 uL de soro em 1050 pL de tampao Tris-HCI a pH 7,0 + NaCl
(1000 mmol L) + imidazol (2 mmol L?); W - Lavagem: Tampao Tris-HCl a pH 7,0 +
NaCl (1000 mmol L?) + imidazol (2 mmol L™?); E - Eluicdo: Tampéo Tris-HCI a
pH 7,0 + NaCl (1000 mmol L) + Imizadol (100 mmol L%); R - Regeneracdo: EDTA a
pH 7,0. M: marcador de alta massa molecular; I. injecdo; W: pool das fracdes de
lavagem mais concentradas; E: pool das fragOes de eluicdo mais concentradas; R: pool
das fracOes da regeneragdo mais concentradas; hlgG: marcador de IgG humana; hTRF:

TranSTerring; HSA: @lDUMING. ....oeeeeee oottt e e e e e e e 163



Figura B. 9 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtencdo de cromatograma (a),
balanco de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorcdo de proteinas do
soro humano em PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Cu?*. Leito: 3,0 mL. Vaz&o: 2,0 mL min™,
Legenda: | - Injegdo: 75 pL de soro em 1050 puL de tampdo NaP a pH 7,0 + imidazol
(2 mmol LY); W - Lavagem: Tampdo NaP a pH 7,0 + imidazol (2 mmol L™Y); E -
Eluicdo: Tampdo NaP a pH 7,0 + Imizadol (100 mmol L); R - Regeneracdo: EDTA a
pH 7,0. M: marcador de alta massa molecular; I: injecdo; W: pool das fracdes de
lavagem mais concentradas; E: pool das fracbes de eluicdo mais concentradas; R: pool
das fracOes da regeneracdo mais concentradas; hlgG: marcador de IgG humana; hTRF:

transferrina; HSA: albDUMING. ........oooviiiiiiiee e 164

Figura B. 10 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtencdo de cromatograma (a),
balanco de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorcdo de proteinas do
soro humano em PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Cu?*. Leito: 3,0 mL. Vaz&o: 2,0 mL min™,
Legenda: | - Injegdo: 75 pL de soro em 1050 puL de tampao MOPS a pH 6,5 + Imidazol
(2 mmol L?); W - Lavagem: Tampdo MOPS a pH 6,5 + imidazol (2 mmol L?); E -
Eluicdo: Tampdo MOPS a pH 6,5 + imizadol (100 mmol LY); R - Regeneragdo: EDTA
a pH 7,0. M: marcador de alta massa molecular; I: injecdo; W: pool das fracdes de
lavagem mais concentradas; E: pool das fragfes de eluicdo mais concentradas; R: pool
das fracdes da regeneracdo mais concentradas; hlgG: marcador de IgG humana; hTRF:

transterring; HSA: @lBUMINGL .....ooeee ettt a e e 165

Figura B. 11 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtencdo de cromatograma (a),
balanco de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsor¢do de proteinas do
soro humano em PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Ni?*. Leito: 3,0 mL. Vazdo: 2,0 mL min™.
Legenda: | - Injecéo: 75 pL de soro em 1050 pL de tampdo MOPS a pH 7,0 + NaCl
(100 mmol L) + imidazol (2 mmol L?); W - Lavagem: Tamp&o MOPS a pH 7,0 +
NaCl (100 mmol L™?) + imidazol (2 mmol L™); E — Eluigdo: MOPS a pH 7,0 + NaCl
(100 mmol L) + imidazol (100 mmol L?); R - Regeneragéo: Solucdo EDTA a pH 7,0.
M: marcador de alta massa molecular; I: injecdo; W: pool das fracdes de lavagem mais
concentradas; E: pool das frages da eluicdo mais concentradas; R: pool das fracdes da
regeneracdo mais concentradas; hlgG: marcador de 1gG humana; hTRF: transferrina;
HSA:Z AIDUMING. ..o e e 166

Figura B. 12 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtencdo de cromatograma (a),

balanco de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorcdo de proteinas do



soro humano em PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Ni?*. Leito: 3,0 mL. Vazdo: 2,0 mL min™,
Legenda: | - Injeg@o: 75 puL de soro em 1050 pulL de tampao MOPS a pH 7,0 + imidazol
(2 mmol L?); W - Lavagem: Tampdo MOPS a pH 7,0 + imidazol (2 mmol LY); E —
Eluicdo: MOPS a pH 7,0 + imidazol (100 mmol L?); R - Regeneracéo: Solucio EDTA
a pH 7,0. M: marcador de alta massa molecular; I: injecdo; W: pool das fracdes de
lavagem mais concentradas; E: pool das fragdes da elui¢do mais concentradas; R: pool
das fracOes da regeneragdo mais concentradas; hlgG: marcador de IgG humana; hTRF:

tranSTerring; HSA: @lDUMING. .....oeeeee et e e e e e e e 167

Figura B. 13 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtengcdo de cromatograma (a),
balanco de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorcdo de proteinas do
soro humano em PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Ni?*. Leito: 3,0 mL. Vazdo: 2,0 mL min™.
Legenda: I - Injecdo: 75 uL de soro em 1050 pL de tampao MOPS a pH 6,5 + imidazol
(2 mmol L?); W - Lavagem: Tampdo MOPS a pH 6,5 + imidazol (2 mmol L?); E -
Eluicdo: MOPS a pH 6,5 + imidazol (100 mmol L?); R - Regeneragéo: Solucdo EDTA
a pH 7,0. M: marcador de alta massa molecular; I: injecdo; W: pool das fracdes de
lavagem mais concentradas; E: pool das fracbes da eluicdo mais concentradas; R: pool
das fracOes da regeneragdo mais concentradas; hlgG: marcador de IgG humana; hTRF:
transferrina; HSA: albUMING. ........oocviiiiiieiee e 168

Figura B. 14 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtencdo de cromatograma (a),
balanco de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorcdo de proteinas do
soro humano em PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Ni?*. Leito: 3,0 mL. Vazdo: 2,0 mL min™.
Legenda: | - Injegdo: 75 pL de soro em 1050 pL de tampdo NaP a pH 7,0 + imidazol (2
mmol L?); W - Lavagem: Tamp&o NaP a pH 7,0 + imidazol (2 mmol L™); E — Eluigio:
NaP a pH 7,0 + imidazol (100 mmol LY); R - Regeneracéo: Solucio EDTA a pH 7,0.
M: marcador de alta massa molecular; I: injecdo; W: pool das fracdes de lavagem mais
concentradas; E: pool das fracGes da eluicdo mais concentradas; R: pool das fracdes da
regeneracdo mais concentradas; hlgG: marcador de IgG humana; hTRF: transferrina,;
HSA: AIDUMING. ..ot ns 169

Figura B. 15 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtengcdo de cromatograma (a),
balanco de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorcdo de proteinas do
soro humano em PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Ni?*. Leito: 3,0 mL. Vaz&o: 2,0 mL min™.
Legenda: I - Injecdo: 75 uL de soro em 1050 pL de tampédo Tris-HCI a pH 7,0 + NaCl
(1000 mmol L) + imidazol (2 mmol L?); W - Lavagem: Tamp&o Tris-HCl a pH 7,0 +



NaCl (1000 mmol L?) + imidazol (2 mmol L™?); E - Eluicdo: Tamp&o Tris-HCI a
pH 7,0 + NaCl (1000 mmol L) + imidazol (100 mmol L1); R - Regeneragdo: EDTA a
pH 7,0. M: marcador de alta massa molecular; I: injecdo; W: pool das fracdes de
lavagem mais concentradas; E: pool das fracbes de eluicdo mais concentradas; R: pool
das fraces da regeneracdo mais concentradas; IgG: marcador de hlgG humana; hTRF:

transferrina; HSA: albUumMING. ........oooviiiiiiiee e 170

Figura C. 1 — Curva de calibracdo de hlgG para os experimentos de imunodifusao
720 L F= LN (4 5 ) PSS 171

Figura D. 1 - Experimento (1) para obtencdo de cromatograma (a), balanco de massa
(b) e eletroforese (c) da curva de ruptura de adsor¢édo de proteinas do soro humano em
PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Ni?". Leito: 3,0 mL. Vazdo: 2,0 mL min?. Legenda: | -
Injecdo: 38 mL de 2,0 mL de soro humano diluido 15 vezes em tamp&o NaP a pH 7,0 +
imidazol (2 mmol L); F — Flowthrough: Proteinas ndo adsorvidas durante a injecéo; W
- Lavagem: Tampao NaP a pH 7,0 + imidazol (2 mmol L?); E — Eluicdo: NaP a pH 7,0
+ imidazol (100 mmol L); R - Regeneracdo: EDTA a pH 7,0. M: marcador de alta
massa molecular; 1. injecdo; 2 a 6: primeiras fracfes (Volume: 1,0 mL cada) do
flowthrough coletadas; F: pool das demais fracdes do flowthrough; W: pool das fracdes
de lavagem mais concentradas; E: pool das fracdes da eluicdo mais concentradas; R:
pool das fracGes da regeneracdo mais concentradas; hlgG: marcador de 1gG humana;
hTRF: transferrina; HSA: alDUMING. ....oooiiviiiciccee e 172

Figura D. 2 — Duplicata (2) para obtencao de cromatograma (a), balango de massa (b) e
eletroforese (c) da curva de ruptura de adsor¢do de proteinas do soro humano em
PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Ni?". Leito: 3,0 mL. Vazdo: 2,0 mL min?!. Legenda: | -
Injecdo: 28 mL de 2,0 mL de soro humano diluido 15 vezes em tampdo NaP a pH 7,0 +
imidazol (2 mmol L); F — Flowthrough: Proteinas ndo adsorvidas durante a injecéo; W
- Lavagem: Tamp&o NaP a pH 7,0 + imidazol (2 mmol L™); E — Eluigdo: NaP a pH 7,0
+ imidazol (100 mmol L); R - Regeneracdo: EDTA a pH 7,0. M: marcador de alta
massa molecular; 1: injecdo; 2 a 6: primeiras fracfes (Volume: 1,0 mL cada) do
flowthrough coletadas; F: pool das demais fragdes do flowthrough; W: pool das fragdes
de lavagem mais concentradas; E: pool das fragdes da eluicdo mais concentradas; R:
pool das fracdes da regeneracdo mais concentradas; hlgG: marcador de 1gG humana;
hTRF: transferrina; HSA: alDUMING. ...cooiiiiiiicicciiee e 173
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1. INTRODUCAO

Avancos nas tecnologias relacionadas a engenharia genética e técnicas de DNA
recombinante propiciaram um aumento significativo na demanda por proteinas.
Entretanto, grande parte das operac¢des de producdo que envolvem biomoléculas ainda
sd0 muito custosas, principalmente as relacionadas a recuperacdo e purificacdo, pois
pode chegar a ser responsavel por 50 a 80% do custo total de producéo da proteina-alvo
(ROQUE; SILVA; TAIPA, 2007). Dessa forma, ha uma preocupacdo em desenvolver
novos métodos de purificagdo, principalmente 0s que minimizem 0s custos,
possibilitando a aquisicdo desses produtos por maior parte da populacgéo, resultando em
beneficios socioecondmicos. Requerem-se, entdo, técnicas de purificacdo que sejam

simples e com alto custo-beneficio (SINGH et al., 2014).

Dentre as proteinas com a maior demanda de quantidade e de pureza,
encontram-se 0s anticorpos. Cada tipo de anticorpo € especifico para um determinado
antigeno, dessa forma as aplicacBes dos anticorpos sdo extensas, como em testes
diagndstico e tratamento de doencas e em pesquisas na area de biologia e biotecnologia
(ROQUE; SILVA; TAIPA, 2007).

Devido a todas essas possibilidades de aplicagdo, em 2020, anticorpos
monoclonais para uso clinico e diagnéstico possuiam um valor de mercado maior que
106 bilhdes de délares de acordo com Businees Wire (2021). ProjecGes de mercado
estimam que as vendas globais de anticorpos monoclonais aproxime de 179 bilhdes de
ddlares até o final de 2025, explicado pela taxa de aprovacdo de pelo menos 4 novos
produtos por ano desde 2014 (ECKER; JONES; LEVINE, 2014; Business Wire, 2021).

Com o intuito de reduzir custos dos processos de recuperacdo e purificacdo, a
aplicacdo de técnicas seletivas para a remocao de contaminantes e impurezas da solugdo
contendo o anticorpo de interesse tem sido consideradas, sendo uma delas, a
cromatografia de afinidade (THOMMES; ETZEL, 2007). A cromatografia de afinidade
€ uma técnica que possibilita a obtencdo de anticorpos com maior grau de pureza e com
maior rendimento, quando comparada a técnicas que ndo envolvam afinidade (HUSE;
BOHME; SCHOLZ, 2002).

A cromatografia de afinidade se baseia na interacdo seletiva entre um ligante
imobilizado em uma matriz sélida e o produto de interesse (VIJAYALAKSHMI, 1989;
ARORA; SAXENA; AYYAR, 2017). As interacdes entre o ligante e a molécula de
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interesse podem ser de natureza biologica funcional (bioespecifica) ou de natureza
estrutural (pseudobioespecifica) (ARORA; SAXENA; AYYAR, 2017). Os ligantes
bioespecificos geralmente sdo macromoléculas frageis, de alto custo e dificeis de
imobilizar em suportes sélidos, 0 que, muitas vezes, inviabiliza a utilizacdo desses
adsorventes em larga escala. Em contrapartida, ligantes pseudobioespecificos, como os
quelatos metélicos sdo de baixo custo e simples, entretanto, a especificidade e as
interacOes entre o ligante e a molécula de interesse sdo mais fracas, propiciando menor
seletividade ao processo (VIJAYALAKSHMI, 1989; TODOROVA-BALVAY et al.,
2004).

Na técnica de cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados
(IMAC), ligacdes de coordenacdo de natureza reversivel sdo formadas entre o ligante
pseudobioespecifico quelato metalico e a proteina-alvo, separando-a da mistura na qual
ela se encontra, resultando na obtencdo de proteinas purificadas com alto grau de pureza
(PORATH, 1992; CHAGA, 2001).

Em cromatografia de afinidade, membranas, particulas esféricas e monolitos
podem ser empregados como fases estacionarias para a purificacdo de biomoléculas
(BRESOLIN; MIRANDA; BUENO, 2009; ARORA; SAXENA; AYYAR, 2017).
Especificamente sobre os monolitos, estudos mostram que essas estruturas sdo capazes
de garantir transferéncia de massa por convec¢do, maior capacidade de adsorcdo e uma
menor difusdo nos poros, perda de carga e presenca de caminhos preferenciais quando
comparados as outras matrizes solidas previamente citadas (CORMAN, 2018).
Monolitos podem ser obtidos por diferentes técnicas a partir de materiais organicos ou
inorganicos. Dentre as técnicas utilizadas para obtencdo de monolitos organicos, pode-
se citar a criogelificacdo. A literatura relata o emprego de criogéis monoliticos como
fase estacionaria em cromatografia de afinidade para a purificacdo de imunoglobulinas
(BARROSO et al., 2013).

Diferentes formulaces de precursores de criogel podem ser empregadas para
sintetizar criogéis. Criogéis provenientes de polimeros sintéticos vém sendo produzidos
para serem utilizados como fases estacionarias em cromatografia de afinidade para a
purificacdo de proteinas, tais como os criogéis de poliacrilamida (PAAm) e hidroxietil
metacrilato (HEMA) (LOZINSKY et al., 2003; BAKHSHPOUR et al., 2019). Por outro

lado, criogeis produzidos por polimeros naturais, como os polissacarideos, destacam-se
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devido a questdes relacionadas a sustentabilidade de processos quimicos e
biocompatibilidade. (BARROSO et al., 2013).

No entanto, criogeis compostos de apenas polissacarideos mostraram-se frageis,
sendo inadequados para uso como fase estaciondria em cromatografia. Dessa forma, a
combinacdo de polissacarideos com polimeros sintéticos pode impactar positivamente

certas caracteristicas dos criogéis, como a sua resisténcia mecanica (JAIN et al., 2015).

Criogéis monoliticos de poliacrilamida e quitosana foram sintetizados por
Dragan et al. (2012) e Jain & Kumar (2009) para o0 uso em separacdo de corantes e em
scaffolds 3D para o crescimento de células, respectivamente. Esses estudos relataram
que o material obtido pela combinacdo desses compostos possui macroporos, €
biocompativel e é mecanicamente mais resistente quando comparados a criogéis de

apenas poliacrilamida ou apenas quitosana (JAIN; KUMAR, 2009).

Tendo em vista essas consideracfes, o emprego da IMAC para a purificacdo de
imunoglobulinas utilizando um criogel monolitico de poliacrilamida e quitosana pode
possivelmente atender as demandas levantadas pela industria em relagdo a necessidade

de se desenvolver processos simples e de baixo custo para a purificacdo de anticorpos.

1.1. OBJETIVO

Esse trabalho teve como objetivo preparar e caracterizar um criogel monolitico
de poliacrilamida (PAAmM) e quitosana (CS) com o agente quelante &cido iminodiacético
(IDA) imobilizado, visando a sua aplicacdo como fase estacionaria na cromatografia de
afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC) para a purificacdo de

imunoglobulina G (hlgG) a partir do soro humano.

Para alcancar o objetivo deste trabalho, os objetivos especificos foram: estudar o
efeito da concentragdo do monémero alil-glicidil-éter (AGE) e do agente de reticulacéo
glutaraldeido (GA) nos aspectos fisicos e visuais dos criogéis monoliticos de
poliacrilamida e quitosana; avaliar diferentes sistemas tamponantes para a adsorcao e
purificacdo de hlgG; verificar a adsorcdo de hlgG e proteinas do soro humano em
criogéis sintetizados com IDA livre e com quelatos IDA-Ni%* e IDA-Cu?*; determinar

pardmetros termodinamicos e cinéticos de adsorcéo de hlgG no criogel.
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1.2. ESTRATEGIA DE TRABALHO

O trabalho foi dividido nas seguintes etapas: 1) sintese e determinacdo da
melhor condicdo visual do criogéis; 2) caracterizagbes fisicas e morfologicas dos
criogéis preparados e selecionados na primeira etapa; 3) experimentos cromatogréficos
com IgG humana (hlgG) de alta pureza em diferentes condi¢bes tamponantes de
adsorcdo e de eluicdo, e na presenca ou ndo de fons Cu®" ou Ni?* imobilizados; 4)
experimentos cromatogréaficos com soro humano em diferentes condi¢Ges tamponantes
para definicdo das melhores condicGes de separagdo da higG e 5) determinagdo de
dados de adsorcdo em modo dindmico para obtencdo da curva de ruptura e dados
cinéticos para obtencdo do tempo de equilibrio, seguido da determinacdo de dados de
adsorcdo de hlgG no criogel no equilibrio, para obtengdo de isotermas e parametros
importantes para ampliagdo de escala.

Na primeira etapa, a qual consistiu na sintese do criogel de poliacrilamida-
quitosana (PAAmM-CS), foram preparados criogéis com concentragdes de quitosana de
0,5% m/v, baseando-se no método de sintese do criogel de poliacrilamida e alginato
(MOURAO et al., 2019; MARCUZ et al., 2021) e nos métodos de preparacdo de
criogéis de poliacrilamida e quitosana de Jain & Kumar (2009) e Dragan et al. (2012).
Nesta etapa, trés solugdes distintas de quitosana foram empregadas, sendo de quitosana
>75% desacetilada, quitosana de baixa massa molecular e quitosana de baixa massa
molecular entre pH 5 e 6. Além disso, durante a sintese dos criogéis, agentes de
reticulacdo e funcionalizacdo, como o glutaraldeido (GA) e o alil-glicidil-éter (AGE),
foram incluidos ou ndo, com o objetivo de produzir um monolito com cadeias
interpenetrantes que fosse capaz de imobilizar o ligante de interesse sem necessidade de
ativacdo da matriz apos a sintese. No caso dos monolitos ndo funcionalizados durante a
sintese, empregou-se a técnica de ativacdo com epicloridrina (ECH) proposta por Porath
& Olin (1983). Em seguida, o agente quelante acido iminodiacético (IDA) foi
imobilizado covalentemente nos criogéis sintetizados com melhores aspectos de
homogeneidade, espongidade, resisténcia a compressao manual e permeabilidade. O
criogel resultante foi novamente caracterizado quanto aos seus aspectos fisicos e

visuais.

Na etapa seguinte, o criogel selecionado por possuir melhores caracteristicas

visuais ap0s a sintese, foi caracterizado quanto a sua composi¢cdo, morfologia,
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porosidade, permeabilidade, capacidade de absorcdo de agua, resisténcia mecanica e
capacidade de quelatar ions metélicos. Ademais, o criogel selecionado, porém sem o
IDA, foi utilizado como padrdo (controle) para verificagdo dos efeitos causados pela
imobilizacdo do ligante na estrutura do criogel. O esquema das etapas 1 e 2 estad

representado pela Figura 1.

Figura 1 - Etapas 1 e 2: Sintese e caracterizacdo dos criogéis monoliticos.

' ETAPA 1 _ _ :
! Determinacéo da Quitosana: CS derivada de camardo; |}
i melhor condigéo de |, ] CS baixa massa molecular; CS baixa [,
1 , . — 1
! sintese do criogel de massa molecular e valor de pH=5~6 |,
! PAAmM-CS .
' |
1
! g |
! Criogel de '
I apenas !
| PAAM-CS :
: 1
' |
| Ativagio com Criogel d " . - |
] riogel de PAAM-CS Criogel de PAAM-CS - . .
| epicloridrina com AGE (PAAM-CS- reticulado com GA C:(gil éﬁﬁrgscgg\ozeﬁl\z()m !
| (PAAM-CS- AGE) (PAAM-CS-GA) !
| ECH) |
| T :
' I
! 1
| |
1
i ETAPA 2 :
! CaracterizacOes '
1
E Homogeneidade | '
1 I
: | ’
' |
| Fisica Mecénica Resisténcia !
! 1
! :
: i
1 - || 1
! | Porosidade | Morfolégica Elasticidade i
! 1
' I
| y :
! —  Permeabilidade |« |
| MEV :
i |
! Capacidade de | _| l |
' Intumescimento Sele¢do das melhores E
' composicdes para o !
i criogel :

Fonte: Autor (2021)

Na terceira etapa, foram realizados ensaios de quantificagdo de fons Cu?* e Ni%*
quelatados pelo criogel e experimentos cromatograficos visando a adsorcao de hlgG de
alta pureza em varias condi¢Ges tamponantes e na presen¢a ou nao de ions metalicos
(Cu?* e Ni?*) quelatados. Nesta etapa, sistemas tamponantes, valores de pH e condicdes

de eluigéo foram variados.
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Para a quarta etapa, baseando-se nos resultados da terceira etapa, foram
realizados experimentos cromatograficos com soro humano diluido em diferentes
solucbes tamponantes e valores de pH, com o objetivo de verificar a seletividade do
adsorvente para a higG. Andlises qualitativas e quantitativas das fracdes
cromatograficas de lavagem e eluicdo foram realizadas por eletroforese SDS-PAGE, e
medida de proteina total (Bradford, 1976), respectivamente. O fator de purificagdo da
condicdo mais promissora foi determinado por imunodifuséo radial (RID). As etapas 3 e

4 estdo representadas na Figura 2.

Figura 2 - Etapas 3 e 4: Ensaios cromatograficos com IgG de alta pureza e soro
humano.
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A quinta etapa consistiu na determinacgdo da cinética de adsorcéo de hlgG para

determinacdo do tempo de equilibrio, seguido da construcdo de isotermas de adsorcéo
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de higG na melhor condicdo verificadas nas etapas 3 e 4, visando a obtencdo de
parametros dos modelos de Langmuir e Langmuir-Freundlich. A capacidade dindmica
de adsorcdo de hlgG na fase estacionaria foi determinada por meio da realizacdo de

curvas de ruptura (Figura 3). Os resultados obtidos foram analisados apds cada etapa.

Figura 3 - Etapa 5: Realizacdo de experimentos para determinagédo da cinética de
adsorcéo; obtencédo de isotermas e curvas de ruptura
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os topicos abordados na revisdo bibliogréafica sdo relacionados aos anticorpos e
imunoglobulina G, purificacdo de anticorpos, criogéis monoliticos, criogéis compostos
pelos polimeros de interesse para este trabalho - poliacrilamida e quitosana -,
cromatografia de afinidade, cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados
(IMAC), englobando os ions metéalicos, os agentes quelantes, os agentes de reticulacéo e
0s suportes solidos aplicados neste trabalho. S8o também apresentadas nogfes de

isotermas de adsorcdo, modelos cinéticos e curvas de ruptura.

2.1. ANTICORPOS E IMUNOGLOBULINA G

Proteinas sdo macromoléculas constituidas de unidades monomeéricas
denominadas aminoacidos, os quais séo ligados entre si por ligacdes peptidicas (BERG;
TYMOCZKO; STRYER, 2002). Elas participam de uma ampla gama de processos
fisiol6gicos complexos como na contragdo muscular, transporte de oxigénio e na funcao
imunoldgica (NELSON; COX, 2000).

Especificamente sobre a fungdo imunoldgica dos anticorpos, estes séo
glicoproteinas especializadas em detectar, reconhecer e se ligar a antigenos, fazendo
parte da resposta imunoldgica da maioria dos organismos vertebrados (TURNER,
1994). Estruturalmente, essas proteinas sdo encontradas em forma de “Y” e sdo
compostas por quatro cadeias polipeptidicas, na maioria dos organismos, possuindo
duas cadeias pesadas, de aproximadamente 50 kDa e duas cadeias leves, de 25 kDa,
ligadas entre si por ligacdes dissulfeto (HEADS et al., 2012). A Figura 4 esquematiza

uma molécula de imunoglobulina G (IgG).
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Figura 4 - Estrutura esquematica de uma imunoglobulina G. Abreviacdes: V: regido
variavel; C: regido constante; Ag: antigeno; Fab: fragmento de ligagdo com o antigeno;
Fc: fragmento cristalizavel; L: referente a cadeia leve; H: referente a cadeia pesada.
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Fonte: Adaptado de Murphy, Devine & O’Kennedy (2016)

Cada cadeia pesada e leve possui dominios constantes e varidveis. As regies
constantes se ligam a componentes do sistema imunol6gico, proporcionando a
fagocitose do antigeno, ao passo que as regides variaveis sdo responsaveis por se ligar a
antigenos especificos (BOWEN; CASADEVALL, 2017).

O tipo de cadeia pesada define a classe e a subclasse das imunoglobulinas. As
imunoglobulinas humanas podem ser divididas em cinco classes: 1gG, IgM, IgA, IgD e
IgE (BOOTH, 2007). Cada classe de imunoglobulina € diferenciada por micro-
heterogeneidades, as quais promovem variacdo de ponto isoelétrico e massa molecular
das cadeias pesadas (HARRISON, 1992). Dentre as classes citadas, a IgG é o anticorpo
que esta presente em maior proporcdo (aproximadamente 75%) no plasma humano (LE
et al., 2016). A classe das moléculas de IgG ainda pode ser subdividida em quatro
subclasses (IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4), as quais sdo diferenciadas pelas sequéncias de
aminoacidos das cadeias pesadas, tamanho das regiGes de dobradica e padrdes das

ligacGes dissulfeto entre as cadeias (HEADS et al., 2012).

Anticorpos possuem alta seletividade e especificidade, sendo capazes de
reconhecer epitopos especificos na presenga de diversos epitopos (ALVARENGA,;
MOURA,; BILLIALD, 2017). Além disso, outras caracteristicas, como a estabilidade e
0 grande tempo de meia-vida dos anticorpos, fomentaram seus usos como ferramentas
nas areas de pesquisa biotecnoldgica, farmacéutica e terapéutica (CONROY et al.,

2017). Assim, para a aplicacdo nas areas citadas previamente, essas proteinas devem ser
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obtidas com alto grau de pureza e de modo eficiente, sendo necessario separar, por
exemplo, moléculas de DNA, virus, pirogénios e outras impurezas (BUCHACHER;
CURLING, 2018).

O aumento na demanda por proteinas para usos na area medica, incluindo
imunoglobulinas, tem influenciado o desenvolvimento de métodos de manufatura,
isolamento e deteccdo de proteinas especificas a partir de misturas complexas
(MEHTA; VEDANTHAM, 2017). Normalmente, a recuperacdo e purificacdo de um
bioproduto envolve o enriquecimento inicial (remocao de 4gua e alguns contaminantes),
seguido de uma purificacdo intermediaria e, finalmente, a purificacdo final. Em todas as
etapas, pode-se aplicar tanto métodos ndo-cromatograficos, como a precipitacdo,
centrifugacdo e filtracdo; quanto métodos cromatograficos, como as cromatografias de
troca ibnica, afinidade e outras (LOW; O’LEARY; PUJAR, 2007).

Concebido na década de 1940, o processo de Cohn, o qual envolve o
fracionamento de plasma pela manipulagdo da concentracdo de etanol, pH e
temperatura, foi um dos pontos iniciais para a purificacdo de imunoglobulinas (COHN
et al., 1946). Desde o0 seu desenvolvimento, o método de Cohn passou por varias
modificagdes para aumentar a pureza do produto e rendimento do processo de obtencao
de imunoglobulinas, destacando os processos de Oncley (ONCLEY et al., 1949) e
Kistler-Nitschmann (KISTLER; NITSCHMANN, 1962). Com o desenvolvimento de
novas técnicas de purificacdo e recuperacdo de anticorpos, a empresa biofarmacéutica
CSL Behring desenvolveu no ano 2000, um processo de purificagdo de imunoglobulinas
utilizando apenas processos cromatograficos (BERTOLINI, 2016).

Métodos nao-cromatograficos utilizados em purificacdo de proteinas ainda vém
sendo desenvolvidos como alternativa @ métodos cromatograficos e suas limitacoes,
principalmente para produtos que ndo requerem alta pureza (SHUKLA et al., 2007).
Dentre as técnicas ndo-cromatograficas exploradas, tem-se a extracdo em duas fases
aquosas, precipitagdo, filtracdo em membrana e outras (PRZYBYCIEN; PUJAR;
STEELE, 2004).

Devido a necessidade de alta pureza para algumas proteinas, como 0s anticorpos
de uso terapéutico, técnicas cromatograficas de alta resolucdo sdo requeridas.
Atualmente, a cromatografia esta dentre os métodos mais aplicados para a purificagao
de anticorpos. Técnicas cromatograficas sdo capazes de purificar proteinas por meio da

exploracdo de diferentes propriedades, como massa molecular, carga, hidrofobicidade
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ou especificidade para ligantes de afinidade (BERTOLINI, 2016). Além disso, estudos
demonstram que métodos cromatograficos de diferentes naturezas, incluindo variagcdes
no tipo de leito empregado (fixo ou fluidizado) e nas caracteristicas da fase estacionaria
(membranas, monolitos ou particulas esféricas), sdo capazes de propiciar purificacoes
finais adequadas para a aplicacdo dos anticorpos (MEHTA; VEDANTHAM, 2017).

A cromatografia de afinidade é um dos tipos de cromatografia mais escolhidos
para a purificagdo de anticorpos monoclonais (provenientes de um unico clone) e,
apesar da ampliacéo de seu uso por industrias de biotecnologia, cromatografias baseadas
em afinidade sdo de alto custo e possuem variadas limitacbes, como a baixa
produtividade (THOMMES; ETZEL, 2007). Dessa forma, o desenvolvimento de
tecnologias, como novos materiais e métodos capazes de superar 0s entraves atuais da
cromatografia de afinidade é de grande interesse para as industrias de purificacdo e

separacdo de imunoglobulinas e outras biomoléculas.

2.2. CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE E CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE
POR IONS METALICOS IMOBILIZADOS

A partir da década de 1980, a introducdo de produtos de origem bioldgica para
utilizacdo farmacéutica foi acentuada (GUO et al.,, 2019). Apesar disso, devido a
complexidade das misturas de origem bioldgica e, com poucas exce¢des, presentes em
pequenas quantidades, é necessario realizar uma separacdo e purificacdo eficiente das
moléculas-alvo para as suas aplicacdes (PERRET; BOSCHETTI, 2018).

Assim, a cromatografia de afinidade € uma das alternativas mais eficientes
empregadas para a purificacdo desses bioprodutos. Desde a década de 60, métodos de
cromatografia de afinidade vém sendo escolhidos para a purificacdo efetiva de
anticorpos (ROQUE; LOWE; TAIPA, 2007).

A cromatografia de afinidade ¢ uma operacdo unitaria de adsorcdo seletiva
baseado em interacOes reversiveis entre a biomolécula-alvo presente na fase movel e os
ligantes, o0s quais geralmente sdo moléculas complementares, imobilizados
covalentemente na matriz sélida (fase estacionaria) (HAGE et al., 2017). Esta técnica
propicia a obtencdo de um produto com alto grau de pureza (ARRUA; IGARZABAL,
2011).
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O processo de cromatografia de afinidade pode ser subdividido em quatro
etapas: a alimentacdo da amostra, a lavagem da coluna, a eluicdo da molécula de
interesse e a regeneracdo da matriz (Figura 5). Para a realizacdo da cromatografia, a
coluna contendo a fase estacionaria é alimentada com a mistura que contém a molécula
de interesse solubilizada em uma solucéo tampéo. Essa solucdo deve possuir pH e forca
ibnica que permitam que o ligante interaja seletivamente com a molécula-alvo,
adsorvendo-a na superficie da matriz. Em seguida, ocorre a etapa de lavagem,
normalmente com a mesma solucéo tampao utilizada previamente na etapa de adsorcao
para a remocdo de substancias fracamente adsorvidas. A etapa de eluicdo é realizada por
meio da alteracdo das caracteristicas do liquido que percola a fase estacionéria,
geralmente o pH e a forca idnica, permitindo a dessorcdo da molécula-alvo adsorvida.
Pode-se citar, também, o emprego de agentes competitivos nos tampdes de eluicao,
esses compostos sdo capazes de competir pelo sitio de adsor¢édo do composto adsorvido
e o ligante. As moléculas dessorvidas sdo coletadas em um alto grau de pureza.
Finalmente, a coluna deve passar por um processo de regeneragédo, propiciando que a
matriz retorne a sua condicao original e, com isso, é possivel realizar mais ciclos de
purificacdo (PFAUNMILLER et al., 2012).

Figura 5 - llustracdo das etapas da cromatografia de afinidade
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Para a purificacdo de anticorpos, as proteinas A, G e L sdo os ligantes mais
empregados para a realizacdo da cromatografia de afinidade e, devido a natureza
biolégica funcional da interacdo entre essas proteinas e os anticorpos, elas sdo
classificadas como ligantes bioespecificos (CHEN; WENG, 1991). Os ligantes
bioespecificos sdo moléculas com estrutura tridimensional que normalmente possuem
alta afinidade de ligacdo com as imunoglobulinas, incluindo proteinas derivadas de
bactérias, antigenos, lectinas e anti-anticorpos (CORMAN et al., 2017), provendo alta

seletividade ao processo de purificacao.

Entretanto, o uso de ligantes bioespecificos estd associado a certas desvantagens,
abrindo espago para o desenvolvimento de ligantes que contornem essas limitagGes de
modo a diminuir os custos e a complexidade desses materiais. Dentre as limita¢fes do
uso de ligantes bioespecificos pode-se citar a baixa estabilidade nas condicdes
cromatogréficas, alta variabilidade entre lotes, alto risco de contaminag&o e toxicidade,
ciclos de wuso limitados, baixo potencial de escalonamento e outros
(VIJAYALAKSHMI, 1989; KRULJEC, BRATKOVIC, 2017).

Dessa forma, ligantes menores, robustos, de baixo custo e de baixa toxicidade e
de estrutura simples vém sendo desenvolvidos para contornar as limitagGes vinculadas
ao uso de ligantes bioespecificos; sendo esses ligantes chamados de
pseudobioespecificos (VIJAYALAKSHMI, 1989; ROQUE, SILVA, TAIPA, 2007).

Por meio de interacBes de natureza estrutural, os ligantes pseudoespecificos sao
capazes de interagir com anticorpos, separando-os e purificando-os seletivamente de
misturas biolégicas complexas. Diferentes tipos de ligantes pseudobioespecificos ja sdo
conhecidos e estudados para a aplicacdo em técnicas de purificagdo de imunoglobulinas,
como os quelatos metélicos, ligantes hidrofobicos, aminoacidos, peptideos e ligantes
tiofilicos (PRASANNA, VIJAYALAKSHMI, 2010; HUSE, BOHME, SCHOLZ, 2002).

Dentre os ligantes pseudobioespecificos citados anteriormente, destacam-se 0s
quelatos metalicos para a purificacdo de anticorpos por cromatografia de afinidade,
sendo o processo que os utiliza denominado de cromatografia de afinidade por ions

metalicos imobilizados ou IMAC (Immobilized Metal lon Affinity Chromatography).

O termo cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados foi
introduzido por Porath et al. em 1975 em experimentos de separacdo de

metaloproteinas por quelatos imobilizados (PORATH et al., 1975). Desde entéo,
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técnicas de IMAC vém sendo aplicadas para a separagédo e purificacdo de células, de
DNA e é&cidos nucleicos, aminoacidos, peptideos e proteinas, incluindo
imunoglobulinas (CHAGA, 2001).

Comparada a outros tipos de cromatografia de afinidade, a IMAC possui
recuperacdo, seletividade e capacidade de processamento relativamente altas, além de
baixos custos e a injecdo da amostra e a eluicdo da molécula-alvo podem ser realizadas
em condigdes brandas (CHAGA, 2001, UEDA, GOUT & MORGANTI, 2003).

Como é descrito por Hage et al. (2017), a fase estacionaria é constituida de uma
matriz com um agente quelante imobilizado covalentemente e quelatado ao ion
metalico, enquanto a fase modvel é composta pelo liquido que percola a fase
estaciondria. Sendo uma técnica versatil, a IMAC pode ser aplicada em diversas areas e

em condigdes variadas.

2.2.1. Fundamentos de IMAC

A técnica de IMAC é baseada na afinidade existente entre ions metalicos
imobilizados na superficie da matriz sélida da fase estacionaria e determinados
grupamentos expostos na superficie de moléculas presentes na fase modvel da
cromatografia, como os residuos de aminoacidos das proteinas (ARNOLD, 1991). Essa
interacdo origina ligacBes de coordenacdo de natureza reversivel, esse principio
favorece a utilizacdo de técnicas de adsorcao e dessor¢do para a separacao de moléculas
em misturas complexas (GAGNON, 2012).

Os residuos de aminoacidos que normalmente tém afinidade pelos ions
metalicos imobilizados sdo bases de Lewis. Pode-se citar 0 anel imidazol da histidina, o
tiol da cisteina, o indol do triptofano e os residuos da serina, acido glutdmico e acido
aspartico (WONG et al., 1991). A afinidade entre os ions metalicos imobilizados e os
residuos de aminoacidos expostos na superficie das proteinas segue a classificacdo de
Lewis para acidos e bases. Assim, os ions metalicos tém carater acido e tendem receber
elétrons, ao passo que atomos, como nitrogénio, oxigénio e enxofre presentes nos
residuos dos aminoacidos tém a tendéncia a doar elétrons, ou seja, possuem carater

basico.
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Concomitantemente, a interacdo dos ions metélicos, tanto com o0s agentes
quelantes quanto com os residuos de aminoécidos expostos na superficie da proteina,
seguem a teoria de Pearson para acidos e bases moles e duros (PEARSON, 1963). Isso é
evidenciado pelo fato de que fons de metais classificados como duros (K*, Mg?*, Ca®* e
Fe3") interagem de forma estavel com bases duras, como o fésforo, nitrogénio alifatico e
0 oxigénio. Os ions de metais moles (Ag* e Cu*) tem maior afinidade por atomos de
enxofre. Finalmente, ions metalicos classificados como intermediarios ou de transicao
(Cu?*, Ni%*, Co?* e Zn?") ligam-se preferencialmente com grupos aromaticos que
contém nitrogénio, oxigénio e enxofre (UEDA; GOUT; MORGANTI, 2003).

Para a estruturacdo do complexo composto pelo ion metalico e pelo agente
quelante, uma solucdo do ion metélico é injetada a coluna cromatografica e os ions
metalicos se ligam ao agente quelante devido a sua maior afinidade pelos sitios de
coordenacdo disponiveis que as moléculas de agua e de tampdo (BRESOLIN;
MIRANDA; BUENO, 2009). A Figura 6 apresenta a estrutura proposta de um suporte
para IMAC que contém &cido nitrilotriacético (NTA) como agente quelante para os ions
metalicos.

Figura 6 — Estrutura proposta do acido nitrilotriacético (NTA) como agente quelante de
ions metalicos imobilizados.

Matriz solida

Fonte: Adaptado de Hage et al. (2017)

As etapas cromatograficas de alimentacgdo, lavagem e eluicdo sdo semelhantes
aquelas empregadas nas cromatografias de afinidade, sendo que a etapa de regeneragéo
da coluna cromatografica normalmente é executada alimentando-se a coluna com
solucBes de agentes quelantes sextadentados, como o &cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA), removendo o ion metalico imobilizado na fase estacionaria (UEDA; GOUT,;
MORGANTI, 2003).
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De acordo com Chaga (2001), diferentes agentes quelantes podem ser utilizados
em IMAC, como: tridentados (ex. acido iminodiacético, IDA), tetradentados (ex. tris(2-
aminoetil)amina, TREN) e pentadentados (ex. tris(carboximetil)etilenodiamina, TED),
além de variados ions metalicos, como o Cu?', Ni?*, Fe**, Co?*, APF*, Ca®" e Zn?*". A
escolha dos agentes quelantes e dos ions metalicos € de alta importancia para a que a
IMAC seja eficiente (BRESOLIN; MIRANDA; BUENO, 2009). Simultaneamente,
espera-se que a matriz ndo participe de adsorc¢Ges ndo especificas (GUO et al., 2019) e
que seja facilmente ativavel para a imobilizacdo do agente quelante (ARORA;
SAXENA; AYYAR, 2017). Dessa forma, nos topicos seguintes os componentes da fase

estacionaria serao analisados.

2.2.2. lons metalicos empregados em IMAC

A escolha dos ions metalicos para a realizacdo da IMAC é de fundamental
importancia para a eficiéncia do processo, visto que os ions metalicos quelatados
apresentam afinidade e seletividade diferencial quanto aos residuos de aminoéacidos
expostos na superficie das proteinas (GUTIERREZ; MARTIN DEL VALLE; GALAN,
2007).

Os ions de metais de transicdo usualmente sdo classificados como &acidos
intermediarios de acordo com a teoria de Pearson (PEARSON, 1963), sendo Cu?*, Ni?*,
Fe3*, Co?, AI**, Ca* e Zn?*, os principais ions metalicos utilizados em IMAC
(BRESOLIN; MIRANDA; BUENO, 2009). Dentre os ions metalicos apresentados, 0s
fons Cu?*, Ni?*, Co** e Zn?*' sdo capazes de interagir com proteinas que possuem
residuos de histidina, cisteina e triptofano, pelos grupos imidazol, tiol e indol presentes

nesses aminoacidos, respectivamente (SULKOWSKI, 1989).

Além disso, para o entendimento e visualizacdo dos complexos formados, segue-
se a teoria do orbital molecular e a teoria do campo cristalino; supBe-se, também, que
cada atomo de ligante contribui com um par de elétrons livres, formando ligacdes
apenas do tipo 6 (HOUSE, 2020). Em geral, os ions metalicos aplicados em IMAC para
a purificacdo de anticorpos sdo estabilizados com seis ligantes, como o Cu®* e o Ni?*,
originando um complexo octaédrico (SULKOWSKI, 1985), entretanto, varia¢cdes nas
condicBes tamponantes e caracteristicas especificas da interacdo entre o metal e 0 agente

quelante podem originar complexos estabilizados com um namero de ligantes diferente
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de seis, como ocorre em complexos quadrado planares e tetraédricos. A Figura 7 mostra

um esquema de complexo octaédrico em um sistema de coordenadas.

Figura 7 - Representacdo esquematica de um complexo octaédrico onde o ion metalico
de transicdo é o atomo central e seis ligantes que os cercam.

Z

X

Fonte: House (2020)

Especificamente sobre anticorpos, essas glicoproteinas possuem residuos de
histidinas em sua estrutura priméaria e em sua superficie (WOOF, 2009). Dessa forma,
conhecendo diferencas de afinidade entre quelatos metalicos e residuos de aminoacidos
acessiveis na superficie da proteina, pode-se separar seletivamente as biomoléculas-alvo

das misturas complexas que elas se encontram.

No caso da histidina, tem-se na Tabela 1 uma predicdo de afinidade quando o
quelato é o IDA-Me?* em relacdo a presenca de residuos histidinas e triptofanos
acessiveis (BRESOLIN; MIRANDA; BUENO, 2009). De acordo com a Tabela 1,
proteinas que ndo possuem residuos de histidina acessiveis nas condi¢des apresentadas,
ndo serdo retidas devido a afinidade diferenciada existente, consequentemente, um

processo de separacdo ocorrera.

Tabela 1 - Afinidade do complexo proteina-IDA-Me?* em funcido dos residuos de
Histidina (His) ou Triptofano (Trp) existentes na superficie das proteinas.

Ocorréncia de residuos Hisou  Retencéo de proteinas nos

Trp na superficie de proteinas quelatos IDA-Me?*
Auséncia de His ou Trp ndo ha
1 His Cu?*
> 1 His Cu®*, Ni**
Cluster de His Cu?*, Ni?*, Zn?*, Co?*
Varios Trp, auséncia de His Cu?

Fonte: Adaptado de Bresolin, Miranda e Bueno (2009)
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Vijayalakshmi (1989) sugere que 0s mecanismos de interacdo entre os quelatos
metalicos imobilizados e as proteinas ocorrem de trés modos principais, explicitados
nas Figura 8a, 8b e 8c. A primeira delas é de natureza eletrostética, na qual cargas
opostas entre o complexo formado pelo ion metélico e o agente quelante e os residuos
de aminoacidos interagem, causando a adsorc¢do da proteina (Fig. 8a). Outro mecanismo
de interacdo é do tipo de coordenacdo, onde ocorre doagdo e recebimento de elétrons,
que geralmente é dependente do tipo de ion metalico e do residuo de aminoécido
envolvido (Fig. 8b). Finalmente, ligacbes covalentes podem ser formadas entre os
quelatos metélicos e residuos de aminoacidos, especificamente, esse efeito € observado
para proteinas que possuem grupos sulfidrila em sua estrutura. Essa variacdo depende
tanto do ion metalico quanto do agente quelante utilizado (Fig. 8c).

Figura 8 - Mecanismos de interacdo entre um ion metalico imobilizado e uma
proteina. a) Interacdo eletrostatica e de carga induzida; b) Coordenacgdo ou interacéo
entre doador e receptor de elétrons; c) Ligacdo covalente. S: suporte; Me: ion metalico;
Pr: proteina.
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Fonte: Adaptado de Vijayalakshmi (1989)

a)
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Na interacdo do quelato metalico IDA-Me?* com proteinas que contém residuos
de histidina, propbs-se que o par de elétrons livres do nitrogénio do anel imidazol da
histidina € o que contribui de forma mais significativa para a formacdo do complexo
proteina-quelato metalico quando o agente quelante empregado é o IDA (PORATH,
1988). Entretanto, outros agentes quelantes podem proporcionar resultados diferentes
aos dos obtidos por Porath. Dessa forma, assim como o ion metélico, o agente quelante

é capaz de interferir no modo de adsorcdo das proteinas e nas propriedades do



43

complexo, sendo o estudo deste importante para o desenvolvimento de processos de
IMAC eficientes.

2.2.3. Agentes quelantes empregados em IMAC

Assim como foi explicitado anteriormente, o centro de adsorcdo e suas
propriedades sdo afetados pelo agente quelante escolhido para formar o complexo ion
metalico-agente quelante. Geralmente, os agentes quelantes utilizados em IMAC sdo
moléculas pequenas que possuem &tomos doadores de elétrons, como 0 nitrogénio,
oxigénio e enxofre (BRESOLIN; MIRANDA; BUENO, 2009).

A classificacdo dos agentes quelantes é definida de acordo com o nimero de
sitios de ligacdo do 4tomo central (ion metélico) que eles ocupam. Os agentes quelantes
mais utilizados em IMAC podem ocupar dois, trés, quatro ou cinco sitios de ligacdo,
sendo chamados de bidentados, tridentados, tetradentados e pentadentados,
respectivamente (CHAGA, 2001; MOONEY et al., 2015).

O IDA é um agente quelante tridentado e um dos mais utilizados na IMAC. De
acordo com as constantes de dissociacdo dos grupos carboxila existentes na estrutura da
molécula de IDA, infere-se que a valores de pH baixos (abaixo do pKa dos grupos
carboxilicos), algumas moléculas de IDA tém seus grupos protonados, o que pode afetar
0 numero de sitios de ligacdo que essa molécula ocupa (PORATH; OLIN, 1983),
exemplificando a importancia das condi¢cdes do meio para a IMAC. Agentes tridentados
macrociclicos foram propostos nas Ultimas décadas para purificacdo de proteinas
recombinantes com cauda de histidina, tal como o 1,4,7-triazaciclononano (TACN)
(MOONEY; FREDERICKS; HEARN, 2011; MOONEY et al., 2015).

Agentes quelantes bidentados e tetradentados também tém sido empregados para
o fracionamento de proteinas. O bidentado 8-hidroxiquinolina e os tetradentados &cido
aspartico carboximetilado (CM-Asp), TREN e NTA foram estudados e analisados para
aplicacbes em cromatografia de afinidade (GABERC-POREKAR; MENART, 2001;
ZACHARIOU; HEARN, 2000). A estrutura putativa do quelato metalico que contém o
TREN como agente quelante é representado pela Figura 9. A molécula de TREN
contém quatro nitrogénios disponiveis para interagir com os sitios de ligacdo do atomo

central, diferentemente dos agentes quelantes comumente empregados em IMAC, o0s
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quais geralmente possuem pelo menos um atomo de oxigénio disponivel para a
quelacdo (BODEN et al., 1995, SHARMA; AGARWAL, 2002, RIBEIRO et al., 2008).

Figura 9 — Estrutura proposta do suporte de IMAC com o0 TREN como agente quelante
de ions metalicos.

Matriz solida

Fonte: Autor (2021)

Finalmente, o TED é um exemplo de agente quelante pentadentado. A estrutura
proposta do complexo formado com ions metélicos é mostrada pela Figura 10
(PORATH; OLIN, 1983; BLOCK et al., 2009).

Figura 10 — Estrutura proposta do suporte de IMAC com o TED como agente quelante
de ions metalicos.

Matriz solida

Fonte: Adaptado de Porath & Olin (1983)

O ndmero de sitios de ligacdo do ion metalico ocupado pelo agente quelante
influencia a IMAC de dois modos distintos. Com o0 aumento do nimero de sitios de
ligacdo do ion metalico ocupados pelo agente quelante, a estabilidade do complexo
aumenta, diminuindo a probabilidade de desprendimento de ions metalicos para a fase
movel da cromatografia. Simultaneamente, menos sitios de ligagdo com a biomolécula-
alvo estardo disponiveis, diminuindo a intensidade da adsorgcéo da molécula de interesse
a fase estacionaria (PORATH, 1988; BLOCK et al., 2009).

Para a aplicacdo da IMAC, o agente quelante deve estar ligado covalentemente a

matriz sélida e o ion metélico deve estar quelatado ao agente quelante. Chaga (2001)
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relata que as constantes de formacao de quelatos metalicos imobilizados e em solucao

mantém a sua ordem de grandeza, ndo afetando o processo de quelacao.

2.2.4. Suportes solidos empregados em IMAC

Tanto na IMAC quanto na cromatografia de afinidade bioespecifica, a matriz
solida deve possuir caracteristicas que permitam a adsorcdo seletiva da biomolécula-

alvo.

Para cromatografias liquidas de baixa e média pressdo, geralmente como é o
caso da IMAC, as matrizes tradicionalmente utilizadas sdo géis de agarose, celulose ou
dextrana (ERNST-CABRERA; WILCHEK, 1988). A importancia desses materiais esta
relacionada a sua hidrofilicidade, a qual desfavorece adsorcdes ndo especificas de
proteinas diferentes da proteina-alvo a matriz sélida. Ademais, a estrutura desses
carboidratos € composta de grupamentos que sdo facilmente modificaveis
quimicamente, ou ativados, permitindo a imobilizacdo de ligantes por meio de técnicas
simples (ARRUA; IGARZABAL, 2011).

As matrizes solidas usualmente devem apresentar alta resisténcia mecanica, alta
porosidade, grande &rea superficial e estabilidade nas condicBes cromatogréaficas
(PORATH; OLIN, 1983; UEDA; GOUT; MORGANTI, 2003).

Historicamente, leitos empacotados com particulas porosas eram usados
preferencialmente nas técnicas de cromatografia de afinidade (GAGNON, 2012). Para a
IMAC, géis de agarose ativados com oxiranos para a imobilizacdo do IDA como ligante
foram as primeiras matrizes solidas empregadas para a técnica (PORATH, 1975). Em
seguida, géis de alta performance formados por polimeros organicos sintéticos foram
desenvolvidos, apresentando vantagens, como maior estabilidade mecanica, estrutura
mais rigida e menor variagdo de volume durante o uso, quando comparados aos geéis de
agarose (WONG et al., 1991).

Ambos 0s materiais citados anteriormente possuem a limitagdo de néo
suportarem vazles elevadas e, devido ao filme formado ao redor das particulas, a
transferéncia de massa ocorre de modo difusivo (GAGNON, 2012). Para contornar essa
desvantagem, a sintese de membranas e monolitos foi proposta para a aplicagdo como

matrizes solidas em IMAC, pois suportam vazbes elevadas, menos caminhos
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preferenciais sdo formados e permitem que a transferéncia de massa ocorra
majoritariamente de modo convectivo (BRANDT et al, 1988; BRESOLIN;
MIRANDA; BUENO, 2009; BAKHSHPOUR et al., 2019).

Para a cromatografia de adsorcdo, é observado que os monolitos possuem
vantagens em relacdo as membranas devido a maior capacidade de adsorgédo
volumétrica e  versatilidade estrutural e  composicional (PRASANNA,;
VIJAYALAKSHMI, 2010). Monolitos podem ser sintetizados por diferentes técnicas a
partir de polimeros organicos sintéticos (ARRUA et al., 2012), materiais inorganicos
(CALLERI et al., 2012) e polissacarideos (BAKHSHPOUR et al., 2019). As principais
rotas sintéticas empregadas para a preparacdo de monolitos inorganicos sdo 0 processo
de sol-gel. Para a sintese de monolitos organicos, aplicam-se principalmente técnicas de
polimerizacdo por radical livre. Finalmente, monolitos hibridos podem ser sintetizados
por quimica de click, polimerizacéo por abertura de anel e processo de sol-gel (GAMA;
ROCHA; BOTTOLLI, 2019). Esses trés tipos de monolitos podem ser utilizados como
matrizes sélidas na cromatografia liquida para a purificacdo de proteinas (LYNCH et
al., 2019).

Especificamente sobre os monolitos sintetizados por polimerizacdo em solucéo,
técnicas de criogelificacdo podem ser aplicadas para a sintese de criogéis monoliticos.
Os criogéis sao materiais reportados primeiramente na década de 1960, produzidos pelo
tratamento criogénico de sistemas capazes de formarem gel, como uma mistura de
mondmeros ou polimeros (BAKHSHPOUR, 2019).

Além de monolitos, os criogéis podem ser sintetizados como esferas e
membranas (Figura 11), diferenciando-se de géis tradicionais devido a sua alta
elasticidade e estrutura esponjosa (BAKHSHPOUR, 2019).

Figura 11 - Criogeis sintetizados como esferas(a), membranas (b) e monolitos (c).

Fonte: a) Adaptado de Makkliang et al. (2017); b) Adaptado de Erol et al. (2019); e
c) Autor (2020)
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Geralmente, 0s poros nos criogéis variam de 10 a 200 um e a utilizagdo de
compdsitos pode ser capaz de permitir a sintese de materiais com paredes poliméricas
finas e, consequentemente, gerar criogéis com areas superficiais grandes, aumentando a
capacidade de adsorcdo da biomolécula-alvo (HENDERSON et al., 2013). Para a
IMAC, o uso de criogéis monoliticos € de elevado interesse devido as vantagens que

esse material possui em relagcdo as membranas e particulas.

2.3. CRIOGEIS MONOLITICOS

Os criogéis monoliticos possuem estrutura de um unico bloco, diferindo de
colunas de leito particulado. Os macroporos presentes na estrutura sao interconectados,
formando canais, 0s quais permitem que a adsorcdo na cromatografia liquida aconteca
rapidamente, até mesmo para biomoléculas presentes em fluidos viscosos, como sangue
e plasma. Além disso, esses monolitos proporcionam que 0 processo cromatografico
ocorra em baixas pressdes, prevenindo ou reduzindo os efeitos de contrapressao e
entupimento da coluna (BAKHSHPOUR et al., 2019).

Para a sintese de criogéis monoliticos, a mistura de precursores € resfriada a
temperaturas de -5 a -20 °C, nas quais o solvente € moderadamente cristalizado, ocorre
a concentracdo dos precursores em regibes ao redor dos cristais do solvente,
denominadas de microfases liquidas (LOZINSKY et al., 2002). A reacdo de
polimerizagdo ocorre na fase ndo congelada da mistura, assim, os cristais do solvente se
comportam como formadores de poros (HIXON; LU; SELL, 2017). Apds um tempo
apropriado de congelamento, o bloco solido da reacdo é descongelado e, com o
descongelamento dos cristais do solvente, macroporos interconectados sdo formados
(HENDERSON et al., 2013; ZHANG et al., 2019). A Figura 12 esquematiza 0 processo
de formacdo do criogel monolitico. Diferentes polimeros e combinacdo de polimeros
podem ser empregadas para a sintese de criogéis monoliticos, podendo-se citar criogéis
de 2-hidroxietil metacrilato (HEMA) (CORMAN et al., 2017) e poliacrilamida (PAAmM)
(JAIN; KUMAR, 2009).
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Figura 12 - Diagrama simplificado da formac&o de um criogel monolitico macroporoso
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Fonte: Autor (2021)

Polimeros naturais também podem ser utilizados devido a caracteristicas como
hidrofilicidade e facilidade de ativacdo de suas estruturas para a imobilizacdo de
ligantes. Trabalhos que utilizam alginato (MOURAO et al., 2019; MARCUZ et al.,
2021), gelatina (ODABAS et al., 2013; INCI et al., 2012), quitosana (JAIN; KUMAR,
2009), fibroina de seda (HINOJOSA, 2012) e alginato e fibroina de seda de aranha
(SHARMA et al., 2020) para a sintese de criogeis mostraram resultados satisfatérios
para a aplicacdo em cromatografia de afinidade ou em engenharia de tecidos, sendo de
grande interesse para a producdo de scaffolds 3D para o cultivo de células animais
(HIXON; LU; SELL, 2017).

Dentre os polimeros citados anteriormente, neste trabalho espera-se que um
criogel composto de poliacrilamida e quitosana possua caracteristicas que o torne

adequado para sua utilizacdo como fase estacionaria em IMAC.

2.4. POLIACRILAMIDA

A poliacrilamida (PAAmM) é um material j& extensamente estudado,
caracterizado e usado para a sintese de criogéis (KUMAR et al., 2010), podendo ser
utilizado em vérias aplicagbes biologicas devido a sua hidrofilicidade e natureza
bioinerte (DARNELL et al., 2013).

Para a producgdo de criogéis monoliticos de PAAm, a reacdo de polimerizacao
que ocorre para a formacdo da poliacrilamida é a copolimerizacdo por radical livre,
utilizando os mondmeros acrilamida e, por exemplo, o agente reticulante N,N’-
metileno-bis-acrilamida (MBAm) (PLIEVA et al., 2004).
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A Figura 13 mostra a estrutura da poliacrilamida reticulada com MBAmMm,
evidenciando que cada MBAm é capaz de formar ligacfes cruzadas com quatro cadeias
de poliacrilamida.

Figura 13 — Estrutura quimica da poliacrilamida (PAAm, em preto) reticulada com o
N,N'-metileno-bis-acrilamida (MBAm, em vermelho)

H,N

Fonte: Adaptado de Sun et al. (2012)

Reacdes por radical livre comegam por meio do uso de iniciadores, 0s quais séo
compostos capazes de fornecer radicais livres a reacdo, como o persulfato de amonio
(APS). Os radicais livres formados pelo APS atacam a dupla ligacdo existente entre 0s
carbonos nos monémeros presentes na mistura, gerando um novo radical e rompendo a
ligagdo m do mondmero atacado. O novo radical formado € capaz de atacar outra
molécula de monémero, dando origem a etapa de propagacdo da cadeia. A etapa de
propagacao continua até que todos os mondmeros sejam consumidos ou que a reacao de
terminacdo aconteca. A etapa de terminacdo pode ocorrer por diversos mecanismos,
como a combinagdo de duas cadeias ativas, a combinacdo de uma cadeia ativa e um
radical de iniciador e outras (BIERMANN, 1996).

Plieva et al. (2005) descrevem que a estrutura dos criogéis — tamanho dos poros
e espessura da parede dos poros - de poliacrilamida é controlada pela temperatura de
congelamento, concentracdo de monémeros e pela presenca de agentes de reticulagdo. O
trabalho mostra resultados que relacionam o aumento da concentragdo inicial de

mondmeros com o aumento da resisténcia ao fluxo.

Entretanto, Barroso et al. (2013) relatam que, quando comparados a outros

materiais utilizados na sintese de monolitos, como silica e metacrilato, criogéis e
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hidrogéis de poliacrilamida, por exemplo, possuem comportamento mecéanico

inadequado para a aplicagdo em cromatografia.

Assim, com o objetivo de melhorar as caracteristicas mecanicas do criogel de
poliacrilamida, o uso de polissacarideos, como a quitosana ou alginato pode
proporcionar um material com caracteristicas mais adequadas para cromatografia que as
do criogel composto com apenas poliacrilamida (DRAGAN; PERJU; DINU, 2012) ou
apenas quitosana (JAIN; KUMAR, 2009), como maior elasticidade, resisténcia

mecanica e estabilidade quimica.

2.5. QUITOSANA

A quitosana (CS) € um aminopolissacarideo natural derivado da desacetilacéo da
quitina, a qual pode ser obtida por meio da parede celular de fungos e do exoesqueleto
de crustaceos e insetos, sendo responsavel por sua firmeza e resisténcia
(MERZENDORFER, 2011). A estrutura da quitosana é constituida de monémeros de
D-glucosamina e N-acetil-D-glicosamina (quando a quitina €é parcialmente
desacetilada), podendo ser considerada um heteropolimero (Figura 14).

Figura 14 - Estrutura da quitosana parcialmente desacetilada.
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(0] 0 fe}
HO
HO %o OHB&’OH
NHz NH; NH,

n

Fonte: Adaptado de Nilsen-Nygaard et al. (2015)

Ademais, é um polissacarideo ja consolidado na area biomédica, com diversas
aplicacbes em tratamento de feridas, engenharia de tecidos e entrega controlada de
farmacos, além de possuir atividade imunoldgica conhecida, sendo um biopolimero
ndo-toxico e com estrutura proxima a de diversos glicosaminoglicanos presentes na
matriz extracelular (KHOR; LIM, 2003; ONO et al., 2000; KAR; KAUR;
THIRUGNANAM, 2016).

Em determinados valores de pH, a estrutura da quitosana se mantém

positivamente carregada devido a protonacdo dos grupos amino. Com isso, a quitosana
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é soluvel em solucgdes acidas e insoluvel em solugbes béasicas (FREITAS, 2001). A
protonacdo de grupos amino na quitosana proporciona a existéncia de interagdes
eletrostaticas atrativas com grupos negativamente carregados (GUIBAL; VINCENT;
NAVARRO, 2014).

De acordo com a estrutura desse polissacarideo, é possivel observar a presenca
dos grupos funcionais amino e hidroxila (ZENG; RUCKENSTEIN, 1999), os quais
permitem a ativacdo e imobilizacdo de ligantes a estrutura do gel de quitosana, tais
como agentes quelantes para a aplicagdo em IMAC para purificacdo de biomoléculas.
Além disso, pares de elétrons livres do nitrogénio do grupo amino da quitosana sdo
capazes de quelatar ions metalicos de metais de transicdo em pH proximo de neutro
(VARMA; DESHPANDE; KENNEDY, 2004).

Hidrogéis de quitosana podem ser produzidos por técnicas que envolvem
congelamento (DRAGAN; HUMELNICU; DINU, 2019), agentes formadores de poros
(porogens) (WANG et al, 2017) e espuma com gases (KAR; KAUR;
THIRUGNANAM, 2016). Devido a cadeia linear desse polimero, técnicas de
polimerizagdo de quitosana geralmente envolvem o uso de agentes de reticulagdo, como
o glutaraldeido (GA), a epicloridrina (ECH) e outros. O grau da reticulacdo e os grupos
envolvidos afetam fortemente as caracteristicas do material obtido, pois afeta 0 nimero
de grupos funcionais disponiveis na estrutura do composto, além das caracteristicas
mecanicas do produto sintetizado (GUIBAL; VINCENT; NAVARRO, 2014). Por
exemplo, o GA reage com 0s grupos amino das cadeias poliméricas de quitosana,
conectando-as (Figura 15) (DRAGAN; DINU, 2020), o mesmo ocorre durante a
reticulacdo de quitosana com ECH (Figura 16) (DRAGAN et al., 2012).
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Figura 15 - Representacdo esquematica da reticulacdo de cadeias de quitosana (CS, em
preto) com glutaraldeido (GA, em vermelho).

”\/\/\/N

Fonte: Adaptado de Dragan & Dinu (2020)

Figura 16 - Reticulacdo de quitosana (CS, em preto) com epicloridrina (ECH, em
verde) em meio basico e aquecimento
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Fonte: Adaptado de Dragan et al. (2012)

Por essas qualidades, membranas (ZENG; RUCKENSTEIN, 1999) e criogéis
monoliticos (JAIN; KUMAR, 2009) que contém quitosana ja sdo empregados em
processos de purificacdo de proteinas e como fases estacionarias em cromatografia de
afinidade. Levando em consideragéo os dois polimeros discutidos nos topicos 2.4 e 2.5,
considera-se relevante o desenvolvimento de um material composto de poliacrilamida e

quitosana para a aplicagdo como fase estacionaria em IMAC.
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2.6. CRIOGEIS MONOLITICOS DE POLIACRILAMIDA-QUITOSANA

A sintese de criogéis de quitosana comecgou a ser estudada para a producdo de
scaffolds de tecidos hepaticos, entretanto, matrizes solidas compostas de apenas
quitosana se mostraram frageis, inviabilizando seu uso para essas aplicagdes (JAIN;
KUMAR, 2009). Como forma de contornar essa limitacdo, compdsitos de quitosana e
outros polimeros, como a poliacrilamida (JAIN; KARANDE; KUMAR, 2011; PLIEVA
et al., 2004), poli(N-isopropilacrilamida) (JAIN et al., 2015; YANG et al., 2020),
polipirrol (MAKKLIANG et al., 2017) e &cido hialurénico (KUTLUSQY et al., 2017)
tornaram-se prevalentes. Assim, 0s materiais desenvolvidos possuem as caracteristicas

desejadas para 0s seus usos especificos, que vao além da engenharia de tecidos.

De acordo com o estudo realizado por Dragan et al. (2012), criogéis monoliticos
e macroporosos de composicdo 5% m/v de poliacrilamida e 1% m/v quitosana
mostraram boas caracteristicas para a adsorcdo seletiva de corantes cationicos. Os
monolitos produzidos tém a caracteristica de possuir uma estrutura semi-interpenetrante,
na qual a cadeia de quitosana se mantém presa a estrutura de poliacrilamida por
interacbes de natureza eletrostatica. Além disso, estruturas interpenetrantes foram
obtidas pelo crosslink da quitosana com epicloridrina (ECH) em meio basico na

presenca de cadeias de poliacrilamida.

Jain & Kumar (2009) relatam a sintese de criogéis monoliticos de composicdes
variadas de poliacrilamida (4 a 10% m/v) e quitosana (0,6 a 1,2% m/v), sendo
reticulados com a adicdo de glutaraldeido (2,5% m/v). O criogel monolitico foi, entéo,
estudado como scaffold para o crescimento e proliferacdo de células, para isso, ensaios
de contato direto e ensaios de adsorcdo de proteinas foram efetuados. Os ensaios de
contato direto mostraram que o criogel sintetizado é biocompativel, enquanto que os
estudos sobre a capacidade de adsorcdo de proteinas mostrou que o criogel adsorveu
cerca de 18% das proteinas totais do soro bovino em tampdo PBS, sendo esses

resultados adequados para emprego do criogel no cultivo de células.

Yavaser & Karagozler (2020) sintetizaram criogéis de poliacrilamida
(5,7% m/v) e quitosana (0,1% m/v) com o corante Verde Reativo 5 (Reactive Green 5)
imobilizado covalentemente & matriz solida para a adsorcdo da enzima catalase. Os
autores mostraram como o pH, forca ibnica, concentracdo inicial de catalase,

temperatura e vazdo afetam na adsorcdo de catalase pelo criogel. Além disso, é
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explicitado que o ligante poderia ser covalentemente acoplado a estrutura do criogel
tanto pelos grupos amino da quitosana quanto pelos grupos hidroxila da poliacrilamida,
devido a presenca do atomo de cloro no grupo triazina do corante (YAVASER,;
KARAGOZLER, 2020).

Os trabalhos mencionados anteriormente caracterizaram o criogel de
poliacrilamida e quitosana como macroporoso, estavel, elastico, resistente e permeavel
ao solvente nas condigdes estudadas (JAIN; KUMAR, 2009; DRAGAN et al., 2012;
YAVASER; KARAGOZLER, 2020). Devido a essas caracteristicas, o material é
adequado para aplicacdo como fase estacionéria da IMAC. Além disso, vantagens do
uso desses materiais envolvem a presenca de grupos facilmente ativaveis nas cadeias de

para a imobilizacao de ligantes.

2.7. ADSORCAO

2.7.1. Cinética

A adsorc¢do de proteinas na superficie de determinado material € dependente de
efeitos energéticos, exemplificados por interac@es i6nicas, de van der Waals, de ligacédo
de hidrogénio e entre grupos doadores-aceptores de elétrons, e contribui¢Bes entrdpicas,
como efeitos do solvente e alteragbes conformacionais (TIE; CALONDER; VAN
TASSEL, 2003). Devido a multitude de interacdes envolvidas em processos de adsor¢édo
de proteinas, estudos de aspectos termodindmicos e cinéticos devem ser utilizados para
explicar e caracterizar o desempenho e mecanismos envolvidos na adsor¢do do
adsorbato em certo adsorvente (QIU et al., 2009). Os resultados dessas analises podem
ajudar a prever, por exemplo, se a adsorcdo € de natureza quimica ou fisica, se é
monocamada ou multicamada e se efeitos difusivos estdo presentes durante a adsorcao
(RAY; GUSAIN; KUMAR, 2020).

Informacdes relacionadas ao tempo de equilibrio podem ser obtidas por meios de
experimentos cinéticos de adsorcdo e utilizados para a andlise de viabilidade,
escalonamento e otimizagao da adsorgéo (RAY; GUSAIN; KUMAR, 2020).
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2.7.2. Adsorgdo no equilibrio para obtengdo de isotermas

O uso dos criogéis na IMAC para a separacdo de anticorpos de fluidos
bioldgicos envolve o processo de adsorgéo, o qual é considerado um dos processos mais
utilizados para a separacao e purificagdo de diversas moléculas e ions (GUN’KO;
SAVINA; MIKHALOVSKY, 2013). Além disso, devido & natureza macroporosa dos
criogéis, eles sdo capazes de adsorver compostos de alta massa molecular, como
proteinas (TIEN, 2019).

Dessa forma, os dados de adsorcdo cinéticos e no equilibrio a uma dada
temperatura sdo indispensaveis para a analise, caracterizacdo e descricdo dos
mecanismos de interacdo que ocorrem entre 0 adsorvente e o adsorbato, sendo isso
possivel pelo tratamento e modelagem conforme diferentes teorias de adsor¢do (AL-
GHOUTI; DA’ANA, 2020).

No ambito desse trabalho, as equacdes de Langmuir e Langmuir-Freundlich

serdo especificadas.

O modelo de Langmuir € um dos mais utilizadas para representar dados de
adsorcéo fisica no equilibrio. Originalmente, a isoterma de Langmuir foi desenvolvida
para descrever a adsor¢cdo nas fases gas-sélido, entretanto, € amplamente utilizada em
outros sistemas de fase (VELOSO et al., 2020).

As suposicdes para 0 modelo de Langmuir sdo: a adsorcdo do adsorbato ocorre
em sitios de adsorcdo bem definidos; os sitios de adsorcdo sdo homogéneos e
energeticamente uniformes e cada sitio pode ser ocupado por apenas uma molécula do
adsorbato formando uma monocamada; ndo ha interacdo lateral entre as moléculas
adsorvidas (VELOSO et al., 2020).

Comparativamente ao modelo de Langmuir, 0 modelo de isoterma de adsorcao
empirico de Freundlich descreve processos reversiveis e ndo-ideais de adsorcéo, sendo
ndo restrito a conformagdo em monocamada e pode ser aplicado a superficies
heterogéneas e a faixas amplas de concentracdo (AL-GHOUTI; DA’ANA, 2020).

Combinando os modelos mencionados anteriormente, obtém-se a isoterma de
Langmuir-Freundlich, a qual engloba a heterogeneidade da adsorcéo, assim como evita
as limitagdes relacionadas a grandes concentracGes (AL-GHOUTI; DA’ANA, 2020).

Segundo Sharma & Agarwal (2001), o modelo de Langmuir-Freundlich contorna as
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limitacbes dos modelos de Langmuir e Freundlich, sendo geralmente o mais
recomendado para descrever o comportamento de adsorcéo de proteinas em adsorventes

com ligantes de afinidade.

As Equagdes 2.1 e 2.2 descrevem 0s modelos de Langmuir e Langmuir-

Freundlich, respectivamente:

* mXC*

Q= (Eq. 2.1)
+ _ _Qmx(@C)H"

Q =t (Eq. 2.2)

no qual C* é a concentracdo do adsorbato no equilibrio; Qm € a capacidade maxima de
adsorcdo (massa de adsorbato/massa de adsorvente); Kq e Kqwr) S80 as constantes de
dissociagdo dos modelos de Langmuir e Langmuir-Freundlich (mol L),
respectivamente e n é o coeficiente de cooperatividade do modelo de Langmuir-
Freundlich, o qual é capaz de representar o tipo e a intensidade da interagdo entre a
adsorvente e o adsorbato (SHARMA; AGARWAL, 2001).

2.7.3. Curvas de ruptura

Leitos fixos constituidos por particulas porosas, membranas ou monolitos
possuem diversas aplicacbes em cromatografia (GAGNON, 2012). Para a andlise da
adsorcdo em leitos fixos, curvas da concentracdo do fluido que sai da coluna em funcéo
do tempo sdo construidas, sendo denominadas de curvas de ruptura (breakthrough,
MCCABE; SMITH; HARRIOTT, 1993). Em experimentos de adsor¢do que envolvem
leitos fixos, as concentracfes do soluto na fase moével e na fase estaciondaria variam ao
longo do tempo, como € observado pela Figura 16 (GEANKOPLIS, 1993). A Figura 17
representa uma curva de ruptura tipica, onde c/co é a concentracéo de soluto no fluxo de

saida relativo a concentracdo de alimentagéo (o).
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Figura 17 - Curva de ruptura de adsorcéao de solutos em leito fixo.

C/Co

0

0 t
Fonte: Adaptado de Perry & Green (2008)

Com o inicio da alimentacdo do leito, a concentracdo de soluto no fluxo de saida
da coluna é praticamente zero, indicando a adsorcao de grande parte do soluto pela fase
estacionaria. Com o passar do tempo, a concentracdo de soluto no fluxo de saida
aumenta devido a saturacdo do leito, até que um valor maximo aceitavel seja atingido,
sendo este denominado de ponto de ruptura, sendo geralmente 1, 5 ou 10% da
concentracdo de alimentacdo (GEANKOPLIS, 1993). O tempo no qual o ponto de
ruptura € alcancado € chamado de tempo de ruptura. Quando a ruptura ocorre, a
alimentacdo é parada com o intuito de se minimizar perdas e o processo de
regeneracdo/dessor¢cdo € iniciado (MCCABE; SMITH; HARRIOTT, 1993;
REYNOLDS; RICHARDS, 1995; PERRY; GREEN; MALONEY, 1997).

Apobs o ponto de ruptura, a concentragdo de soluto no fluxo de saida aumenta
rapidamente, gerando uma curva em formato de ‘S’ e a regido onde a maior variagdo de
c/co ocorre € denominada de zona de transferéncia de massa (ZTM). O comprimento da
ZTM esté relacionado aos efeitos de transferéncia de massa, onde uma pequena ZTM ¢é
desejavel por possuir menor resisténcia a transferéncia de massa, implicando em
menores custos energéticos nas etapas de regeneracdo do leito (MCCABE; SMITH;
HARRIOTT, 1993)

Quando c/cq se aproxima de 1,0, o soluto ndo é capaz de ser adsorvido pela fase
estacionaria, pois grande parte dos sitios de adsor¢do do adsorvente se encontram

ocupados.

Diferentes parametros podem ser calculados pela analise da curva de ruptura de
um determinado sistema, sendo estes Uteis para futuros escalonamentos e aplicagdes
industriais do adsorvente. Dentre eles, a capacidade dindmica de adsor¢do ou DBC

(dynamic binding capacity), a qual é definida como a maior quantidade da molécula-
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alvo que pode ser alimentada ao leito fixo sem que perdas significativas sejam
observadas. DBC a 10% de ruptura é determinada por Boi et al. (2020) pela combinacéao
das Eq. 2.3 e Eq. 2.4:

Maugs,10% = CoVio% — CoVsis (Eq. 2.3)
DBCy 0y = md—vl"/ (Eq. 2.4)

onde Mads,10% € @ massa de soluto adsorvida até o limite de 10%, co é a concentragdo de
proteina no fluxo de alimentagdo, Vio% € 0 volume de solugdo de proteina alimentada
até o ponto de ruptura de 10%, Vsis € 0 volume morto do sistema. DBCiox% € a
capacidade dinamica de adsorcdo a 10% e é obtido pela razdo entre Mads,10% € V, 0 qual

é o0 volume da fase estacionéria (Boi et al., 2020).
Zhu et al. (2019) calculam a DBC a 10% de ruptura por meio da Eqg. 2.5:

Co iy 9% (1-C/Co)dV
Vgel

DBC'1 g9, =

(Eq. 2.5)

onde V1o% € Vgel S80 0 Volume alimentado de solucdo de proteina para atingir o ponto de
ruptura de 10% e o volume do leito, respectivamente. C e Co sdo as concentracdes de

proteina na saida da coluna e na alimentacédo, respectivamente (Zhu et al., 2019).
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. MATERIAIS
3.1.1. Reagentes

Quitosana (derivada de camardo, >75% desacetilada, CS), quitosana (baixa
massa molecular, 75-85% desacetilada, CSLm), gamaglobulina humana (> 99% por
eletroforese, hlgG), persulfato de aménio (APS), alil-glicidil-éter (AGE), acido 2-[4-(2-
hidroxietil) 1-piperazinil]-etanosulfonico (Hepes), tris(hidroximetil)-aminometano
(Tris), acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico (MES), acido 3-(N-
morfolino)propanosulfonico (MOPS), Azul de Coomassie (Coomassie brilliant blue G-
250), imidazol, glutaraldeido (25% em é&gua, GA), epicloridrina (ECH), agarose,
polietilenoglicol (PEG 6000 Da), acido etilenodiamino tetra-acéetico (EDTA), sulfato de
cobre, sulfato de niquel, soro humano (esterilizado, filtrado; de plasma humano
masculino de tipagem AB), anticorpo anti-hlgG (Fab especifico) conjugados a
peroxidase produzido em cabra, foram obtidos da Sigma-Aldrich (EUA). N,N,N’,N’—
tetra-metilenodiamina (TEMED), dodecil sulfato de sodio (SDS), ditiotrietol (DTT) e
marcadores de alta massa molecular para eletroforese foram adquiridos da Cytiva
(EUA). Acrilamida (AAm) e N,N’-metileno-bis-acrilamida (MBAm) foram obtidas da
Bio-Rad (EUA). Cloreto de sodio, fosfato de sodio bibasico e monobasico, acido
citrico, nitrato de prata, e carbonato de sodio anidro foram adquiridos da Synth (Brasil).
Acido acético glacial e glicerol foram adquiridos da Exodo Cientifica (Brasil). Agua
ultrapura Milli-Q da Millipore (EUA) foi utilizada nos procedimentos. Os demais

reagentes utilizados foram de grau analitico.

3.1.2. Equipamentos

As pesagens foram realizadas em balanca analitica Sartorius TE214S (Sartorius,
Alemanha); para medir o pH, foi utilizado medidor de pH Oakton pH 510 series
(Oakton, EUA) e a desgaseificacdo das misturas monoméricas, em cubas de banho
ultrassénico Branson 3510 series (Branson, EUA). As colunas cromatogréaficas sdo do
modelo C10/10 (Cytiva, EUA) e o cromatografo de baixa pressao utilizado € o Biologic
LP System (Bio-Rad, EUA). As medidas de absorbancia das amostras foram feitas em
espectofotdometro UV-Vis DU-640 (Beckman, EUA). Para realizacdo das eletroforeses

empregou-se 0 equipamento Mini Protean Il (Bio-Rad, EUA). Para a obtencdo da
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isoterma de adsorcdo, foram utilizados os seguintes equipamentos: plataforma orbital
Unimax 1010 (Heidolph, Alemanha), agitador de tubos TE-165 (TECNAL, Brasil),
incubadora com agitacdo orbital TE-4200 (TECNAL, Brasil) e a centrifuga 5804 R
(Eppendorf, Alemanha). Para a medicdo da condutividade dos tampdes utilizados, o

condutivimetro DM-32 (Digimed, Brasil) foi empregado.

3.2. METODOS
3.2.1. Preparacao das solucdes de quitosana

Para a preparacdo das solucbes de quitosana, flocos de quitosana do tipo
derivado de camaréo e >75% desacetilada (CS) ou flocos de quitosana de baixa massa
molecular (CS.m) foram adicionados a solucdo de acido acético (0,1 mol L) e
dispersos por agitacdo mecanica. Apo6s 1 hora de agitacdo, as solugbes foram deixadas
em repouso a temperatura ambiente por um periodo de 24 a 48 horas para decantacdo
das particulas insoltveis e maior solubilizacdo dos flocos. As solugbes foram filtradas

em filtro de vidro sinterizado para a sua clarificacao.

O preparo da solucéo de quitosana com valor de pH entre 5 e 6 foi realizado com
a quitosana de baixa massa molecular e, ap6s seguir os procedimentos realizados
anteriormente, pérolas de hidréxido de sodio foram adicionadas até que o valor de pH
da solucdo de quitosana estivesse dentro da faixa desejada, sendo esta solucdo
denominada de CS.ms. De acordo com Dragan et al. (2012), a solugéo de quitosana com
o valor de pH indicado possibilitou a sintese de criogéis com caracteristicas mecanicas,
quimicas e morfolégicas mais adequadas. O acompanhamento do valor do pH foi feito

com fitas de medicao de pH.

As trés solugBes distintas de quitosana obtidas nesta etapa possuiam

concentracdo de 1% m/v e foram utilizadas para a sintese de criogéis.

3.2.2. Sintese de criogel de poliacrilamida e quitosana

O procedimento de sintese do criogel de poliacrilamida e quitosana para 0 uso
como fase estacionaria em cromatografia para a purificacdo de proteinas utilizando a

IMAC foi desenvolvido baseando-se nas descricdes dos trabalhos de
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Marcuz et al. (2021), Mouréo et al. (2019), Mourdo, Haupt & Bueno (2018), Jain et
al. (2015), Dragan et al. (2012) e Jain & Kumar (2009).

Com o0 objetivo de se obter um criogel de caracteristicas adequadas para a
aplicacdo como fase estacionaria, variou-se a concentragéo inicial dos reagentes GA e
AGE, conforme descrito no topico 3.2.2.1. O tipo de solucdo de quitosana adicionada a
mistura de monémeros para a sintese dos criogéis (CS, CSim ou CSpme) também foi
variado e a concentracdo final de quitosana foi mantida constante (0,5% m/v). As
concentracdes de iniciador (APS, 0,2% m/v), de catalisador (TEMED, 0,2% v/v) e de
monomeros (6% m/v, sendo 4,74% m/v de AAm e 1,26% m/v de MBAm) foram
mantidas constantes, sendo essas mesmas concentragdes utilizadas na sintese de criogeis

de poliacrilamida e alginato por Marcuz et al. (2021).

Para a preparacdo de 10 mL de criogel, 0,474 g de AAm e 0,126 g de MBAmM
foram pesados e dissolvidos em 4 mL de agua ultrapura. Ap6s completa solubilizacédo, 5
mL da solugdo de quitosana (CS, CSim ou CSpme) foram adicionados a mistura dos
mondmeros em agitacdo. Apos essa etapa, a solugdo foi levada a um banho ultrassénico
por 20 minutos para remocao de gases dissolvidos. A mistura resultante foi resfriada em
geladeira a 4 °C por 30 minutos. Solugdes contendo TEMED (20 uL), APS (20 mg) e
GA foram preparadas em &cido acético (0,1 mol L) resfriado, quando necessario. Apos
o resfriamento da solugdo em geladeira, as solu¢Ges com os reagentes foram transferidas
para a mistura monomérica. Adicionou-se também AGE em volumes definidos em
algumas das formulacGes. O volume da mistura final em todos os experimentos foi de
10 mL. Foram distribuidos 3 mL da solucdo resultante para seringas de 5 mL e 0,5 cm
de didmetro interno ou colunas de vidro com 1,0 cm de didmetro interno, ambas com
uma de suas extremidades vedadas. Esses recipientes foram transferidos rapidamente

para um freezer e em banho de etanol (99,5% v/v) a -20 °C por 16 horas.

Decorrido o tempo necessario, os criogéis foram descongelados a temperatura
ambiente e, posteriormente, retirados de seus moldes. Os criogéis formados foram
lavados com agua ultrapura para a remoc¢do dos mondmeros e outros reagentes ndo

reagidos e armazenados a 4 °C para uso posterior.
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3.2.2.1. Variagao na concentracao de alil-glicidil-éter (AGE) e glutaraldeido (GA)

Mantendo fixas as concentracfes de quitosana, AAm, MBAm, APS e
TEMED, diversas formulacdes de criogel foram produzidas por meio da variacdo de
AGE e GA com o objetivo de se verificar a influéncia desses reagentes nas
caracteristicas do criogel. Como controle, foram sintetizados criogéis sem a adi¢do de
GA ou AGE e eles foram identificados como PAAM-CS, PAAM-CS.m € PAAM-CSywme,
conforme a solucdo de quitosana utilizada para a sintese do criogel. A Tabela 2 mostra

os volumes utilizados para sintetizar os criogéis nesta etapa.

Tabela 2 - Volumes de GA e AGE utilizados para a sintese dos criogéis e a sua
nomenclatura correspondente

Solucgéo de Volume (uL)

guitosana GA AGE Nome
0 0 PAAM-CS
5 0 PAAM-CS-GA(5)
Cs 10 0 PAAmM-CS-GA(10)

0 200 PAAmM-CS-AGE(200)
0 300 PAAmM-CS-AGE(300)
0 0 PAAM-CSim
10 0 PAAM-CS.m-GA(10)
20 0 PAAM-CSLm-GA(20)
40 0 PAAM-CS u-GA(40)

CSiLm
0 200 PAAM-CSLm-AGE(200)
0 300 PAAM-CSLm-AGE(300)
20 200 PAAM-CS u-GA(20)-AGE(200)
20 300 PAAM-CS.m-GA(20)-AGE(300)
0 0 PAAM-CS| vs

CSiLme 20 0 PAAM-CSLms-GA(20)
20 200 PAAM-CS ms-GA(20)-AGE(200)

Fonte: Autor (2021)

Observando o0s criogéis sintetizados, as formulagbes com melhores
caracteristicas, como textura, rigidez, espongidade, homogeneidade, velocidade de
absorcéo de agua e permeabilidade, foram escolhidas para testes posteriores.
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3.2.2.2. Ativacao do criogel PAAmM-CS com epicloridrina (ECH)

O procedimento para a ativacdo do criogel de PAAmM-CS com epicloridrina
(ECH) descrito por Marcuz et al. (2021) foi realizado com o objetivo de introduzir

grupos funcionais epoOxi ao criogel para posterior imobilizacdo do agente quelante.

Em béquer, 0,06 g de boroidreto de sodio (NaBH4) foram dissolvidos em 10 mL
de solugéo de hidréxido de sodio (NaOH, 2 mol L™?). Os criogéis foram mergulhados
nessa solugdo e, lentamente, adicionou-se 1,0 mL de ECH. A mistura foi mantida sob
agitacdo constante em mesa agitadora a temperatura ambiente por 15 min. Decorrido
esse tempo, 10 mL de solucdo de NaOH (2 mol L) foram adicionados & solugdo e, em
sequida, 4,6 mL de ECH foram acrescentados ao béquer lentamente. A reacdo foi
mantida sob agitacdo constante em plataforma orbital a temperatura ambiente por 16
horas. Terminado esse tempo, o criogel foi lavado com agua para remogdo da base até a
neutralizacdo e colocado em uma coluna cromatografica. O criogel obtido foi
denominado PAAM-CS-ECH.

3.2.2.3. Imobilizacéo do agente quelante IDA

Para a imobilizacdo do agente quelante IDA, seguiu-se o procedimento de
Fioravante (2021), no qual 10,6 g de carbonato de sddio (Na2COz) foram dissolvidos em
50 mL de &gua, a solucdo resultante foi utilizada para equilibrar a coluna cromatogréfica
contendo 3 mL dos criogéis com melhores aspectos fisicos e visuais selecionados
previamente, sendo eles: PAAmM-CS-ECH, PAAmM-CS-AGE(200), PAAM-CS_m-
GA(20)-AGE(200) ou PAAM-CS.m-GA(20)-AGE(300). Em seguida, 4 g de IDA foram
dissolvidos em 10 mL de solugdo de NaOH (2 mol L) e o pH desta solugdo foi
ajustado para 10 com a adicdo de pérolas de NaOH. Preparou-se uma solugdo de
Na.COs3 pela adicdo de 2,12 g de Na,CO3 em 10 mL de &gua. As duas solucBes foram
misturadas e a solugdo resultante, a temperatura de 65 °C em banho termostético, foi
recirculada na coluna por meio de uma bomba peristaltica por 24 horas. Decorrido esse
tempo, a coluna foi lavada com agua ultrapura exaustivamente, até que o pH da agua na

corrente de saida se igualasse ao pH da 4gua da corrente de alimentacéo.
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Os criogéis obtidos foram denominados PAAmM-CS-ECH-IDA, PAAmM-CS-
AGE(200)-IDA, PAAmM-CSLm-GA(20)-AGE(200)-IDA ou PAAmM-CSLm-GA(20)-
AGE(200)-IDA e armazenados em geladeiraa 4 °C.

3.2.3. Quantificacéo de ions metalicos quelatados pelo criogel com IDA imobilizado

Utilizando os criogéis com agente quelante imobilizado descritos em 3.2.2.3, a
quantificacdo de ions metélicos quelatados pelo monolito foi determinada conforme
procedimento utilizado por Fioravante (2021), alimentando-se a coluna cromatogréfica
com 30 mL (10 volumes de coluna) de solucdo do ion metalico (sulfato de cobre e
sulfato de niquel em concentragdes de 50 mmol L™?). Em seguida, a coluna foi lavada
com agua e com tampdo acetato de sodio a pH 4,0 (25 mmol L) para a retirada dos
ions metalicos fracamente adsorvidos. Para a remocéo dos ions metélicos quelatados, a
coluna foi alimentada com solucdo de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a pH
7,0 (100 mmol LY. Fragdes de 2 mL foram coletadas e medidas em espectrofotémetro a

733 nm e 384 nm para Cu?* e Ni?*, respectivamente.

A Eq. 3.1 foi utilizada para a determinacdo da quantidade de ions metalicos que

foram quelatados pelo criogel:

nyen+ = Coef X ABS, i X Fyq X Vamostra (Eq. 3.1)

no qual Coef é a constante correspondente ao coeficiente angular da curva analitica do
ion metélico em solucdo de EDTA no comprimento de onda apropriado, ABSmm € 0
valor medido da absorbancia de cada fragdo no comprimento de onda de 733 ou 384 nm
para os ions metalicos cobre ou niquel, respectivamente; Fq é o fator de diluicdo e
Vamostra € 0 Volume (mL) de cada fracdo coletada e nme™ (umol) séo o nlimero de mols
de Cu?* ou Ni#* quelatado. Como controle e verificacdo da capacidade de adsorcéo de
fons metalicos pela matriz sélida sem o agente quelante, testes de adsorcdo de Cu?* e
Ni2* foram realizados com o criogel de PAAM-CS, e PAAM-CSLm-GA(20).

A diferenca entre os valores de ions metélicos quelatados obtidos pelo criogel
com IDA e pelo criogel controle é a quantidade de ions metalicos quelatados pelo

agente quelante.
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3.2.4. Ensaios cromatograficos

O criogel com melhores caracteristicas visuais e aspectos mais adequados para
cromatografia foi selecionado para ser utilizado em ensaios cromatograficos, sendo ele
o criogel de PAAM-CS m-GA(20)-AGE(200)-IDA. Nesse caso, o criogel de PAAmM-
CSLm-GA(20) foi usado como controle. Como simplificagdo, seus nomes foram
reduzidos para PAAmM-CS-GA-AGE-IDA e PAAmM-CS-GA, respectivamente. As
cromatografias foram realizadas em colunas cromatogréficas C10/10 (Cytiva, EUA), as
quais foram acopladas a um cromatografo de fase liquida de baixa pressao Biologic LP
System (Bio-Rad, EUA). Foram realizados ensaios cromatograficos com e sem ions
metalicos quelatados no criogel de PAAM-CS-GA-AGE-IDA. Os experimentos foram
realizados a vazdo de 2,0 mL mint e em temperatura ambiente. FragBes de volumes
conhecidos foram coletadas para quantificacdo em termos de proteinas totais
empregando a metodologia de Bradford (BRADFORD, 1976). Os valores de
condutividade dos tampdes utilizados encontram-se na Tabela E.1 do Apéndice E.

Todos os experimentos foram realizados em duplicata.

3.2.4.1. Experimentos cromatograficos com hlgG e soro humano

Com o intuito de verificar a capacidade de adsorcdo de proteinas totais do soro
humano e hlgG pelo criogel de PAAM-CS-GA-AGE-IDA, cromatografias com hlgG
pré-purificada e solugbes de soro humano foram realizadas nos seguintes sistemas
tamponantes a 25 mmol L™t MOPS a pH 6,5 e 7,0; MES a pH 5,5; fosfato de sodio
(NaP) a pH 7,0 e Tris-HCl a pH 7,0. MOPS e MES sao zwitteridnicos, NaP é carregado

negativamente e Tris-HCI é carregado positivamente nos valores de pH utilizados.

Para cada cromatografia, as colunas foram equilibradas com 10 volumes de
coluna (VC) de tampdo de adsorcdo. Posteriormente, umas das seguintes solucdes foi
alimentada ao leito cromatografico: 1,0 mL de solugdo de higG (2 mg mL™), preparada
pela adicdo de 2 mg de higG pré-purificada (Sigma-Aldrich) a 1,0 mL de tampé&o de
adsorcéo; ou 1,0 mL de solugdo de soro humano (3,5 mg mL™), preparada diluindo-se
75 uL de soro humano (Sigma-Aldrich) em 1,050 mL de tampé&o de adsorcdo (diluigéo
de 15 vezes). Finalizada a alimentacdo, o criogel foi lavado com 30 mL (10 VC) do
mesmo tampéo de adsorcdo até a remocdo de toda proteina ndo adsorvida (absorbancia

da corrente de saida proxima a zero) e, em seguida, a eluicao foi realizada com 30 mL
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(10 VC) do tampéo de adsorcio contendo 1,0 mol L de cloreto de sodio (NaCl) ou até
que todas as proteinas adsorvidas fossem eluidas. Concluida a elui¢do, a coluna foi
lavada com &gua ultrapura e reequilibrada com o tampdo de adsorcdo para ser utilizada

em um novo ciclo.

Durante as cromatografias, fragdes de 2,0 mL foram coletadas e quantificadas
em termos de proteinas totais pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976) e, no caso
da cromatografia do soro humano, as amostras mais concentradas foram agrupadas e

analisadas por eletroforese SDS-PAGE.

3.2.4.2. Ensaios cromatogréaficos com hlgG e soro humano em criogel com jons Cu?* e

Ni2* imobilizados

Para verificar o efeito de ions metalicos quelatados na adsorcdo de proteinas, o
criogel foi inicialmente saturado com o ion metalico pela passagem de 30 mL (10 VC)
da solucéo de sulfato de cobre ou niquel (50 mmol L). Em seguida, a coluna foi lavada
com 15 mL (5 VC) de agua e lavado com 30 mL (10 VC) de tampéo acetato de sddio a
pH 4,0 (25 mmol L) para a remocdo de fons metalicos fracamente adsorvidos.
Iniciaram-se, entdo, as etapas de equilibrio da coluna, injecdo da amostra e lavagem,
como descrito no topico 3.2.4.1. Em seguida, a etapa de elui¢do foi realizada com 30
mL (10 VC) do tamp&o acetato de sodio a pH 4,0 (25 mmol L) ou com imidazol (100
mmol L) acrescentado ao respectivo tampao de adsor¢do. A coluna foi regenerada com
30 mL (10 VC) de solucéo de EDTA a pH 7,0 (100 mmol “1). Finalmente, a coluna foi

lavada com &gua e armazenada na geladeira até a realizacdo de novos experimentos.

Baseando-se nos resultados de quantidade de hlgG obtida na etapa de eluicdo, as
melhores condi¢Bes de adsor¢do dos criogéis com ions metalicos imobilizados foram

empregadas em testes com soro humano.

Fracdes de 2,0 mL das etapas de lavagem, eluicdo e regeneracdo foram coletadas
e quantificadas em termos de proteinas totais pelo método de Bradford (BRADFORD,
1976). No caso das cromatografias com solugdo de soro humano, as amostras mais
concentradas foram agrupadas e analisadas por eletroforese SDS-PAGE. A condicdo de
purificagdo que se mostrou mais promissora em termos de pureza e quantidade de higG

obtida na etapa de eluicdo foi também analisada por imunodifusdo radial (RID). Ensaios
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para obtencéo da curva de ruptura, cinética de adsorcéo e isotermas foram realizados na

melhor condigéo de purificagdo determinada por esta etapa.

3.2.5. Curva de ruptura de adsorcéo do criogel

Com o objetivo de se determinar dados relacionados a ruptura, como o tempo de
ruptura e seletividade do monolito em condi¢cdes de saturacdo, os ensaios. foram
realizados na melhor condicdo de purificacdo obtida pelos experimentos
cromatograficos, a qual foi obtida com o criogel PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Ni?* e com
NaP a pH 7,0 contendo imidazol (2 mmol L) como tamp&o de adsorcéo e NaP a pH

7,0 contendo imidazol (100 mmol L) como tampéo de eluicéo.

Dessa forma, seguiu-se 0s mesmos procedimentos descritos no tépico 3.2.4.2.
para a imobilizacdo do fon metalico Ni** ao criogel e para o equilibrio da fase
estacionaria. Em seguida, foram alimentados cerca de 35 mL de solucdo de soro
humano (3,5 mg mL™?) diluido 15 vezes no tamp&o de adsorgdo para que a saturagéo do
monolito fosse garantida. As etapas de lavagem, eluicdo e regeneracdo ocorreram
conforme o tdpico 3.2.4.2.

Fracdes de 2,0 mL das etapas de flowthrough, lavagem, eluicdo e regeneracédo
foram coletadas e quantificadas em termos de proteinas totais pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976). As amostras mais concentradas foram agrupadas e analisadas por
eletroforese SDS-PAGE e RID.

O tempo e o volume requeridos para que a coluna atingisse o ponto de ruptura
foi determinado quando a relacdo entre a concentracdo de proteinas totais no fluxo de
saida da coluna (C) e a concentracdo de proteinas totais na alimentacao (Co) fosse igual
a 0,1. A capacidade dindmica de adsorcdo (DBC) foi determinada com base nos dados

obtidos a 10% e empregando as Eq. 2.3, Eq. 2.4 e Eq. 2.5.

3.2.6. Cinética de adsorc¢ao de hlgG

Os estudos cinéticos de adsorcdo de hlgG no criogel de PAAM-CS-GA-AGE-

IDA-Ni2* foram realizados para se obter o tempo de equilibrio de adsor¢do do monolito
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no modo de recirculagdo da solucdo, como descrito em Erzengin, Unlii & Odabasi
(2011).

A coluna contendo o criogel de PAAM-CS-GA-AGE-IDA foi saturada com
solucdo de sulfato de niquel, lavada com &gua e com acetato de sodio a pH 4,0, nessa
ordem. Em seguida, a coluna foi equilibrada com o tampé&o de adsor¢éo NaP a pH 7,0
contendo imidazol (2 mmol L). Solugdes de 0,5 e 2,0 mg higG mL™ (50 mL) foram
preparadas e recirculadas na coluna contendo o criogel, a uma vazdo de 2,0 mL min™?,
até que o equilibrio fosse atingido. Em tempos determinados, aliquotas de 20 pL foram
coletadas. A concentragdo de hlgG foi determinada em duplicata pelo método de
Bradford (BRADFORD, 1976). Decorrido o tempo do experimento (3 horas), a coluna
foi lavada com o tampdo de adsorcdo e as proteinas adsorvidas foram eluidas com o
tampdo NaP a pH 7,0 contendo imidazol (100 mmol L™). Finalmente, a coluna foi
regenerada com EDTA a pH 7,0 (100 mmol L) e lavada com &gua para a realizagio de

experimentos subsequentes.

3.2.7. Isotermas de adsorcéo de hlgG

Determinado o tempo de equilibrio de adsorcdo de hlgG, foram executados
experimentos em batelada com o criogel escolhido na melhor condicdo de adsorcédo da
proteina-alvo, com base no procedimento descrito por Mdl et al., (2017), Mouré&o et al.
(2019) e Fioravante (2021). Preparou-se 25 mL de solugdo-mée de hlgG no tampéo de
adsorcdo NaP a pH 7,0 contendo imidazol (2 mmol L). Foram introduzidos 20 mg de
fragmentos do criogel PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Ni?* secos em tubos Eppendorf de 2
mL de capacidade. Em seguida, volumes predeterminados do tampdo NaP a pH 7
contendo 2 mmol L*? imidazol foram adicionados aos tubos que continham os
fragmentos de criogéis. Em seguida, volumes predeterminados da solu¢do-mae foram
coletados e adicionados aos tubos Eppendorf de modo que cada tubo possuisse uma
concentracdo inicial de higG distinta. Em seguida, os frascos foram colocados sob
agitacdo em um agitador de tubos, o qual foi levado a um shaker para garantir que a
temperatura do experimento fosse constante e igual a (25 + 1) °C, até que o equilibrio

fosse alcangado.

A concentracdo de hlgG no sobrenadante no equilibrio foi determinada pelo

método de Bradford e, pela diferenca entre a concentracdo inicial (C) e a final (C*), foi
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calculada a quantidade de hlgG adsorvida. A capacidade de adsorcdo de hlgG do criogel
(Q*) foi expressa em mg de hlgG por massa seca do adsorvente. Posteriormente foram
ajustados os parametros dos modelos de Langmuir e Langmuir-Freundlich, como
descrito no topico 2.7.2, por regressdo ndo linear utilizando o software Origin®
(Microcal, EUA). Obteve-se, entdo, aproximacdes para a capacidade méaxima de
adsorcdo (Qm), constantes de dissociacdo para cada modelo, e o coeficiente de
cooperatividade (n) para o modelo de Langmuir-Freundlich.

3.2.8. Métodos analiticos
3.2.8.1. Capacidade de intumescimento

A capacidade de intumescimento do criogel é a capacidade do criogel em reter
agua em seus poros. A determinacdo desse valor foi realizada como descrito em da
Silva et al. (2014) e Marcuz et al. (2021) (Eq. 3.2):

my,—mg

Swy,, = (Eq. 3.2)

mqg

onde Sww € a capacidade de absorcdo de agua (g dgua/g de adsorvente seco), mw € Mg

sdo0 as massas do adsorvente Umido e seco (g), respectivamente.

Para 0 experimento, amostras de volume conhecido do criogel de PAAmM-CS-
GA-AGE-IDA foram brevemente secas em papel de filtro e pesadas, obtendo-se o valor
de mw. Em seguida, os criogéis foram secos em estufa a 60 °C até massa constante,

sendo este o valor mg.

3.2.8.2. Estimativa da porosidade

A porosidade foi determinada conforme o protocolo de Sun et al. (2012). Uma
peca cilindrica de criogel de PAAM-CS-GA-AGE-IDA foi saturada com agua ultrapura
e imersa em um recipiente cilindrico graduado com volume inicial de 4gua conhecido,
V1. O volume final apds a imersdo foi medido, obtendo-se o volume V2. O volume de
criogel saturado com &gua Vo foi calculado pela diferenca entre os volumes V1 e V2 (Eq.
3.3).

VO = V2 - V1 (Eq 33)



70

Em seguida, o criogel saturado com agua foi pesado (mw) e a agua dentro dos
poros do criogel foi removida por compressdo manual, como descrito por Arvidsson et
al. (2003). O criogel livre de &gua foi novamente pesado (ms). A porosidade (¢) foi
calculada por meio da Eq. 3.4:

@ = ‘;‘:VV—;\‘Z (Eq. 3.4)

no qual pw é a densidade da agua a temperatura de realizagio do experimento.

3.2.8.3. Quantificacao da capacidade do criogel em se ligar a &gua presente no ar

Amostras do criogel PAAM-CS-GA-AGE-IDA foram secas em estufa a 60 °C e,
posteriormente, pesadas (ms), como em 3.2.8.1. Logo depois, 0s criogéis secos foram
armazenados em atmosfera Umida, produzida em recipiente fechado hermeticamente
contendo solucdo saturada de cloreto de potassio (35% m/v a temperatura ambiente) em
agua, conforme procedimento descrito em Mourdo et al. (2019). Os criogéis foram
colocados no recipiente, sem entrar em contato com a solugcdo aquosa. Finalmente, o
aumento de massa dos criogéis foi monitorado até atingir massa constante (mc), assim, a

massa de agua retida foi calculada pela Eq. 3.5.

M4gua(€M g) = me — mg (Eq. 3.5)

Os resultados de massa obtidos apds cada procedimento citado dos tdpicos
3.2.8.1 a 3.2.8.3 foram utilizados para a determinacdo da composi¢do massica do criogel
umido, na qual a massa de &gua nos poros maiores € a massa de agua removida por
compressdo manual, a massa de agua correspondente & agua presente nos poros menores
foi obtida pela secagem do criogel em vidro sinterizado, a massa de agua ligada ao

polimero foi obtida pelo uso da Eq. 3.5 e a massa de polimero seco € igual a ms.

3.2.8.4. Determinacao da resisténcia ao fluxo do criogel

De acordo com o procedimento de Marcuz et al. (2021), a medicdo da
resisténcia ao fluxo de agua ultrapura pelos criogéis de PAAM-CS-GA-AGE-IDA foi
realizada para monolitos com 1 cm de diametro e 3 mL de volume. Os criogéis foram
empacotados em coluna C10/10 (Cytiva, EUA) e acoplados a um cromatografo de fase

liquida de baixa pressdo (Bio-Rad, EUA). Vazdes de 1,0 a 5,0 mL min foram testadas.



71

O experimento foi terminado se o fluxo de agua fosse obstruido ou se deformacdes

fisicas no criogel fossem visiveis.

3.2.8.5. Estudo de degradacéo in vitro do criogel

Para verificar a degradacdo do criogel de PAAmM-CS-GA-AGE-IDA em funcao
do tempo, seguiu-se o procedimento descrito por Kathuria et al. (2008) e Guven et al.
(2020), no qual 12 fragmentos de criogéis secos foram pesados (Wi) e imersos em tubos
Eppendorf de 2 mL contendo solucdo de PBS. As amostras foram encubadas em
temperatura ambiente por um periodo de até 6 semanas. Semanalmente, fragmentos em
2 tubos Eppendorf foram lavados com agua ultrapura e secos em estufa a 60 °C. Os
criogéis secos foram pesados novamente (Ws) e a percentagem de degradacdo foi

calculada conforme a Eq. 3.6.

Degradagao (%) = % %X 100 (Eq. 3.6)

3.2.8.6. Célculo do rendimento de monémeros do criogel

Conforme o procedimento de Percin, Idil & Denizli (2019), o rendimento da
polimerizagdo do criogel foi determinado. Criogéis recém preparados de PAAmM-CS-
GA-AGE com 3 mL de volume foram lavados com agua, secos em estufa e pesados.
Com o conhecimento da massa total de mondmeros adicionada durante a sintese,

utilizou-se a Eq. 3.7 para calcular o rendimento da polimerizacéo:

Rendimento (%) = % %X 100 (Eq. 3.7)
t

no qual, ms é a massa do criogel seco em estufa e m; é a massa total de monémeros para

a sintese do mesmo volume de criogel.

3.2.8.7. Medicéao do ponto de carga superficial zero do criogel

O ponto de carga superficial zero do criogel foi determinado seguindo o
procedimento de Davranche et al. (2003) e Fioravante (2021). Primeiramente,
fragmentos de criogéis de PAAM-CS-GA-AGE-IDA, PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Cu?* e
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PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Ni?* foram secos em estufa. Em seguida, uma massa
conhecida (em torno de 0,30 g) de cada um desses criogéis foi colocada em um béquer
com 20 mL de solugdo de acetato de amdnio (CH3COONH4; 0,1 mol L) e o valor do
pH dessa solucdo foi medido com medidor de pH até que atingisse valor constante, o

qual foi identificado como ponto de carga nula.

Em seguida, volumes de solugdo de 4cido acético (CHsCOOH; 0,3 mol L) ou
solugdo de hidroxido de aménio (NHsOH; 0,25 mol L) foram adicionados aos
béqueres que continham os criogéis, o pH foi monitorado com medidor de pH até que a

adicdo de &cido ou base ndo gerasse variagcdo no valor de pH maior que 0,01.

A carga superficial (Q) do criogel pode ser calculada pela Eq. 3.8. A Eq. 3.8
pode ser simplificado para o acido e para a base, para a Eq. 3.9 e Eq. 3.10,
respectivamente. Dessa forma, é possivel determinar o perfil de uma curva para as
cargas superficiais do criogel em funcdo do pH e o ponto de carga superficial nula € o

valor de pH no qual a curva obtida intercepta o eixo horizontal:

Ca—Cp+[OH™]-[H*]

Q= > (Eq. 3.8)
Q= Ca;:'ﬂ (Eg. 3.9)
Q= L[O‘” (Eq. 3.10)

onde ¢, é a concentracdo do acido corrigida (mol L), ¢, é a concentragdo da base
corrigida (mol L) e cm € a concentragdo dos sdlidos em suspensdo (g L™L).

3.2.8.8. Morfologia do criogel

A anélise morfol6gica do criogel para a verificacdo da estrutura e determinacao
do tamanho dos poros foi realizada por microscopia eletrénica de varredura (MEV) no
Laboratério de Caracterizagdo de Biomassa, Recursos Analiticos e de Calibracéo
(LRAC), da Faculdade de Engenharia Quimica da UNICAMP, no equipamento
MEV/EDS: LEO Electron Microscopy (Oxford, Inglaterra).

Fragmentos dos cortes das sec¢Oes transversal, longitudinal e superficial dos
criogéis de PAAmM-CS, PAAM-CS-GA e PAAM-CS-GA-AGE-IDA foram liofilizados e
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recobertos por 20 nm de ouro utilizando o equipamento Sputter Coater K450
(EMITECH, Reino Unido).

3.2.8.9. Eletroforese SDS-PAGE

A eletroforese para a analise qualitativa das proteinas de cada etapa dos
experimentos cromatograficos com soro humano foi realizada no equipamento Mini
Protean 11l (BioRad, EUA), seguindo a metodologia descrita por Laemmli (1970), em
condic¢des nao redutoras, a 100 V e gel a 7,5% de poliacrilamida. Foram agrupadas as
amostras mais concentradas de cada etapa da cromatografia, chamados de pools. Foram
coletados 75 pL de cada pool e adicionados a um tubo Eppendorf de 0,5 mL. Ao mesmo
tubo Eppendorf, adicionou-se 25 pL. de tampéo de desnaturagdo contendo SDS e 2 gotas
de glicerol, a mistura foi homogeneizada e levadas a aquecimento a 100 °C por 7
minutos para desnaturacdo. Em seguida, amostras de, no maximo, 15 uL de cada pool
foram adicionadas aos géis. Os marcadores de proteinas de alta massa molecular e de
hIgG foram também adicionados ao gel de eletroforese, nos volumes de 5 ulL e 3 uL,

respectivamente.

Seguindo o procedimento de Morrissey (1981), a coloracdo dos géis foi feita
com nitrato de prata. Os géis foram submersos em solucBes de etanol e acido acético,
por 20 min. Seguiu-se com a revelacdo com a submersdo dos géis em solucdo de GA,
também por 20 min. Apoés essa etapa, 0s géis foram lavados com agua e submersos em
solucéo de ditiotreitol (5 mg mL; DTT), por 20 min. A solucéo de DTT foi removida e
a solucéo de nitrato de prata (0,1% m/v) foi adicionada aos géis em agitacdo por 20 min.
Os géis foram lavados com agua e a solucdo reveladora de carbonato de sodio (3% m/v)
+ formaldeido (0,05% v/v) foi adicionada aos géis. A revelacdo foi finalizada com acido

citrico (2,3 mol LP).

3.2.8.10. Imunodifuséo radial (RID)

O procedimento foi conduzido de acordo com Lu & Miller (1996), da Silva et al.
(2014), Mourao, Carmignotto & Bueno (2016) e Carmignotto et al. (2017), com a
finalidade de quantificar a higG presente nas amostras das etapas cromatograficas da

melhor condigéo de purificacdo. Inicialmente o gel de agarose foi preparado, o qual
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possuia as seguintes concentracdes para cada um dos reagentes empregados: 1,2% de
agarose e 3% de polietilenoglicol (PEG 6000 Da) em tampéao TBE (Tris-HCI 90 mmol
L, 4cido borico 90 mmol Lt e EDTA 3 mmol L™Y). A solugdo contendo esses reagentes
foi aquecida em banho-maria a 60 °C até a dissolucdo completa da agarose. Em seguida,
a solucdo foi resfriada até a temperatura de 50 °C para ser adicionado o antigeno
(anticorpo anti-hlgG (Fab especifico) conjugados a peroxidase produzido em cabra), na
proporcdo de 1 uL de antigeno para 1 mL de gel, e a solugdo resultante foi depositada

sob plastico especifico para agarose em molde de dimensfes 9 cm x 14 cm.

ApoGs a geleificacdo, orificios simetricamente espacados foram perfurados no
gel, e foram introduzidos 10 uL de amostras de injecdo e dos pools referentes as etapas
cromatograficas de flowthrough (no caso da RID para a curva de ruptura), lavagem,
eluicdo e regeneracdo. O gel contendo as amostras foi incubado em cadmara Umida a
temperatura ambiente por 48 h e, em seguida, o gel foi seco por 24 h em temperatura

ambiente.

O gel foi corado por submersdo por 30 minutos em solugdo de Coomassie
brilliant blue R-250 (0,5% m/v), etanol (45% v/v) e acido acético (45% v/v). O gel foi
descorado por lavagens com solucdo aquosa contendo etanol (30%) e &cido acético
(7%) até a visualizacdo dos halos de precipitacdo. O didmetro de cada halo foi medido
com um paquimetro e convertido em termos de concentracdo de hlgG, com base na
curva padrdo, a qual relaciona linearmente o didmetro dos halos com o logaritmo da
concentracdo de hlgG. A curva padrdo foi construida em triplicata para todos os

experimentos de RID realizados.

3.2.8.11. Dosagem de proteinas totais

A concentracdo de proteinas totais e de hlgG pré-purificada das fracGes
coletadas durantes os procedimentos cromatograficos foi determinada por meio da
metodologia de Bradford (BRADFORD, 1976). As curvas padrdes para 0S
experimentos com soro humano e hlgG foram construidas com albumina de soro bovino
e hlgG pré-purificada, respectivamente. O coeficiente angular obtido pelas curvas de
calibracdo das solugdes de Bradford foi utilizado para o calculo da concentracdo de

proteinas de cada amostra.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados obtidos para o criogel de poliacrilamida e quitosana com ions
metalicos imobilizados sdo analisados nessa se¢do. Incialmente, sdo apresentados 0s
resultados dos procedimentos de sintese e caracterizagdo visual, morfoldgica e fisica dos
criogéis monoliticos de poliacrilamida e quitosana. Em seguida, foi realizada a analise
dos resultados dos experimentos cromatograficos com o criogel que apresentou
melhores caracteristicas ap0s a sintese, incluindo-se, ensaios cromatograficos com ions

metalicos imobilizados para adsor¢do hlgG pré-purificada e hlgG a partir soro humano.

Determinou-se, entdo, a melhor condicédo de purificacdo de hlgG e essa condicéo
foi empregada para os estudos de adsorc¢do de hlgG para a determinacdo de parametros
cinéticos, curvas de ruptura e isotermas. As duplicatas dos experimentos apresentados

neste capitulo encontram-se nos Apéndices.

4.1. SINTESE E CARACTERIZACOES VISUAIS DOS CRIOGEIS

Criogéis de poliacrilamida e quitosana foram sintetizados utilizando trés tipos
diferentes de solugdo de quitosana, com o objetivo de verificar o efeito causado por
cada uma delas nos aspectos do monolito. Conforme os topicos 3.2.1 e 3.2.2, as
solucdes de quitosana (1% m/v) empregadas foram preparadas com flocos de quitosana
do tipo derivado de camardo e >75% desacetilada (CS), flocos de quitosana de baixa
massa molecular (CSi.wm) ou flocos de quitosana de baixa massa molecular em solucao

com valor de pH entre 5 e 6 (CSiLwmes).

4.1.1. Estudos da variacdo da composicao dos criogéis

Os criogéis sintetizados com a solucdo de quitosana derivada de camardo >75%
desacetilada (CS) foram denominados de PAAmM-CS e preparados conforme descrito no
topico 3.2.2, no qual as concentracdes de iniciador (APS), de catalisador (TEMED), de
mondémeros (AAm e MBAm) e CS foram mantidas constantes (Tabela 2).
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4.1.1.1. Criogéis sintetizados com GA

Foram utilizados diferentes volumes iniciais do agente de reticulacdo GA (0, 5 e
10 uL) e do agente de funcionalizacao AGE (0, 100, 200 e 300 pL), com o objetivo de
estudar os efeitos desses compostos nas caracteristicas fisicas, visuais e mecanicas dos
criogéis.

De acordo com os resultados obtidos, os criogéis de diferentes composigdes
apresentaram diferencas macroscopicas entre si. Primeiramente, o criogel de PAAmM-CS
(Figura 18; controle), sintetizado sem a adicdo de GA ou AGE, foi caracterizado como
esponjoso, branco, homogéneo, permeavel por gravidade e com estrutura visual
uniforme, além de ser capaz de retornar a sua forma original rapidamente quando em

contato com &gua apos ser comprimido.

Figura 18 - Criogel monolitico de poliacrilamida e quitosana (PAAmM-CS; controle)

Fonte: Autor (2021)

Esses resultados sdo comparaveis aos obtidos por Arvidsson et al. (2003) para
criogéis sintetizados com apenas poliacrilamida, os quais sdo caracterizados pelos
autores como homogéneos, opacos, esponjosos e elasticos. Similarmente, Jain & Kumar
(2009) sintetizaram criogéis monoliticos de apenas poliacrilamida e quitosana em
variadas concentracfes e constataram caracteristicas visuais semelhantes aos criogéis
sintetizados neste trabalho. Os autores argumentam que a quitosana se mantém na
estrutura do monolito por interacbes de natureza fisica, gerando uma rede semi-

interpenetrante, como foi explicitado anteriormente no topico 2.6.

Testes de permeabilidade em cromatografo de baixa-pressdo mostraram que 0
criogel foi capaz de suportar vazdes de até 6,0 mL min™ (velocidade superficial de 458
cm hl), sem apresentar qualquer resisténcia ao escoamento da agua. Normalmente,

procedimentos cromatograficos a baixa pressdo operam a vazbes entre 0,5 e
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2,0 mL min? (38 a 154 cm hY), as quais sio inferiores as vazdes maximas determinadas
para o criogel de PAAmM-CS, sendo possivel emprega-lo como fase estacionaria para
cromatografias de baixa presséo.

Os criogéis de PAAM-CS-GA, produzidos com a adi¢dao de GA (5 ou 10 uL)
durante a sintese, foram caracterizados como quebradicos, visualmente heterogéneos,
rugosos, frageis, amarelados (devido a presenca de GA) e ndo esponjosos. Quando
comparado ao criogel de PAAmM-CS, os criogéis sintetizados com GA possuiram
caracteristicas inadequadas para a sua utilizacdo em ensaios cromatograficos, indicando
que a presenca do GA impactou negativamente a estrutura do monolito nessas
condicBes de sintese. A presenca de GA causa a reticulacdo das cadeias de quitosana,
gerando uma estrutura interpenetrante com as cadeias de PAAm devido a formacéo de
bases de Schiff (JAIN; KUMAR, 2009; YAVASER; KARAGOZLER, 2020).

Entretanto, Yavaser & Karagozler (2020) sintetizaram com sucesso criogéis de
poliacrilamida e quitosana reticulada com GA, sendo eles caracterizados como
amarelados, esponjosos, elasticos, opacos e com baixa resisténcia ao fluxo convectivo.
Essas diferencas podem ser explicadas pela variagdo da quantidade de reagentes, pelo
tipo de quitosana empregada e pela temperatura de congelamento utilizada pelos
autores, as quais diferem das condi¢cdes usadas nesse trabalho. Dessa forma, com o
objetivo de verificar o efeito do tipo de quitosana nas caracteristicas dos criogéis,
decidiu-se utilizar a quitosana de baixa massa molecular, a qual é a utilizada por

Yavaser & Karagozler (2020) para a sintese de criogéis (ver topico 4.1.2).

4.1.1.2. Criogéis sintetizados com AGE

Os criogéis sintetizados com AGE (PAAmM-CS-AGE) foram obtidos e aqueles
com concentracdes de 2 e 3% v/v de AGE s&o mostrados nas Figuras 19a e 19b,
respectivamente. Ambas as composicdes utilizadas forneceram criogeis de
caracteristicas semelhantes aos criogéis de PAAmM-CS, sendo eles: homogéneos,

elasticos, permeéaveis por gravidade, brancos e espon;josos.
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Figura 19 — Criogel monolitico de: a) PAAM-CS-AGE(200); b) PAAM-CS-AGE(300)

2) b)

Fonte: Autor (2021)

Ap0s andlise de permeabilidade, os criogéis mostraram-se permeaveis a vazdes
de até 3,0 mL min? (velocidade superficial 229 cm h), sendo esse valor menor que o
valor obtido para o criogel de PAAM-CS. Embora ainda sejam suficientemente
permeaveis para aplicacdes relacionadas a purificacdo de biomoléculas, pode-se inferir
que o uso do agente de funcionalizacdo AGE pode ter sido um dos responsaveis para a

reducdo da permeabilidade dos monolitos.

Tanto a composicdo do criogel de PAAmM-CS quanto as composicdes testadas
para o criogel de PAAM-CS-AGE mostraram-se viaveis para a aplicacdo como fase
estacionaria em cromatografia. Entretanto, a presenca de grupos epoxi disponiveis para
a imobilizagdo de ligantes na estrutura dos criogéis com AGE, torna-0s mais vantajosos
em comparagdo aos criogéis de apenas quitosana e poliacrilamida, visto que ainda é
necessario realizar mais uma etapa para a ativacdo do criogel de PAAM-CS, a qual sera

explorada no topico 4.1.1.3.

4.1.1.3. Ativacao do criogel de PAAm-CS com ECH

Com o objetivo de se comparar as rotas de adicdo de grupos epOxi para a
imobilizacdo de ligantes, o criogel de PAAM-CS foi ativado com epicloridrina (ECH),
conforme o procedimento descrito no tépico 3.2.2.2, e o criogel resultante foi
denominado de PAAM-CS-ECH.

Apo6s o procedimento, o criogel foi caracterizado como rigido e quebradico,
evidenciado pela perda da estrutura esponjosa do criogel padrdo de PAAM-CS. A
permeabilidade do criogel de PAAM-CS-ECH foi verificada em cromatografo de baixa
pressdo, e a vazdo maxima suportada foi de 1,0 mL min? (velocidade superficial de
77 cm h1), a qual é consideravelmente inferior a vazdo suportada pelos criogéis de
PAAM-CS e PAAM-CS-AGE sintetizados previamente. Devido a rigidez e facilidade de
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ruptura (fratura), caminhos preferenciais poderiam ter sido formados durante o
procedimento de empacotamento do criogel em coluna cromatogréafica, o que pode

ocasionar em transferéncia de massa reduzida em ensaios de adsorgéo.

A utilizacdo de ECH para a ativacdo da estrutura do monolito é baseada na
reacdo entre os grupos hidroxila ou aminas priméarias das cadeias de quitosana e o
carbono halogenado presente na ECH, disponibilizando grupos epdxi na superficie do
criogel para futura imobilizacdo de ligantes (HERMANSON, 2008; MARCUZ et al.,
2021).

De acordo com Dragan et al. (2012), € possivel que tenha ocorrido o crosslink
das cadeias de quitosana com epicloridrina. Ambos os grupos funcionais da ECH
podem reagir com 0s grupos amino da quitosana, interconectando as cadeias desse
polissacarideo (DRAGAN et al., 2012). Ademais, os grupos amida das cadeias de
poliacrilamida podem ser parcialmente hidrolisados devido a alta basicidade do meio
reacional, ocorrendo a formacdo de carboxilas (BORLING et al., 1994). Nesse caso,
além da ativacdo da estrutura, o monolito resultante possuiria cadeias poliméricas
negativamente carregadas (acrilamida e &cido acrilico) e positivamente carregadas
(quitosana) que se interpenetram, sendo uma possivel explicacdo para a alteracdo

significativa dos aspectos fisicos do criogel.

Assim, o criogel de PAAmM-CS-ECH foi considerado imprdprio para a aplicacdo
como fase estacionaria em cromatografia. Comparativamente, o uso do AGE durante o
processo de sintese proporcionou o preparo de criogéis com caracteristicas visuais e
aspectos mais adequados. Com isso, os criogéis de PAAM-CS-AGE(200) e PAAM-CS-
AGE(300) foram utilizados em experimentos posteriores.

4.1.2. Estudo da variacdo da composicdo em criogéis sintetizados com solucdo de
CSim

Para verificar o efeito do tipo de quitosana empregada na sintese de criogéis
monoliticos, utilizou-se a quitosana de baixa massa molecular (CS.m). De acordo com o
fornecedor (Sigma-Aldrich), a CS.wm possui grau de desacetilagéo entre 75 e 85%, além
de massa molecular variavel de 50 a 190 kDa e viscosidade de 20 a 300 cP (1% m/v

quitosana em 1% v/v acido acético).
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O procedimento empregado para a sintese estd descrito no topico 3.2.2 e as
composi¢cdes de AGE e GA utilizadas estdo apresentadas na Tabela 2. Os criogéis
contendo poliacrilamida e quitosana foram sintetizados por 4 rotas diferentes: a) sem
GA e sem AGE; b) com apenas GA (10, 20 e 40 uL); ¢) com apenas AGE (200 e 300
uL) e d) com a adicdo de ambos os reagentes simultaneamente, variando-se o volume de
AGE (200 e 300 pL) enquanto que o volume de GA foi fixado em 20 pL.

Primeiramente, o criogel sem GA e sem AGE foi preparado, o qual foi
denominado PAAM-CSywm (Figura 20). Esse criogel foi visualmente caracterizado como
homogéneo, permeével por gravidade, esponjoso, branco e capaz de retornar
rapidamente a sua forma original quando comprimido e sequencialmente submerso em
agua. Quando comparado ao criogel sintetizado com a solucdo de CS, o criogel de
PAAmM-CSym foi considerado mais resistente & compressdo manual. Além disso, o
criogel foi capaz de suportar vazdes de até 6,0 mL min™ (velocidade superficial de 458
cm ht) em cromatografo de baixa pressao.

Figura 20 - Criogel monolitico de poliacrilamida e quitosana de baixa massa molecular
(PAAM-CSLm)

Fonte: Autor (2021)

Em seguida, criogéis com diferentes quantidades de GA (10, 20 ou 40 pL) em
suas composicdes foram sintetizados. Os trés tipos de criogéis obtidos foram
caracterizados como homogéneos, permeaveis, esponjosos e amarelados (Figura 21).
Esses aspectos foram também observados para os criogéis sintetizados por Yavaser &
Karagozler (2020) e Jain et al. (2015), os quais também continham cadeias de quitosana
reticuladas com GA. Esse resultado indica que o tipo de solucdo de quitosana
empregado tem influéncia nas caracteristicas finais do criogel, visto que todos os
criogéis de PAAM-CS-GA mostraram-se inadequados para uso como fase estacionaria

em cromatografia.
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Figura 21 - Criogel monolitico de: a) PAAM-CS.m-GA(10); b) PAAM-CS .m-GA(20);
e ¢) PAAM-CS m-GA(40)

Fonte: Autor (2021)

Diferencas macroscépicas ndo foram observadas entre os criogéis preparados
com 10 e 20 uL de GA (Figura 21a e 21b), sendo estes resistentes a compressdo manual
e capazes de retornar rapidamente a sua forma original na presenca de 4gua. Enquanto
que o criogel sintetizado com 40 uL. de GA (Figura 21c) foi o mais quebradi¢o dentre
eles, fragmentando-se com maior facilidade quando comprimidos manualmente. De
acordo com Jain et al. (2015), criogéis de CS reticulada com GA sdo caracterizados
como frageis. Apesar disso, a presenca de cadeias esponjosas de outros polimeros
(como a PAAmM) é capaz de superar o efeito da instabilidade mecénica e fragilidade
proporcionado pela CS reticulada. Assim, a maior quantidade de GA pode ter
contribuido para a formacdo de um criogel no qual as caracteristicas das cadeias de

quitosana sdo mais evidentes devido a um maior grau de reticulagéo.

Testes de permeabilidade com os criogéis de PAAM-CS m-GA(10) e PAAmM-
CSLm-GA(20) mostraram que, apesar da reticulacdo das cadeias de quitosana, a
estrutura continuou permeével a vazdes de até 6,0 mL min™ em cromatégrafo de baixa

pressdo, assim como o criogel de apenas PAAM-CSpw.

O efeito da presenca de AGE na sintese do criogel foi, entdo, estudado com a
adicédo de 200 ou 300 puL de AGE a mistura reacional. De acordo com a observacgéo dos
criogéis obtidos, ambos foram considerados esponjosos, elasticos, brancos e
homogéneos (Figura 22a e 22b), ndo havendo diferencas macroscopicas entre 0s
criogéis preparados. Apds ensaios de compressdo manual, constatou-se que ambos
suportaram a compressao realizada e foram capazes de retornar rapidamente a sua forma

inicial sem o aparecimento de deformacGes macroscopicas permanentes.
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Figura 22 - Criogel monolitico de: a) PAAM-CS_ m-AGE(200); e b) PAAM-CSyu-
AGE(300)

Fonte: Autor (2021)

A permeabilidade dos criogéis foi testada e os resultados mostraram que 0S
criogéis suportaram vazdes de até 6,0 mL min em cromatdgrafo de baixa pressio,
diferenciando-os dos criogéis de PAAmM-CS-AGE, os quais foram permedveis a vazdes
de até 3,0 mL mint. Conclui-se que o tipo de solucdo de quitosana empregado na
sintese pode influenciar na estrutura do material e em sua permeabilidade quando o

AGE esta presente

Por ultimo, preparou-se criogéis com a adicdo concomitante de GA e AGE. Com
base nos resultados anteriores, manteve-se constante o volume de GA (20 pL) e
utilizou-se volumes de AGE de 200 e 300 uL, e os criogéis foram denominados de
PAAM-CS m-GA(20)-AGE(200) e PAAM-CS m-GA(20)-AGE(300).

A escolha do volume de GA foi relacionada ao fato de que, dentre os criogéis
sintetizados que continham GA, o volume de 40 uL mostrou-se inadequado devido a
indicios de fragilidade e aspecto quebradico. Enquanto que, como ndo foram observadas
diferencas macroscopicas entre os criogéis sintetizados com 10 e 20 pL de GA,
preferiu-se a composi¢ao de 20 pL, visto que ¢ relatado que quantidades maiores de
agentes de reticulacdo da quitosana resultam em um material com poros menores,
consequentemente, o monolito possuiria maior &rea superficial disponivel para a
imobilizacdo de ligantes e adsorcdo de solutos (MARTINEZ-MEJIA et al., 2019;
STEFANOV et al., 2017).

A Figura 23 mostra o0s criogéis sintetizados nessa etapa. Eles foram
caracterizados como homogéneos, brancos, elasticos, esponjosos e permeaveis por

gravidade.
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Figura 23 - Criogel monolitico de: a) PAAM-CSLM-GA(20)-AGE(200); e b) PAAm-
CSLM-GA(20)-AGE(300)

—

a) b)
Fonte: Autor (2021)

Ensaios de permeabilidade em cromatografo de baixa pressao mostraram que 0s
criogéis suportam vazdes de até 6,0 mL min, caracteristica compartilhada com todos
os monolitos sintetizados com a solucdo de quitosana de baixa massa molecular. Além
disso, os criogéis com ambos 0s reagentes foram considerados mecanicamente mais
resistentes que os criogeis sintetizados com apenas AGE. Devido a essas caracteristicas,

eles foram selecionados para etapas posteriores.

4.1.3. Estudo da variacao da composi¢do em criogéis sintetizados com solucéo de
CSiLwms

Com o objetivo de verificar o efeito do pH da solucdo de quitosana durante a
sintese, a solucdo de quitosana de baixa massa molecular foi preparada e o valor de seu
pH foi ajustado para 5 ~ 6. Esse teste foi realizado com base no trabalho de Dragan et
al. (2012), o qual relata que o aumento do pH da solucdo de quitosana impacta
positivamente nas caracteristicas mecanicas, morfologicas e quimicas do criogel de

poliacrilamida e quitosana.

Seguindo o procedimento do tépico 3.2.2, foram sintetizados trés criogéis

distintos utilizando a solugéo de CSpms, 0s quais sdo mostrados pela Figura 24.

Figura 24 - Criogel monolitico de: a) PAAM-CSime; b) PAAM-CSime-GA(20); e
c) PAAM-CS( ve-AGE(200)

Fonte: Autor (2021)
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Os criogéis de composicdes PAAM-CSims € PAAM-CSime-GA(20) foram
caracterizados como homogéneos, rigidos, quebradicos, ndo esponjosos e fragmentaram
quando comprimidos manualmente. O criogel de PAAM-CS.me-AGE(200) foi incapaz
de retornar a sua forma original apds contato com &gua, além de ser flacido e
heterogéneo. Devido as caracteristicas observadas, todas as composi¢cdes foram

consideradas inadequadas para a aplicacdo como fase estacionaria em cromatografia.

As distingdes entre as caracteristicas dos criogéis preparados neste trabalho e por
Dragan et al. (2012) podem estar relacionadas a diferencas em materiais e
procedimentos utilizados durante a sintese, os quais afetam intensamente as
caracteristicas fisicas de criogéis monoliticos, como a concentragdo inicial de
mondmeros e quitosana, temperatura e tempo de congelamento e concentracdo de
iniciador e catalisador (LOZINSKY; ZUBOV; TITOVA, 1997; ERTURK;
MATTIASSON, 2014). Dessa forma, os criogéis sintetizados com a solugdo de
quitosana com um valor de pH entre 5 e 6 ndo foram utilizados em experimentos

posteriores.

4.2. IMOBILIZACAO DO AGENTE QUELANTE IDA E QUANTIFICACAO DE
Cu?" E Ni** QUELATADOS PELOS CRIOGEIS

O IDA foi covalentemente imobilizado a matriz sélida por meio da reacdo entre
sua amina secundaria e 0s grupos epoxi na estrutura do monolito, disponibilizados pelo
AGE, originando um grupo alcool secundario e um grupo amino terciario (Figura 25). A
reacdo de abertura do anel é facilitada sob condi¢des basicas. Especificamente sobre a
reacao com ligantes que possuem grupo amino, € necessario que o valor de pH do meio
esteja entre 9 e 11 (HERMANSON, 2008).

Figura 25 - Reacéo entre os grupos epoxi do AGE e o IDA em meio basico

“OH

: i o :O:g

+OH .0:

Fonte: Autor (2021)
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Os monolitos selecionados por possuirem as melhores caracteristicas visuais
passaram pelo processo de imobilizacdo do agente quelante IDA, conforme o topico
3.2.2.3.

Apo6s a imobilizagéo, os criogéis contendo IDA foram descritos como opacos,
elasticos, homogéneos e esponjosos, sendo facilmente comprimidos e capazes de
retornar rapidamente a sua forma original apds contato com agua. Observou-se que 0
acoplamento do ligante a estrutura dos monolitos ndo impactou em suas caracteristicas

macroscopicas.

Com o intuito de medir a densidade de ligantes imobilizados e a capacidade de
formacdo de ligacOes de coordenacdo com ions metalicos de transicdo (Cu?* e Ni®*),
solucdes de sulfato de Cu?* ou Ni?* foram alimentadas a coluna cromatogréfica, até a
saturacdo do criogel, seguindo o procedimento descrito no tépico 3.2.3 na secdo de

materiais e métodos.

As cadeias de quitosana sdo reportadas na literatura por possuirem sitios de
coordenacdo para ions metélicos devido a presenca de grupos amino e hidroxila, sendo
capazes de adsorver cations de modo eficiente pelo par de elétrons livres presente no
atomo de nitrogénio de seu grupo amino (MONTEIRO; AIROLDI, 1998; WU; TSENG;
JUANG, 2001). Além disso, também é relatada a possibilidade de formacdo de
complexos entre as cadeias laterais da poliacrilamida e ions metalicos (SOWWAN et
al., 2011; DINCER; MUSTAFAEV; BAYULKEN, 1997). Dessa forma, para se
determinar se a estrutura polimérica dos criogéis monoliticos contendo quitosana seria
capaz de adsorver ions metalicos em sitios de interacdo além dos proporcionados pelo
IDA, os criogéis de PAAM-CS e PAAM-CS.m-GA(20) foram utilizados como padrdes.

A Tabela 3 mostra o resultado da quantificacdo de ions Cu?* e Ni?* (umol do ion
metalico/g de criogel seco) eluidos dos criogéis com IDA imobilizado, dos criogéis
controle e a diferenca entre os valores obtidos, a qual indica a quantidade de ions

metalicos que formaram quelatos com o IDA.



86

Tabela 3 - Quantificacdo de fons a) Cu?* e b) Ni?* eluidos de diferentes criogéis
monoliticos de poliacrilamida e quitosana com IDA imobilizado, do respectivo criogel
controle e a diferenca da quantidade de ions Cu?" e Ni?* quelatados pelo IDA, em

termos de massa de criogel seco e volume de criogel imido.

a) Cu?*
Criogel Cu? (umol Cu®*/g de criogel seco) C(l;j“(;lr;nl:)l
Total Controle IDA criogel)
PAAM-CS-AGE(200)-IDA? 285,89 + 13,10|10,10 + 0,06|275,79 = 13,16|15,47 + 0,74
PAAM-CS-AGE(300)-IDA? 340,46 + 9,45 (10,10 + 0,06|330,36 + 9,51 |18,53 + 0,53
PAAM-CS, v-GA(20)-AGE(200)-IDA”  |476,86 + 17,54| 4,20 + 0,63|472,66 + 16,90(27,81 + 0,99
PAAM-CS, u-GA(20)-AGE(300)-IDA”  |526,20 + 6,26 | 4,20 + 0,63|522,00 + 6,89 |30,71 + 0,41
b) Ni?*
o+
Criogel Ni** (umol Ni**/g de criogel seco) ;‘;ﬂ/gﬁ?é
Total Controle IDA criogel)
PAAM-CS-AGE(200)-IDA? 38,50 + 0,18 4,49 + 0,27/ 33,99 + 0,36 | 1,91 + 0,02
PAAM-CS-AGE(300)-IDA? 4468 £ 1901|4,49 + 0,27| 40,17 = 1,78 | 2,25+ 0,10
PAAM-CS, u-GA(20)-AGE(200)-IDA | 35,75 + 0,74 | 2,01 + 0,20/ 33,71 + 0,45 | 1,98 + 0,03
PAAM-CS, u-GA(20)-AGE(300)-IDA” | 43,91 + 1,30 | 2,01 + 0,20| 41,87 + 0,57 | 2,46 + 0,03

Controle: a: Criogel de PAAM-CS; b: Criogel de PAAM-CS-GA(20)

Fonte: Autor (2021)

De acordo com os resultados obtidos, todos os criogéis sem IDA (controle)
interagiram com os ions Cu?* e Ni?* nas condicBes estudadas. A quantidade de ions
metalicos quelatados pelo IDA foi dependente da quantidade de AGE empregada

durante a sintese, da presenca de GA e do tipo de ion metalico utilizado.

O aumento da concentracdo de AGE, de 2 para 3% v/v (aumento de 50% no
volume de AGE), proporcionou um acréscimo de aproximadamente 20% da capacidade
de quelac&o dos ions Cu?* e Ni?*. Como a capacidade de adsorcio de ions metélicos ndo
cresceu na mesma propor¢cdo do aumento do volume de AGE adicionado durante a

sintese, foi preferivel utilizar as composi¢des de criogel com 200 uL de AGE.

Comparando a quantidade de ions metalicos que interagiram com a matriz nos
criogéis padréo, percebe-se que os criogeis com GA interagiram menos com 0s ions
metalicos. Uma provavel causa para esse fato € o bloqueio dos grupos amino da

quitosana quando a reticulacdo com GA ¢ realizada, indisponibilizando o par de elétrons
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livre do nitrogénio para a realizacdo de ligagdes de coordenacdo com os ions Cu?* e
Ni*

Apesar disso, a quantidade de ions metalicos que interagiram com 0S Criogeéis
controle é pequena em comparacdo com a quantidade quelatada pelo IDA.
Possivelmente isso ocorreu devido as cadeias de quitosana estarem parcialmente
protonadas nas condicdes de quelagdo dos ions Cu®* e Ni?*, visto que as solucdes de
sulfato de Cu?* e Ni?* sdo levemente acidas. Ademais, a carga positiva das cadeias de
quitosana protonada também causaria repulsdo dos cations metalicos, diminuindo a
adsorcdo dos mesmos pela matriz sélida (ANTHONSEN; SMIDSR@D, 1995).

Simultaneamente, espera-se que a reticulacdo com GA interfira na estrutura
microscopica do criogel, gerando poros menores €, consequentemente, disponibilizando
uma area superficial maior para a imobilizacdo do IDA, explicando os maiores valores

de ions metéalicos quelatados pelos criogéis sintetizados com GA.

A quantidade de ions metélicos quelatada nos criogéis com IDA também foi
dependente do fon metalico utilizado. E observado que mais ions Cu?* foram quelatados
pela matriz que fons Ni?*. De acordo com Irving & Williams (1953), a estabilidade de
complexos de metais de transicdo bivalentes segue a ordem: Mn < Fe < Co < Ni < Cu >
Zn, a qual € independente da natureza do agente quelante. Dessa forma, pode-se dizer
que as diferencas notadas na Tabela 3 estdo relacionadas a formacdo de complexos
IDA-Cu?* mais estaveis que complexos IDA-Ni%*. As constantes de estabilidade desses
complexos sdo reportadas na literatura e possuem valores iguais a 10,52
(NAKAGAWA; WADA; HAYAKAWA, 1975) e 8,26 (COOMBS; MARGERUM,;
NIGAM, 1970), ambos em escala logaritmica em base 10, para os complexos de IDA-
Cu?* e IDA-Ni?*, respectivamente. Devido & alta estabilidade de complexos de
coordenacio contendo ions Cu?* como atomo central e estequiometria 1:1 de jons Cu?*
e 0 agente quelante IDA, alguns autores determinam indiretamente a densidade de IDA
imobilizado em matrizes solidas por meio da quantificagdo de ions Cu?* adsorvidos
apos a saturacdo da fase estacionéria com solucédo de sulfato de cobre (ARVIDSSON et
al., 2003).

A respeito dos resultados encontrados para a quantificacdo de ions metalicos
quelatados, trabalhos com criogéis monoliticos (ARVIDSSON et al., 2003; DAINIAK
et al., 2005; DAINIAK et al., 2004; CHEEKS et al., 2009; BIBI et al., 2013) com IDA
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covalentemente acoplado a matriz solida obtiveram valores similares aos apresentados

na Tabela 3.

Arvidsson et al. (2003) imobilizaram IDA em criogel de PAAM-AGE para a
utilizacdo como fase estacionaria em IMAC para purificagdo de enzimas e obtiveram o
valor de densidade de ligante de 745 pumol de IDA/g de criogel seco (23,3 pumol de
IDA/mL de criogel). Dainiak et al. (2005) utilizaram um criogel monolitico de PAAmM-
AGE com IDA imobilizado para cromatografia celular, o criogel apresentou densidade
de ligantes de apenas 2 umol de IDA/mL de criogel. Em outro trabalho, Dainiak et al.
(2004) imobilizaram IDA em criogéis de PAAM-AGE em forma de discos, obtendo
uma densidade de ligantes igual a 22 umol de IDA/mL de criogel, os quais foram
utilizados para purificacdo de fragmentos de anticorpos a partir do sobrenadante de
cultura celular de E. coli recombinante. Criogéis produzidos pela copolimerizacdo de
acido metacrilico e glicidil metacrilato foram caracterizados por possuir 770 pmol de
IDA/g de criogel seco ap6s a imobilizagdo do agente quelante por meio de grupos epoxi
disponibilizados pelo glicidil metacrilato (BIBI et al., 2013). Cheeks et al. (2009)
sintetizaram criogel de PAAM-AGE e imobilizaram IDA covalentemente a estrutura do
material, a capacidade de quelagdo encontrada para o fon Cu®* foi de 16,7 umol de
Cu?*/mL de criogel.

De acordo com a literatura consultada, a densidade de ligantes/capacidade de
quelacdo de ions metalicos dos criogéis preparados neste trabalho estd na mesma ordem
de grandeza que os valores obtidos por outros autores para criogéis com aplicacdo em
IMAC, entretanto, os valores obtidos foram menores na maioria das comparacgdes. Essa
distingdo pode ser explicada pela diferenca de concentracdo de monémeros e condicdes
de sintese, as quais podem impactar na estrutura e composicdo do criogel e,
consequentemente, na disponibilidade de grupos ativaveis para a imobilizacdo de

ligantes.

Dessa forma, a composi¢do que se mostrou mais adequada para a utilizagcdo em
ensaios subsequentes foi a do criogel de PAAM-CS m-GA(20)-AGE(200)-IDA, visto
que a adi¢do de maior quantidade de AGE proporcionou resultados similares em termos
de quelacdo de ions metélicos, e os criogéis sem GA em sua composi¢do possuiram
menor capacidade de quelacdo de ions metélicos e menor permeabilidade. O criogel
selecionado foi denominado de PAAmM-CS-GA-AGE-IDA e o0s criogéis controle

utilizados em experimentos futuros foram chamados de PAAM-CS e PAAM-CS-GA.
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4.3. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

A estrutura macroporosa e interconectada, a qual é caracteristica para criogéis
monoliticos foi observada por analise de MEV e apresentados nas Figuras 26, 27 e 28,
para o0s criogéis de PAAmM-CS, PAAmM-CS-GA e PAAmM-CS-GA-AGE-IDA,

respectivamente.

Os criogeis de PAAmM-CS (Figura 26) apresentaram macroporos interconectados
e heterogéneos, o tamanho dos poros foi medido e variaram de 15 a 150 um. Estruturas
com essas mesmas caracteristicas também foram observadas para os criogéis de PAAm-
CS-GA (Figura 27) e PAAM-CS-GA-AGE-IDA (Figura 28). Entretanto, o tamanho dos
poros para esses criogéis foi menor, variando de 10 a 100 um. Esse resultado pode ser
explicado pela presenca do agente de reticulagdo GA, o qual é reportado por ser capaz
de reduzir o tamanho dos poros de hidrogéis contendo quitosana (MARTINEZ-MEJIA
etal., 2019).
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Figura 26 - Imagens obtidas por MEV do criogel PAAmM-CS. Superficie do criogel de
PAAmM-CS ampliada: a) 250 vezes; b) 1000 vezes; Secdo transversal do criogel de
PAAmM-CS ampliada: ¢) 250 vezes; d) 1000 vezes; Secdo longitudinal do criogel de
PAAM-CS ampliada: e) 250 vezes; f) 1000 vezes
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Figura 27 - Imagens obtidas por MEV do criogel PAAM-CS-GA. Superficie do criogel
de PAAmM-CS-GA ampliada: a) 250 vezes; b) 1000 vezes; Sec¢éo transversal do criogel
de PAAmM-CS-GA ampliada: c¢) 250 vezes; d) 1000 vezes; Sec¢do longitudinal do criogel
de PAAM-CS-GA ampada: 250 vezes; f) 1000 veze
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Figura 28 - Imagens obtidas por MEV do criogel PAAM-CS-GA-AGE-IDA.
Superficie do criogel de PAAM-CS-GA-AGE-IDA ampliada: a) 250 vezes; b) 1000
vezes; Secdo transversal do criogel de PAAM-CS-GA-AGE-IDA ampliada: ¢) 250
vezes; d) 1000 vezes; Secdo longitudinal do criogel de PAAmM-CS-GA-AGE-IDA
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O tamanho dos poros dos criogéis preparados sdo comparaveis aos resultados da
literatura para criogéis constituidos de poliacrilamida e quitosana por diversos autores:
Jain & Kumar (2009) obtiveram criogéis com poros que variam de 1 a 100 pm; Dragan
et al. (2012) reportaram criogéis de poliacrilamida e quitosana com poros de tamanho
médio de 67 + 3 um e, quando reticulado com ECH, o tamanho médio dos poros

diminuiu para 34 + 5 um. Além disso, os autores analisaram como a massa molecular da
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quitosana influencia na espessura das paredes do criogel, indicando que a espessura
aumenta com a massa molecular. Yavaser & Karagozler (2020) prepararam criogeéis
com diametros de poro variando de 200 a 300 pum, os quais foram maiores que o

medidos para os criogeis sintetizados neste trabalho.

As diferencas observadas entre os materiais pode ser explicada pelas diferentes
concentracdes de mondmeros e agentes de reticulacdo empregados, além das condicdes
de polimerizacdo, como a temperatura e taxa de resfriamento, as quais afetam
diretamente a cristalizacdo e o tamanho dos cristais de solvente (LOZINSKY, 2002;
LOZINSKY, 2008).

Observa-se que, visando a aplicacdo do suporte sélido em IMAC, poros grandes
sdo vantajosos devido a diminuicdo de efeitos difusivos e facilidade de acessibilidade
das biomoléculas aos ligantes imobilizados nos poros do criogel. A anélise por MEV
mostrou que o uso do GA e do IDA ndo obstruiu os poros ou alterou intensamente a
estrutura do monolito, sendo possivel 0 emprego desses reagentes para a sintese de

criogéis que visam a aplicacdo em ensaios cromatograficos.

4.4. CARACTERIZACOES FiSICAS

Os criogéis de PAAmM-CS, PAAM-CS-GA e PAAM-CS-GA-AGE-IDA foram
avaliados quanto a aspectos fisicos. Primeiramente, foi determinada a capacidade de

intumescimento de cada um deles por meio da Eq. 3.2.

Os resultados sdo apresentados na Tabela 4 em conjunto com valores de
absor¢do de agua para os criog€is de poliacrilamida e quitosana descritos por Yavaser &
Karagozler (2020) e Jain & Kumar (2009), e criogéis de poliacrilamida e alginato
reportados por Marcuz et al. (2021) e Fioravante (2021). A capacidade de
intumescimento obtida para criogel de PAAmM-CS foi igual a 20,08 + 0,90 g de H>O/g de
criogel seco e a maior dentre os criogéis sintetizados neste trabalho, o valor pode ser
explicado pela falta de agentes de reticulagéo ou funcionalizacdo e pelos poros maiores
visualizados na analise por MEV. O criogel de PAAmM-CS-GA apresentou menor
capacidade de intumescimento, sendo igual a 14,31 + 0,95 g de H>O/g de criogel seco,
esse valor pode estar relacionado a presenga do GA na estrutura do material, o qual

reticula covalentemente as estruturas de quitosana pelos grupos amino. O criogel de
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PAAM-CS-GA-AGE-IDA possuiu capacidade de intumescimento de 18,07 + 0,15 g de
H-.O/g de criogel seco. Carvalho et al. (2014) relataram que a capacidade de
intumescimento diminui com o aumento da quantidade de grupos epdxi na estrutura do
criogel. Além disso, a presenca do AGE em criogéis de poliacrilamida promove
aumento da resisténcia do material, entretanto, a capacidade de intumescimento do
material tende a diminuir (ARVIDSSON et al., 2003). Simultaneamente, &cidos
carboxilicos, disponibilizados pelo IDA, possuem alta hidrofilicidade e podem ser
responsaveis pela capacidade de intumescimento intermediaria obtida (DRAGAN et al.,
2012).

Tabela 4 - Capacidade de intumescimento de criogéis de poliacrilamida e quitosana ou

poliacrilamida e alginato derivatizados.

Capacidade de

Criogel intumescimento Referéncia
(gH,0/g criogel seco)

PAAM-CS 20,08 + 0,90 Este trabalho
PAAM-CS-GA 14,31 £0,95 Este trabalho
PAAM-CS-GA-AGE-IDA 18,07 £ 0,15 Este trabalho
PAAM-CS-GA 10,3+ 1,35 Yavaser & Karagozler (2020)
PAAM-CS 19,08 Jain & Kumar (2009)
PAAM-Alg’-AGE-IDA 16,89 £ 0,87 Fioravante (2021)
pAAm-A|g-AGE-p-Tyrb 14,29 £ 0,06 Marcuz et al . (2021)

a: Alginato; b: Orto-fosfo-tirosina
Fonte: Autor (2021)

Neste trabalho, a capacidade de intumescimento é da mesma ordem de grandeza
que criogéis reportados na literatura. As diferencas podem estar relacionadas a natureza
e concentracdo de reagentes, razdo entre monémeros, presenca de agentes de reticulagdo
e temperatura de congelamento (PLIEVA et al., 2004; PLIEVA et al., 2006).

A porosidade dos criogéis foi estimada por meio do uso da Eg. 3.3. Os valores
obtidos foram de (73,0 + 0,4)%, (71,0 + 1,1)% e (71,6 + 2,9)% para os criogéis de
PAAM-CS, PAAM-CS-GA e PAAM-CS-GA-AGE-IDA, respectivamente. Os valores
obtidos sdo proximos a valores da literatura: Jain & Kumar (2009) reportaram a sintese
de criogel de PAAmM-CS com porosidade de aproximada de 89%. Marcuz et al. (2021)
sintetizaram criogéis de PAAmM-Alg-AGE-P-Tyr e PAAmM-AIg-ECH-P-Tyr com

porosidades aproximadas de 82,7 e 88,5%, respectivamente. Carvalho et al. (2014)
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prepararam criogéis de PAAm com diferentes razdes entre AAm e MBAmM e estimaram
porosidades de 71,2 a 88,3% para os monolitos. Mourdo et al. (2019) apresentaram
criogéis de PAAm-Alg com porosidade de 77%. De acordo com a literatura, os valores
estimados neste trabalho sdo caracteristicos para 0s criogéis monoliticos com
porosidade mediana, proporcionando fluxo desimpedido para liquidos viscosos em

ensaios cromatogréaficos para a purificagdo e separacdo de biomoléculas.

A capacidade do criogel de se ligar a &gua presente no ar foi quantificada para os
criogéis de PAAmM-CS, PAAmM-CS-GA e PAAmM-CS-GA-AGE-IDA, e os valores
calculados foram de 18,2 + 0,9 mg H>O/ g criogel seco, 10,6 + 0,8 mg H20/ g criogel
seco e 10,4 + 0,6 mg H2O/ g criogel seco. Por meio dos resultados de molhabilidade, foi
possivel determinar as composi¢cdes massicas dos criogéis umidos, as quais estdo

apresentadas pela Figura 29.
Figura 29 - Composicdo massica do criogel tmido de PAAmM-CS, PAAM-CS-GA e
PAAM-CS-GA-AGE-IDA, em percentagem

m Polimero seco @ Agua ligada ao polimero
O Agua nos poros menores m Agua removida por compressio

PAAmM-CS PAAmM-CS-GA PAAmM-CS-GA-AGE-IDA

Fonte: Autor (2021)

Os valores obtidos para 0s trés criogéis sdo comparaveis aos que sdo descritos na
literatura por Plieva et al. (2004); Mourdo et al. (2019) e Marcuz et al. (2021) para
criogéis de PAAm, PAAmM-Alg e PAAmM-AIg-AGE. Plieva et al. (2004) reportaram que
88%, 6 — 7% e 5 — 6% da massa do criogel imido de PAAM-AGE correspondem a agua
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em poros maiores, a agua nos poros menores e a agua ligada ao polimero,
respectivamente. Marcuz (2019) obteve criogéis de PAAmM-Alg-AGE, no qual 69% da
massa representava dgua removida por compressdo, 18% da massa correspondia a dgua
nos poros menores, 7% da massa € a de adgua ligada ao polimero e 6% da massa total é
atribuida ao material seco. Enquanto que Fioravante (2021) sintetizou criogel de
PAAmM-AIg-AGE-IDA e determinou que, quando Umido, 67% da massa do monolito €
agua removida por compressdo, 18% é a 4gua em poros menores, 9% da massa é a dgua

ligada ao polimero e 6% €é a massa de polimero seco.

4.4.1. Rendimento de monémeros em criogel de PAAM-CS-GA-AGE

Criogéis recem-preparados de PAAmM-CS-GA-AGE foram secos e pesados para
a determinacdo do rendimento em relacdo aos monémeros utilizados durante a sintese
por meio da Eg. 3.7. Considerando a massa de CS, AAm, MBAm, GA e AGE utilizados
durante a sintese deveriam ser obtidos 0,844 g de criogel seco, caso o rendimento fosse
de 100%. Entretanto, o rendimento de mondmeros calculado foi de 58,06%, esse
resultado pode ser explicado pelos reagentes e mondémeros ndo terem sido totalmente
incorporados a estrutura do monolito. No caso do AGE, a dgua de lavagem dos criogéis
recém-sintetizados apresentava cheiro caracteristico deste reagente, indicando a sua

introducdo parcial a estrutura dos criogéis

Dinu et al. (2018) reportam que criogéis compostos por 15% m/m de AAm e 2%
m/m de CS possuiram maior rendimento de mondmeros, chegando proximo a 90%.
Dragan et al. (2012) chegaram em 95% de rendimento em criogéis de PAAmM e
discutem que razdes maiores entre MBAmM e AAm causam diminuicdo no rendimento
de mondmeros. Além disso, o trabalho relata diminuicdo no rendimento monomérico
quando a CS também ¢ adicionada a mistura reacional e, com isso, 0s autores realizaram
a titulacdo da agua de lavagem com polieletrélitos para a determinacdo da quantidade de
CS néo fixada ao criogel, indicando que diminuic¢Bes de rendimento também podem ser

ocasionadas devido a CS removida durante a etapa de lavagem.
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4.4.2. Degradacéo in vitro de criogel de PAAM-CS-GA-AGE-IDA

As caracteristicas relacionadas a degradacédo do criogel de PAAM-CS-GA-AGE-
IDA foram determinadas conforme o procedimento descrito em 3.2.8.5 na secdo de
materiais e métodos. Com o objetivo de verificar se o criogel se degradaria em
condicOes de armazenamento, a sua massa foi pesada semanalmente. Os resultados séo

apresentados pela Figura 30.

Figura 30 - Estudo da degradacdo in vitro do criogel de PAAM-CS-GA-AGE-IDA em
PBS a temperatura ambiente
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Fonte: Autor (2021)
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De acordo com o grafico da Figura 30, a massa das amostras de criogéis
continuou estavel durante as 6 semanas analisadas. Ademais, ndo foram observadas
fragmentacgdes ou desprendimentos de pedacos do criogel nos tubos Eppendorf com as
amostras. Possivelmente, a baixa degradabilidade do material é explicada pela
reticulacdo das redes poliméricas de PAAm e CS, gerando cadeias interpenetrantes que

se mantém conectadas entre si.

Guven et al. (2020) e Kathuria et al. (2008) reportaram que criogéis com grupos
facilmente hidrolisaveis sdo os mais propensos a serem degradados. Além disso, 0s
autores observaram que a taxa de degradacdo diminui com a diminuicdo de grupos
hidrolisaveis disponiveis em criogeis de CS e gelatina e em criogéis de poli(amido
aminas). Apesar dos criogeéis sintetizados previamente serem empregados em cultivo de
células, a producdo de monolitos estaveis em condi¢Ges ambientes e em solucdo aquosa
tambeém é vantajoso para aplicacdes cromatograficas, as quais necessitam de materiais
com alta estabilidade quimica e mecéanica para o0 uso em varios ciclos de adsorcdo de
dessorcdo (BAKHSHPOUR et al., 2019).
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4.4.3. Determinacdo do ponto de carga zero do criogel

Com o objetivo de se determinar a densidade superficial de cargas no criogel em
funcdo do pH, foi realizado o procedimento descrito no topico 3.2.8.7. O método é
baseado nas reagdes acido-base que ocorrem entre os grupos funcionais na superficie do
material e os ions OH e H3O" em solucdo. As curvas de titulacdo obtidas para os
criogéis de PAAM-CS-GA-AGE-IDA, PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Cu?* e PAAM-CS-
GA-AGE-IDA-Ni?* estdo expostas nas Figuras 31a, 31b e 31c, respectivamente. Os

pontos de carga zero estdo na Tabela 5.

Figura 31 - Curvas de titulacdo dos criogéis: a) PAAM-CS-GA-AGE-IDA; b) PAAm-
CS-GA-AGE-IDA-Cu?*; e ¢) PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Ni?*
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Fonte: Autor (2021)

Tabela 5 - Valores de ponto de carga zero dos criogéis de PAAM-CS-GA-AGE-IDA,
PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Cu?* e PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Ni?

Criogel Ponto de carga nula
PAAM-CS-GA-AGE-IDA 6,58
PAAM-CS-GA-AGE-IDA-CU** 6,22
PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Ni** 6,35

Fonte: Autor (2021)
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De acordo com os resultados obtidos, o ponto no qual a densidade de cargas €
nula para os criogéis foi alterado na presenca dos fons metalicos Cu?* e Ni%*. Apesar
disso, todos os trés monolitos encontram-se negativamente carregados em pH neutro.
Os valores obtidos podem estar relacionados a presenca de grupos amino e acido

carboxilico, gerando um material anfotérico.

Dragan et al. (2017) determinaram o ponto de carga zero para criogeis de CS e
poli(vinil amina) com e sem Cr®" imobilizado e chegaram no resultado de 5,5 e 4,9,
respectivamente, sendo esses valores menores que o0s determinados para os criogéis de
PAAM-CS-GA-AGE-IDA. Akilbekova et al. (2018) obtiveram criogéis de CS e
dialdeido dextrana (DDA) com ponto de carga nula proximo a neutralidade. Os autores
discutem que a concentracdo de quitosana no criogel influencia diretamente no ponto

isoelétrico do material.

4.5. ENSAIOS CROMATOGRAFICOS COM hlgG PRE-PURIFICADA

Com a finalidade de avaliar a capacidade de adsorcdo de hlgG pré-purificada
(Sigma-Aldrich) no criogel de PAAmM-CS-GA (controle) e no criogel de PAAmM-CS-
GA-AGE-IDA com e sem ions metélicos imobilizados, experimentos cromatogréaficos
em diferentes condi¢cdes tamponantes foram realizados conforme o topico 3.2.4 da secéo
de materiais e métodos. Os balancos de massa da adsor¢do da hlgG encontram-se no
Apéndice A.

4.5.1. Adsorcéo de hlgG em criogel de PAAM-CS-GA

A adsor¢do de hlgG no criogel controle foi avaliada em quatro condigdes
tamponantes: MOPS, fosfato de sodio (NaP) e Tris-HCl a pH 7,0, e MES a pH 5,5. O
uso desses tampdes é comum em cromatografia de afinidade para a purificagdo de hlgG
(VANCAN; MIRANDA; BUENO, 2002; PAVAN et al., 2017; MARCUZ et al., 2021).
A molaridade das solucdes tampao foi mantida em 25 mmol L, sendo possivel avaliar

o efeito da natureza do tampdo e do pH na adsorcéao de higG pelo monolito.

A Tabela 6 mostra as quantidades de hlgG adsorvidas pelo criogel de PAAmM-
CS-GA nos sistemas tamponantes indicados. A proteina foi eluida com o respectivo
tampao de adsorcdo acrescido de 1,0 mol L de NaCl.
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Tabela 6 — hlgG pré-purificada adsorvida em criogel de PAAM-CS-GA nos tampdes
MOPS, NaP e Tris-HCI a pH 7,0 e tampdo MES a pH 5,5. Volume do leito: 3,0 mL.

Injecdo: aproximadamente 2 mg de hlgG em 1,0 mL do tampéo de adsorcéo.

Tampdo  pH hlgG adsorvida mg hlgG/g de

Massa (mg) oo criogel seco
MOPS 70 0,08 £0,00 4,18 0,45
NaP 70 0,02 +£0,00 0,88 0,11
Tris-HClI 7,0 0,01 + 0,00 0,43 0,06
MES 55 0,12 £ 0,01 5,60 0,68

a: massa de hlgG adsorvida dividida pela massa de hlgG alimentada x 100

Fonte: Autor (2021)

A matriz adsorveu, no maximo, 0,12 mg de hlgG quando o tampdo MES a pH
5,5 foi utilizado, seguido de 0,08 mg adsorvidos ao utilizar MOPS a pH 7,0. Enquanto
que 0,01 e 0,02 mg de hlgG foram adsorvidos quando o tampdo empregado foi Tris-
HCI e NaP, respectivamente. Especificamente sobre a condicdo avaliada com o tampéo
MES a pH 5,5, a CS encontra-se majoritariamente protonada em seus grupos amino,
sendo uma possivel explicacdo para a maior quantidade de hlgG adsorvida dentre as
condicdes estudadas. Além disso, percebe-se que os tampdes com carga liquida neutra
proporcionaram maior adsorcdo de hlgG no criogel, provavelmente devido a natureza
fisica das interacdes entre hlgG e a matriz sélida, pois os grupos funcionais presentes no
criogel e nos residuos de aminodacidos da hlgG ndo estdo solvatados pelas moléculas do

tampdo, possibilitando maior aproximacdo e interacao.

Observa-se, porém, que a percentagem de hlgG adsorvida foi pequena para
todos os tampdes, indicando que adsorcbes ndo especificas pela matriz de PAAmM-CS-
GA sdo despreziveis nas condicbes estudadas, o que é desejavel para ensaios

cromatograficos.

4.5.2. Adsorcéo de hlgG em criogel de PAAM-CS-GA-AGE-IDA

A capacidade do criogel com o ligante IDA imobilizado (livre de ion metalico)
foi avaliada, sendo esperado que a fase estacionaria se comporte como trocador de

cations em condicfes proximas ao pH neutro, visto que as constantes de dissociagdo dos
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prétons dos grupos carboxilicos do IDA possuem valores de 1,73 e 2,73 em IDA
imobilizado covalentemente em matrizes sélidas (LUO et al., 2001; BRESOLIN;
BRESOLIN; BUENO, 2020).

A Tabela 7 apresenta as quantidades de hlgG adsorvida em criogel de PAAm-
CS-GA-AGE-IDA em diferentes tampdes e valores de pH. A proteina foi eluida com o

respectivo tampao de adsorcao acrescido de 1,0 mol L de NaCl.

Tabela 7 - hlgG pré-purificada adsorvida em criogel de PAAM-CS-GA-AGE-IDA nos
tampdes MOPS, NaP e Tris-HCl a pH 7,0, tamp&o MOPS a pH 6,5 e tamp&o MES a pH
5,5. Volume do leito: 3,0 mL. Injecdo: aproximadamente 2 mg de hlgG em 1,0 mL do
tampé&o de adsorcéo.

hlgG adsorvida mg hlgG/g de

Tampao  pH Massa (mg) o4 criogel seco
MOPS 70 1,37 £0,01 61,53 7,76
NaP 70 0,26 £ 0,03 10,05 1,47
Tris-HCI 7,0 0,87 + 0,02 47,79 4,93
MOPS 65 256 £0,25 92,08 14,50
MES 55 1,90 + 0,07 103,48 10,76

a: massa de hlgG adsorvida dividida pela massa de hlgG alimentada x 100
Fonte: Autor (2021)

De acordo com os resultados apresentados, moléculas de IDA imobilizadas na
estrutura do criogel possibilitaram a adsorcdo de hlgG pela matriz em todas as

condicdes estudadas.

A pH 7,0, o criogel de PAAM-CS-GA-AGE-IDA encontra-se negativamente
carregado. A hlgG utilizada nos experimentos é policlonal e possui uma faixa ampla de
ponto isoelétrico (pl) (PRIN et al., 1995). Distintos pls podem justificar a adsorcao
intermediaria de 61,53 e 47,49% da hlgG alimentada no monolito quando os tampdes
MOPS e Tris-HCI foram utilizados, respectivamente, visto que parte das moléculas de
hlgG estdo negativamente carregadas, sendo repelidas pela matriz. Enquanto que apenas
10,05% da hlgG foi adsorvida pelo monolito quando o tamp&o NaP (negativamente
carregado) foi empregado, possivelmente indicando a solvatagcdo das moléculas de hlgG
positivamente carregadas e, consequentemente, reduzindo a sua aproximacao aos

grupos carboxilicos desprontonados do IDA.

Em tampdo MOPS a pH 6,5 e em MES a pH 5,5, 92,08 e 103,48% da higG foi

adsorvida, respectivamente, sendo esses valores maiores que os obtidos a pH 7,0. Isso
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pode ser explicado pelos tampdes serem zwitteridnicos, pelos diferentes pls da hlgG e
pela carga superficial total do monolito nas condigdes de pH avaliadas, as quais
favoreceram a adsor¢do desta proteina.

Matrizes sélidas com IDA imobilizado foram estudadas em cromatografia de
troca idnica por diversos autores: El Rassi & Horvath (1986) avaliaram o potencial do
IDA covalentemente imobilizado em silica em reter aminoacidos e proteinas em
diferentes valores de pH e chegaram em resultados comparaveis a suportes com ions
metalicos quelatados pelo IDA. Luo et al. (2001) sintetizaram monolitos macroporosos
de poli(glicidil metacrilato-co-etileno dimetacrilato) com IDA e observaram que a
separacgdo e retencdo de proteinas pela matriz € dependente dos pls e do pH do meio.
Bresolin, Bresolin & Bueno (2020) utilizaram membranas de poli(etileno vinil alcool)
com IDA imobilizado para a avaliacdo da adsorcdo de anticorpos monoclonais e
obtiveram valor de pureza de 94,2%. Fan et al. (2021) produziram membranas de
poli(tereflato de butileno) (PBT) modificadas com poli(glicidil metacrilato) e IDA com
0 intuito de estudar a adsor¢do de hlgG, os autores reportaram valores altos de pureza e
capacidade dinamica de adsorcdo para este material, 0os quais eram dependentes da

densidade superficial de grupos acido carboxilico.

4.5.3. Adsorcdo de hlgG em criogel de PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Me?*
4.5.3.1. PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Cu?*

Para a analise de adsorcdo de hlgG no criogel com ions metalicos imobilizados,
solucdo de sulfato de cobre foi percolada no criogel até a saturacdo para a formacéo de

complexos de coordenacio IDA-Cu?*.

Conforme o topico 3.2.4.2, foram testados os tampdes de adsorcdo MOPS, NaP
e Tris-HCl a pH 7,0, e MOPS a pH 6,5 acrescidos ou ndo de NaCl (100 mmol L) e/ou
imidazol (2 mmol L). O tampéo de eluigdo consistiu de acetato de sddio a pH 4,0 ou
do respectivo tampdo de adsorcéo acrescido de imidazol (100 mmol L). A regeneragio

foi feita com solucdo de EDTA a pH 7,0.

A Figura 32 mostra as quantidades de hlgG (%) obtidas em cada etapa

cromatografica nas condigdes testadas com tampdo MOPS a pH 7,0.
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Figura 32 — Quantidade de hlgG (%) obtida nas etapas cromatograficas em coluna de
PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Cu?*. Inje¢do: aproximadamente 2 mg de higG em 1,0 mL
de tampao de adsor¢ao. Volume do leito: 3,0 mL. Legenda: Lavagem: e; Eluicdo: o;
Regeneracdo: e. Tampdo: 1 — Adsorcdo: MOPS pH 7,0; Eluicdo: acetato de sodio pH
4,0; 2 - Adsorcao: MOPS pH 7,0 + NaCl; Eluicdo: acetato de sodio pH 4,0 + NaCl; 3 -
Adsorgdo: MOPS pH 7,0 + imidazol; Eluicdo: MOPS pH 7,0 + imidazol (100 mmol L"
1; 4 — Adsorcdo: MOPS pH 7,0 + imidazol + NaCl; Eluicio: MOPS pH 7,0 + imidazol
(100 mmol L?) + NaCl; 5 - Adsorgdo: MOPS pH 7,0 + NaCl; Eluicdo: MOPS pH 7,0 +
imidazol (100 mmol L) + NaCl.
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Fonte: Autor (2021)

Na condicdo 1, percebe-se que cerca de 90% da hlgG é removida da coluna
apenas na etapa de regeneracdo com EDTA em conjunto com os jons Cu?*, indicando
que a diminuicdo de pH com o tampdo acetato néo foi suficiente para que a hlgG fosse
dessorvida da matriz. Com o intuito de reduzir as interag@es i0nicas entre a matriz e a
hlgG, NaCl foi adicionado nas etapas cromatograficas da condicdo 2 (PRASANNA,;
VIJAYALAKSHMI, 2010). Os resultados mostraram que mais hlgG foi removida
durante a etapa de lavagem em comparacdo com os resultados da condicdo 1.
Entretanto, em torno de 90% da hlgG continuou sendo coletada apenas na etapa de

regeneracdo com EDTA mesmo em condi¢es com maior forga ibnica.

O agente competitivo imidazol foi utilizado para a eluicdo de hlgG na condicao
3. O imidazol livre é capaz de interagir com os sitios de ligacdo dos ions metalicos
quelatados, removendo as proteinas adsorvidas e promovendo a eluicdo. Isso foi
corroborado com o resultado da condigdo 3, no qual 61,66% da hlgG foi eluida da

coluna, e apenas 22,72% foram dessorvidas na etapa de regeneragdo com EDTA. O
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ensaio da condicdo 4 foi realizado para verificar o efeito combinado da presenca de
NaCl e imidazol no tamp&o de adsorcdo. Foi observada uma possivel intensificagdo dos
efeitos de blogqueio de interacGes eletrostaticas e de competicdo por sitios de interagdo

do Cu?*, visto que 75,57% da hlgG nio foi adsorvida no monolito.

Na condigéo 5, 91,16% da hlgG foi removida da coluna na etapa de eluicdo com
NaCl e imidazol, mostrando-se a mais promissora. O imidazol ndo foi adicionado ao

tampé&o de adsorcéo nesta etapa devido aos resultados observados na condicéo 4.

Com base nos resultados obtidos anteriormente, ensaios com o tampao MOPS a

pH 6,5 foram realizados. Os resultados séo apresentados pela Figura 33.

Figura 33 - Quantidade de hlgG (%) obtida nas etapas cromatograficas em coluna de
PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Cu?*. Injecéo: aproximadamente 2 mg de hlgG em 1,0 mL
de tampao de adsor¢do. Volume do leito: 3,0 mL. Legenda: Lavagem: e; Eluigdo: o;
Regeneracdo: e. Tampdo: 1 — Adsorcdo: MOPS pH 6,5; Eluicdo: acetato de sodio pH
4,0; 2 - Adsor¢cdo: MOPS pH 6,5 + imidazol; Eluicdo: MOPS pH 6,5 + imidazol
(100 mmol LY.
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Na condigéo 1, 4,89 e 93,91% da hlgG foram removidas da coluna nas etapas de
eluicdo e regeneracao, respectivamente, indicando que a diminui¢do do pH com tampéo
acetato de sodio continuou ineficiente para dessor¢do de hlgG. Enquanto que na
condicdo 2, a qual utiliza imidazol para a eluicdo da proteina, 85,71% da hlgG foi
eluida, sendo este valor maior que a percentagem eluida nas mesmas condigdes, porém
a pH 7,0. De acordo com Prasanna & Vijayalakshmi (2010), o valor de pH do sistema

tamponante influencia em diversas propriedades, como na nucleofilicidade dos
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componentes do tampéo, na capacidade de doar/receber elétrons das proteinas e na
estabilidade dos complexos metalicos. Conclui-se que a combinagdo desses fatores é
responsavel pelos resultados obtidos.

Para os tampdes NaP e Tris-HCI, os quais sdo negativamente e positivamente
carregados a pH 7,0, respectivamente, as Figuras 34a e 34b expdem os resultados de
adsorcdo de hlgG no criogel de PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Cu?* nesses dois sistemas

tamponantes.

Figura 34 - Quantidade de hlgG (%) obtida nas etapas cromatogréficas em coluna de
PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Cu?* em tamp3o: a) NaP e b) Tris-HCI a pH 7,0. Injecio:
aproximadamente 2 mg de hlgG em 1,0 mL de tampé&o de adsorg¢do. VVolume do leito:
3,0 mL. Legenda: Lavagem: e; Eluigdo: o; Regeneragdo: e. Tampdo: 1 — Adsorcéo:
NaP ou Tris-HCI pH 7,0; Eluicdo: acetato de sodio pH 4,0; 2 - Adsorcdo: NaP ou Tris-
HCI pH 7,0 + imidazol; Eluicdo: NaP ou Tris-HCI pH 7,0 + imidazol (100 mmol L?);
3 - Adsorcéo: NaP ou Tris-HCI pH 7,0 + imidazol + NaCl; Eluigdo: NaP ou Tris-HCI
pH 7,0 + imidazol (100 mmol L) + NaCl.
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Fonte: Autor (2021)

Para ambos os tampdes, a condi¢do de eluicdo com tampdo acetato de sédio a
pH 4,0 (condicdo 1) foi capaz de remover apenas 2,98 e 3,49% da hlgG alimentada na
coluna nos tampBes NaP e Tris-HCI a pH 7,0 na etapa de eluicdo, respectivamente
sendo a maior parte dessorvida apenas na etapa de regeneracao. Esse resultado também
foi observado para os tampdes MOPS a pH 7,0 e 6,5, indicando que independentemente
do pH e da natureza do tampao, o abaixamento do pH com tampéo acetato de s6dio ndo
é suficiente para eluir a hlgG adsorvida pelos complexos IDA-Cu?*. A condigéo 2, a
qual avalia o acréscimo de imidazol para a eluicdo da hlgG, mostrou que maior parte

das proteinas foi removida da coluna na etapa de eluicéo.
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Observou-se que para o NaP, as quantidades de hlgG lavadas e eluidas foram
proximas (40, 91 e 48,61%, respectivamente), enquanto que para o tampéao Tris-HClI,
84,18% da hlgG foram removidas na etapa de elui¢do. Para a dltima condigdo, NaCl e
imidazol foram adicionados simultaneamente aos tampdes, foi observado que houve um
aumento da quantidade hlgG ndo adsorvida pela coluna para ambos os sistemas
tamponantes e, especificamente sobre o resultado com NaP, 78,27% da hlgG foi lavada,

diferenciando do resultado do Tris-HCI, de apenas 25,80%.

As distincBes observadas entre os sistemas com NaP e Tris-HCI podem ser
explicadas pelas cargas negativas e positivas das respectivas moléculas de cada tampéo
e pela natureza policlonal da hlgG pré-purificada utilizada nos experimentos, ocorrendo
solvatacdo das proteinas e dos complexos IDA-Cu?*. Além disso, ambos os tampdes
podem interagir com os sitios de ligacdo do quelato metalico, competindo fracamente

com os residuos de histidina expostos nas moléculas de hlgG (BRESOLIN et al., 2009).

A adsorc&o de proteinas em criogéis contendo complexos IDA-Cu?* foi estudada
por diversos autores. Kumar et al. (2006) prepararam um criogel de PAAM-AGE-IDA-
Cu?* para a purificagdo da enzima uroquinase a partir do sobrenadante de cultura celular
por IMAC. Utilizando criogéis contendo os mesmos componentes, Carvalho et al.
(2014) sintetizaram criogéis monoliticos de PAAmM-AGE-IDA-Cu?* para a captura de
lactoferrina, a qual possui 2 residuos de histidina expostos em sua superficie, por
IMAC. Evli et al. (2018) produziram criogéis de PAAm, glicidil metacrilato (GMA)
com IDA imobilizado para a adsorcdo reversivel de amiloglicosidade em técnicas de
IMAC, utilizando o Cu?* como o jon quelatado. Fioravante (2021) preparou monolitos
de PAAM-Alg-AGE-IDA-Cu?* para purificar imunoglobulina bovina (blgG) a partir do

soro bovino por ensaios cromatogréaficos.

4.5.3.2. PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Ni?*

O monolito de PAAM-CS-GA-AGE-IDA foi saturado com solucdo de sulfato de
niquel para a anélise de adsorcdo de hlgG no criogel de PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Ni?
em diferentes sistemas tamponantes e condi¢cdes de eluicdo, em condigdes similares as
descritas no tépico 4.5.3.1. Devido a menor estabilidade reportada na literatura do
complexo IDA-Ni?* em comparagdo com o complexo IDA-Cu?* (PORATH, 1988), o

desprendimento de Ni?* quelatado no criogel foi monitorado durante as etapas
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cromatograficas por espectrofotometria a 384 nm e a lixiviacdo do ion metalico nao foi
observada. A Figura 35 retrata os resultados obtidos para o monolito com Ni?*

imobilizados.

Figura 35 - Quantidade de higG (%) obtida nas etapas cromatograficas em coluna de
PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Ni%. Injecdo: aproximadamente 2 mg de higG em 1,0 mL de
tampao de adsor¢dao. Volume do leito: 3,0 mL. Legenda: Lavagem: e; Eluicdo: o;
Regeneracdo: . Tampdo: 1 — Adsorcdo: MOPS pH 7,0; Eluicdo: acetato de sodio pH
4,0; 2 - Adsorgdo: MOPS pH 7,0 + imidazol; Eluicdo: MOPS pH 7,0 + imidazol (100
mmol L?); 3 - Adsor¢do: MOPS pH 6,5 + imidazol; Elui¢do: MOPS pH 6,5 + Imidazol
(100 mmol LY); 4 - NaP pH 7,0 + imidazol; Eluicdo: NaP pH 7,0 + imidazol (100 mmol
L™); 5— Tris-HCI pH 7,0 + imidazol + NaCl; Eluicéo: Tris-HCI pH 7,0 + imidazol (100
mmol L) + NaCl.
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Primeiramente, o abaixamento de pH do meio com tampdo acetato de sédio
(condicdo 1) ndo foi capaz de promover a dessorcdo da hlgG retida na coluna. Esse
comportamento também foi observado para o quelato IDA-Cu?*, indicando que a
interacdo entre quelato e proteina continua intensa em acetato de sédio a pH 4,0. Apesar
do rompimento de interacGes de coordenacdo entre os quelatos metélicos e o residuos de
histidina devido a protonacdo do anel imidazol (pKa = 6,0) a pH 4,0, interagdes de
natureza eletrostatica, hidrofobicas e de van der Waals podem estar ocorrendo entre a
matriz e outros residuos de aminoacidos expostos na superficie das moléculas de hlgG,
retendo-as na matriz (WONG et al., 1991).
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As condicbes 2 e 3 representaram a elui¢cdo de hlgG pela adicdo de imidazol em
pH 7,0 e pH 6,5, respectivamente. Nestas condicOes, 66,56 e 76,90% da hlgG foi
dessorvida da coluna durante a etapa de eluigdo, e ambos o0s sistemas se mostraram
promissores devido a alta capacidade de adsorcdo de hlgG e de dessor¢do da proteina

sem a necessidade de adicdo de EDTA.

Em relacdo a condicédo 4, o uso do tampédo NaP para a adsorcao de higG mostrou
que a quantidade de hlgG lavada e eluida sdo semelhantes entre si, sendo iguais a 50,26
e 43,17%, respectivamente. Este resultado foi analogo ao obtido para a adsor¢do de

higG pelo quelato IDA-Cu?* nesta mesma condigdo tamponante.

Finalmente, 93,39% da hlgG foi removida na etapa de lavagem da condicéo 5, a
qual corresponde ao sistema com tampéo Tris-HCI na presenca de imidazol e NaCl. A
alta condutividade do tamp&o minimiza interagdes de natureza eletrostatica e favorece
interacdes de coordenacao entre a proteina e o adsorvente. Entretanto, as moléculas de
Tris possuem efeito competidor fraco pelos sitios de adsorcdo dos quelatos metalicos,
impedimento a interacéo entre o quelato IDA-Ni%* e as moléculas de hlgG, explicando a
alta percentagem de hlgG obtida na etapa de lavagem.

A quantidade de hlgG adsorvida nos criogéis contendo complexos IDA-Ni?* foi
menor para todos os sistemas tamponantes quando comparada a quantidade adsorvida
na matriz com IDA-Cu?*, corroborando a regra de Sulkowski (1989), a qual indica que a
forca de retencdo de hlgG é maior para adsorventes contendo ions Cu?* que para

adsorventes contendo Ni%*,

4.6. ENSAIOS CROMATOGRAFICOS PARA PURIFICACAO DE hlgG A PARTIR
DO SORO HUMANO

Com o objetivo de verificar se os criogéis monoliticos sintetizados seriam
seletivos para a purificagdo de hlgG a partir do soro humano, ensaios cromatogréaficos
em condicOes variadas foram realizados, conforme o topico 3.2.4 da sec¢do de materiais
e métodos. Nesta etapa, foram avaliadas a quantidade de proteinas totais adsorvidas e a
seletividade das fases estacionarias de PAAmM-CS-GA-AGE-IDA, PAAM-CS-GA-AGE-
IDA-Cu?* e PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Ni?*.
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Os resultados foram apresentados em termos de proteinas totais adsorvidas e
ndo-adsorvidas. Os cromatogramas com as eletroforeses, balancos de massa das

cromatografias e as duplicatas encontram-se no Apéndice B.

4.6.1. Purificacdo de hlgG a partir do soro humano em criogel de PAAmM-CS-GA-
AGE-IDA

Para experimentos realizado com PAAM-CS-GA-AGE-IDA, os tampbes MOPS,
NaP, Tris-HCI a pH 7,0, MOPS a pH 6,5 e MES a pH 5,5 foram utilizados para a
diluicdo do soro humano. A eluicdo das proteinas adsorvidas no criogel foi realizada no
respectivo tampdo de adsorcdo acrescido de NaCl (1,0 mol L. As Figura 36 e 37
apresentam a percentagem de proteinas totais do soro humano adsorvidas no criogel e as
eletroforeses para cada condicao, respectivamente.

A pH 7,0, 5,95 e 7,14% de proteinas totais foram adsorvidas no criogel de
PAAM-CS-GA-AGE-IDA em tampdes MOPS e Tris-HCI, respectivamente. Os perfis
eletroforéticos para os ensaios cromatogréaficos nos tampdes citados mostram que a
hlgG foi eluida com outras proteinas em ambos os sistemas tamponantes, evidenciado
pela presenca de bandas intensas além da banda correspondente a hlgG. Em contraste,
apenas a banda de hlgG foi observada na pista da elui¢do para o tampéao NaP, indicando
seletividade para a adsorcdo desta proteina. Apesar da seletividade, apenas 2,94% das
proteinas totais foram intensamente adsorvidas pelo monolito, o que pode ter ocorrido
devido ao fato de que as moléculas de higG positivamente carregadas foram solvatadas
pelas moléculas negativamente carregadas do tampdo fosfato, reduzindo a aproximacao
das proteinas pela matriz.
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Figura 36 — Proteinas totais (%) do soro humano ndo adsorvidas (e) e adsorvidas (o)
em criogel de PAAM-CS-GA-AGE-IDA em diferentes sistemas tamponantes. Injecédo:
1,025 mL de soro humano (3,5 mg mL; diluido 15 vezes). Volume do leito: 3,0 mL.
Vazio: 2,0 mL min™.
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Figura 37 — Eletroforeses SDS-PAGE sob condi¢cBes ndo redutoras (7,5% em
acrilamida) das fracBes cromatograficas em criogel de PAAmM-CS-GA-AGE-IDA
realizadas com injecdo de soro humano diluido 15 vezes nos sistemas tamponantes
indicados. M: marcador de massa molecular; 1. injecdo; W: pool das fracOes de
lavagem; E: pool das fracbes mais concentradas da eluicdo; hlgG: marcador de IgG
humana (Sigma-Aldrich); hTRF: transferrina humana; HSA: albumina do soro humano.
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No sistema tamponante MOPS a pH 6,5, 11,94% das proteinas totais foram
adsorvidas, sendo este valor maior que o obtido para 0 MOPS a pH 7,0. A eletroforese
desta condigdo mostrou uma banda ténue correspondente & hlgG na pista da lavagem e
uma banda intensa para a hlgG na pista da elui¢do, indicando grande adsor¢do desta
proteina. Entretanto, o mesmo comportamento foi observado para a banda

correspondente & hTRF, evidenciando a pouca seletividade da matriz nesta condi¢éo.

Para a condicdo tamponante MES a pH 5,5, 84,68% das proteinas totais
adsorvidas e dessorvidas da coluna na etapa de elui¢do. I1sso pode ser explicado pela
carga superficial total do criogel ser positiva e grande parte das proteinas do soro
humano serem carregadas negativamente, como a HSA (pl = 4,9) ea hTRF (5,2 < pl <
5,9) (PUTNAM, 1984) a pH 5,5, sendo fortemente adsorvidas na matriz. Ambas as
etapas de lavagem e eluicdo apresentaram as mesmas bandas existentes na pista da

injecdo, apontando adsorgdo de vérias das proteinas do soro humano.

Com excecdo do tampdo NaP, as condigdes tamponantes analisadas nao
proporcionaram boa seletividade para a hlgG. Possivelmente, a existéncia de grupos
acido carboxilico desprotonados na matriz promoveram interacbes de natureza
eletrostatica, as quais sdo ndo-especificas, entre os grupos funcionais presentes no
monolito de PAAmM-CS-GA-AGE-IDA e residuos de aminoacidos expostos na

superficie das proteinas do soro humano.

4.6.2. Purificacdo de hlgG a partir do soro humano em criogel de PAAmM-CS-GA-
AGE-IDA-Me?*

4.6.2.1. PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Cu?*

A fim de verificar se o criogel com ions Cu?* quelatados propiciaria a adsorgao
seletiva de hlgG, foram realizados ensaios cromatograficos diluindo soro humano em
tampdes escolhidos com base nos resultados apresentados na secdo 4.5.3.1. Dessa
forma, o efeito do pH, da forga idnica e da natureza do tampédo foram avaliados. A
eluicdo das proteinas adsorvidas foi realizada com a adi¢&o de imidazol (100 mmol L)
no respectivo tampéo de adsorcdo. A regeneracdo da coluna foi realizada em EDTA a

pH 7,0. A Figura 38a apresenta a percentagem de proteinas totais do soro ndo
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adsorvidas e adsorvidas, enquanto a Figura 38b mostra as eletroforeses obtidas para
cada condicdo.

Figura 38 - a) Proteinas totais (%) e b) perfis eletroforéticos de SDS-PAGE obtidos nas
etapas cromatograficas em coluna de PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Cu?*. Injecdo: 75 pL de
soro humano diluido em 1,050 mL (15 vezes) de tampdo de adsor¢do. Volume do leito:
3,0 mL. Vazdo: 2,0 mL min'. Legenda: Lavagem: e; Elui¢do: o; Regeneracio: e.
Tampéo: 1 — Adsor¢do: MOPS pH 7,0 + imidazol; Elui¢do: MOPS pH 7,0 + imidazol
(100 mmol L1); 2 - Adsorgdo: MOPS pH 7,0 + NaCl; Eluigdo: MOPS pH 7,0 +
imidazol (100 mmol L) + NaCl; 3 - Adsor¢do: MOPS pH 6,5 + imidazol; Eluigo:
MOPS pH 6,5 + imidazol (100 mmol L?); 4 - NaP pH 7,0 + imidazol; Eluicdo: NaP pH
7,0 + imidazol (100 mmol L™?); 5 — Tris-HCI pH 7,0 + imidazol + NaCl; Eluicéo: Tris-
HCI pH 7,0 + imidazol (100 mmol L) + NaCl.
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A quantidade de proteinas totais adsorvidas pelo quelato IDA-Cu?* variou
conforme as condigdes do sistema tamponante. Quando o tampdo MOPS foi utilizado,
uma quantidade maior de proteinas totais foram adsorvidas em comparagcdo com 0s
sistemas tamponantes Tris-HCI e NaP, explicado pelo carater zwitteribnico do tampéo
MOPS. A maior percentagem de proteinas totais adsorvidas no criogel e dessorvidas na
etapa de eluigdo (25,37%) foi obtida na condi¢cdo 2, a qual ndo possui imidazol no
tampé&o de adsorcdo. A diminuicdo do valor de pH do tampdo MOPS contendo imidazol
de 7,0 para 6,5, causou um aumento na quantidade de proteinas totais dessorvidas da
coluna durante etapa de eluicdo, de 11,27% para 15,26%. Os perfis eletroforéticos das
fracOes cromatograficas dos experimentos realizados com tampdo MOPS mostraram
baixa seletividade, visualizado pela presenca de bandas de hTRF na pista da eluicdo,

principalmente ao empregar a condi¢do a pH 6,5.

Para os ensaios realizados em tampao NaP (condigdo 4), 9,74% das proteinas
totais foram obtidas na etapa de eluicdo. Nesse ensaio, as moléculas de fosfato podem
atuar como competidores fracos, sendo possivel que realizem interacdes eletrostaticas
com a matriz e com as proteinas do soro humano e, até mesmo, de coordena¢do com 0s
fons Cu?* quelatados, competindo com os sitios de interacdo do adsorvente. A
eletroforese da condi¢do 4 mostra pouca seletividade, devido a presenca da banda de

hTRF e de outra impureza na faixa de 100 kDa.

Na condicdo 5, 7,95% das proteinas totais foram adsorvidas no criogel na
presenca do tampé&o Tris-HCI. Especificamente nesta condi¢do, NaCl foi adicionado ao
tamp&o na concentracdo de 1,0 mol L™ com o objetivo de reduzir as interacdes de
natureza eletrostatica no sistema e favorecer as interacdes de coordenacdo entre as
proteinas e os fons Cu?* quelatados. Apesar disso, a pista da eluicdo da eletroforese
desta condi¢do mostrou pequena seletividade, sendo possivel observar bandas referentes
a hlgG, HSA e hTRF.

4.6.2.2. PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Ni?*

Ensaios cromatogréficos de purificacdo de hlgG a partir do soro humano foram
realizados com ions Ni?* quelatados no criogel. Os resultados da adsorgdo de proteinas

totais e os respectivos perfis eletroforéticos das etapas cromatograficas sdo mostradas
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pela Figura 39, nas quais s@o observadas as influéncias do valor de pH, forca idnica e

natureza do tampao nos resultados de adsorcao.

Figura 39 — a) Proteinas totais (%) e b) perfis eletroforéticos obtidos nas etapas
cromatograficas em coluna de PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Ni?*. Injecdo: 75 uL de
solucdo de soro humano diluido em 1,050 mL (15 vezes) em tampdo de adsorcéo.
Volume do leito: 3,0 mL. Vazdo: 2,0 mL min?. Legenda: Lavagem: ®; Eluigdo: o;
Regeneracdo: e. Tampdo: 1 — Adsor¢do: MOPS pH 7,0 + imidazol + NaCl; Eluigéo:
MOPS pH 7,0 + imidazol (100 mmol L) + NaCl; 2 - Adsor¢io: MOPS pH 7,0 +
imidazol; Eluicdo: MOPS pH 7,0 + imidazol (100 mmol L?); 3 - Adsorc¢do: MOPS pH
6,5 + Imidazol; Eluicdo: MOPS pH 6,5 + Imidazol (100 mmol L™); 4 - NaP pH 7,0 +
imidazol; Eluigdo: NaP pH 7,0 + imidazol (100 mmol L™?); 5 — Tris-HCI pH 7,0 +
imidazol + NaCl; Elui¢do: Tris-HCI pH 7,0 + imidazol (100 mmol L) + NaCl
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Dentre as condi¢bes avaliadas com tampao MOPS a pH 7,0, a condicdo 1
proporcionou menor percentagem de proteinas totais dessorvidas da coluna na etapa de
eluicéo (6,42%), isso pode ser explicado pela maior forga idnica do sistema tamponante,
o qual conttm NaCl, acarretando em reducdo das interacOes eletrostaticas nédo
especificas e em favorecimento das interacdes de coordenacdo entre os fons Ni?*
quelatados e as proteinas. J& na condi¢cdo 2, 10,96% das proteinas totais foram
dessorvidas durante a eluicdo devido a menor forcga ibnica do sistema, permitindo que
interacdes eletrostaticas entre a matriz e a superficie das proteinas ocorram. Em tampao
MOPS a pH 6,5 (condicdo 3), 14,18% das proteinas totais foram obtidas na etapa de
eluicdo, indicando o favorecimento da adsor¢do de proteinas do soro. A maior adsor¢do
de proteinas nessa condi¢cdo foi corroborada pelo perfil eletroforético obtido, o qual
evidencia que as bandas de hlgG e hTRF estavam brandas na pista da lavagem e
intensas na pista da eluicdo. Apesar das diferencas em quantidades de proteinas totais
adsorvidas, os perfis eletroforéticos das condi¢des 1, 2 e 3 foram equivalentes, sendo
possivel notar bandas de hlgG e hTRF em suas respectivas eletroforeses, indicando

baixa seletividade do criogel nesses sistemas tamponantes.

Para a condicdo 4 (tampdo NaP), 8,33% das proteinas foram dessorvidas durante
a etapa de eluicdo e apenas a banda de hlgG foi observada na pista da eluicdo da

eletroforese referente a esse sistema tamponante.

Finalmente, no sistema da condicéo 5, o qual é composto por Tris-HCI contendo
NaCl, 0,45% das proteinas totais foram dessorvidas durante a etapa de eluicdo,
indicando que tanto a carga do tampdo, a alta for¢a idnica do meio e o efeito competidor
fraco do Tris interferiram na adsorcdo de proteinas nesta condi¢do. De acordo com o
perfil da eletroforese para a condicdo 5, as pistas da injecdo e lavagem foram
semelhantes e ndo foi possivel observar bandas de proteinas nas pistas da eluicdo e

regeneracao.

Comparando os resultados dos ensaios cromatograficos realizados nos criogéis
contendo Cu?* e Ni?* quelatados, nas mesmas condigdes tamponantes, conclui-se que 0s
criogéis contendo Cu?* foram capazes de adsorver mais proteinas totais em termos de
massa e percentagem, entretanto, com menor seletividade. Isso pode ser explicado pelo
fato da retencédo de proteinas pelos ions Ni%* quelatados requerer que mais de um ou que

clusters de residuos de histidina estejam expostos na superficie da proteina, enquanto
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que para a adsorcdo de proteinas por quelatos contendo Cu?*, apenas um residuo de
histidina exposto é necessario (BRESOLIN; MIRANDA; BUENO, 2009).

4.6.3. Determinagdo da melhor condicdo de purificacdo de hlgG a partir de soro

humano pelo criogel

Por meio da analise dos resultados obtidos nos ensaios cromatograficos para
purificagdo de hlgG a partir do soro humano, a melhor condicdo de purificagdo foi
escolhida com base nos perfis eletroforéticos e na quantidade de proteinas totais eluidas.

O sistema tamponante NaP utilizado para a purificacdo do soro humano no
criogel de PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Ni?* foi o que proporcionou maior potencial
devido a quantidade de proteinas adsorvidas e, também, a presenca de apenas a banda
de hlgG na pista da eluicdo da eletroforese. Além disso, a maioria das proteinas

adsorvidas foram dessorvidas da coluna durante a etapa de eluicéo.

Dessa forma, o experimento de imunodifusdo radial (RID) foi realizado para
avaliar a pureza da hlgG obtida nas fracdes da eluicdo. O balan¢o de massa da RID

encontra-se na Tabela 8. A curva de calibracdo da RID encontra-se no Apéndice C.

Tabela 8 - Balanco de massa do ensaio cromatografico para purificacdo de hlgG a partir
de soro humano no criogel de PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Ni?*. Lavagem: NaP a pH 7,0
+ imidazol (2mmol L™); Eluicdo: NaP a pH 7,0 + imidazol (100 mmol L%);
Regeneracdo: EDTA a pH 7,0 (100 mmol L.

Bradford Imunodifusado radial
o Rendimento Rendimento
Fragoes PT® (mg) %" hlgG® (mg) %" Pureza’® (%) ==
Injecdo 6,50 = 0,47 100,00 0,43 + 0,01 100,00 6,69 + 0,71 1,00
Lavagem 6,38 + 0,88| 98,23 + 6,42(0,20 + 0,02| 45,80 + 3,88| 3,22 + 0,81| 0,47 * 0,07
Eluicdo 0,27 £ 0,01| 4,16 =+ 0,14(0,24 + 0,01| 55,64 + 4,84|88,60 + 1,2813,41 + 1,61
Regeneragdo (0,05 + 0,01 0,72 <+ 0,14(0,02 £ 0,00| 3,93 + 0,21(36,86 + 5,13| 5,65 + 1,36
Recuperagédo [6,70 + 0,88|103,10 + 6,15(0,45 + 0,01|105,37 + 1,17

? Proteinas totais estimadas pelo método de Bradford, com BSA como proteina de referéncia

® Massa de proteina total em cada etapa dividida pela massa de proteina na inje¢do x 100
“Massa de hlgG estimada por RID
¢ Massa de hlgG em cada etapa dividida pela massa de hlgG na injecdo x 100
¢ Massa de hlgG dividida pela massa de proteina total em cada etapa x 100

"Pureza de cada etapa dividida pela pureza da solucéo de inje¢do

Fonte: Autor (2021)
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De acordo com o balango de massa apresentado, 55,64% da hlgG da amostra de
soro humano foi recuperada durante a etapa de eluicdo com 88,60% de pureza e fator de
purificacdo de 13,41, corroborando com o perfil eletroforético obtido para esta

condicéo.

Babac et al. (2006) sintetizaram criogéis de PAAm e AGE com concanavalina A
imobilizada para purificacdo de hlgG a partir do soro humano e obtiveram 85% de
pureza. Alkan et al. (2009) purificaram anticorpos a partir de sangue e plasma humano e
reportaram pureza de aproximadamente 85% e 95% para hlgG eluida, respectivamente,
utilizando criogel monolitico de poli(hidroxietil metacrilato) (PHEMA) com proteina A
imobilizada covalentemente & matriz. O ligante 2-mercapto etanol imobilizado em
criogéis a base de metacrilato na forma de discos, para purificacdo de hlgG a partir do
plasma humano por cromatografia tiofilica foi utilizado por Bakhshpour, Bereli & Senel
(2014). Os materiais utilizados forneceram pureza proxima de 89% e rendimento de
81% para a hlgG dessorvida. Prasanna, Kamalanathan & Vijayalakshmi (2015)
imobilizaram  L-histidina em discos monoliticos e obtiveram pureza de
aproximadamente 90% para a hlgG a partir do soro humano. Mouréo et al. (2019)
determinaram a pureza da hlgG ap6s cromatografia em criogéis monoliticos de PAAmM-
Alg e PAAmM-Alg com P-Tyr imobilizado e obtiveram valores de 96,6 e 105,1% de
pureza, respectivamente. Bresolin, Bresolin & Bueno (2020) produziram membranas de
poli(etileno vinil alcool) com IDA imobilizado para a purificacdo de anticorpos
monoclonais a partir do sobrenadante de cultura de hibridomas e reportaram pureza de
94,2% para a hlgG. Sharma et al. (2020) sintetizaram criogéis esféricos hibridos de
alginato e fibroina de seda de aranha (Alg-SSF) e verificaram que o material foi capaz
de purificar, sem ligantes imobilizados, hlgG a partir do soro humano, sendo obtida

pureza de 80% e rendimento de 91% apds duas etapas de purificacao.

Quanto a trabalhos empregando a técnica de IMAC para a purificacdo de
anticorpos, Tishchenko et al. (2002) isolaram o anticorpo HRP-especifico, isotipo 1gG1
de fluido ascitico murino utilizando esferas porosas de glicidil metacrilato-co-etileno
dimetacrilato (GMA-co-EDMA) funcionalizadas com o quelato IDA-Ni?* alcancando
pureza de 84% e rendimento de 79%. Bayramoglu, Senel & Arica (2006) produziram
esferas de glicidil metacrilato (GMA) e metil metacrilato (MMA) com L-histidina
imobilizada na presenca de brago espagador e ions Cu?" quelatados para purificagdo de
hlgG a partir do soro humano, os autores alcangcaram rendimento de 87,5% e pureza de
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90% para a hlgG. Yavuz et al. (2012) produziram membranas de PHEMA-N-
metacriloil-L-histidina com ions metalicos Cu?*, Ni**, Zn** e Co*" quelatados para
purificacdo de hlgG a partir do plasma humano e obtiveram 94,1% de pureza para a
hlgG. Bakhshpour et al. (2016) sintetizaram criogéis de PHEMA e polietilenoimina
(PEI) com ions Cu?* imobilizados e obtiveram 90% de pureza na purificacio de hlgG a
partir do plasma humano. A hlgG do plasma humano foi purificada por Ribeiro et al.
(2008) em membranas de fibra-oca poli(etileno vinil alcool) com fons Ni?* imobilizados
nos agentes quelantes IDA e TREN, reportando valores de 99% de pureza na melhor
condicdo de purificacdo. Fioravante (2021) obteve 75,31 e 88,06% de pureza de blgG a
partir do soro bovino utilizando criogéis monoliticos de PAAM-Alg-AGE-IDA-Cu?* e
PAAM-AIlg-AGE-IDA, respectivamente.

Dessa forma, a pureza da hlgG alcancada neste trabalho foi equivalente a de
trabalhos que utilizam métodos cromatogréficos para a purificagdo de anticorpos a partir
de fluidos bioldgicos. Entretanto, o rendimento obtido para a higG foi menor quando
comparado aos rendimentos reportados na literatura. 1sso pode ser explicado pelo
criogel selecionado para a realizacdo dos ensaios cromatograficos possuir densidade de
fons Ni%* adsorvidos igual a 33,71 pmol Ni?*/g criogel seco, a qual é menor que a
densidade de ions Ni?* adsorvidos pelo IDA nos trabalhos de Ribeiro et al. (2008),
Fioravante (2021) e Tishchenko et al. (2002).

4.7. CURVA DE RUPTURA DO SORO HUMANO EM CRIOGEIS DE PAAM-CS-
GA-AGE-IDA-Ni?*

A fim de determinar a capacidade dindmica de adsorcao (DBC) e verificar se o
criogel de PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Ni?* seria seletivo para hlgG em condicbes de
saturacdo, o ensaio descrito no topico 3.2.5 foi realizado. Na Figura 40a € apresentada a
curva de ruptura de proteinas do soro humano para o monolito e o perfil eletroforético €
mostrado na Figura 40b. Os balangos de massa e os cromatogramas do experimento e da

duplicata da curva de ruptura encontram-se no Apéndice D.
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Figura 40 — a) Curva de ruptura de proteinas do soro humano obtida para criogel de
PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Ni?*. Vazdo: 2,0 mL min® Leito: 3,0 mL de criogel.
Tampao de adsorcdo: NaP a pH 7,0 + imidazol (2 mmol L). Eluicio: NaP a pH 7,0 +
imidazol (100 mmol L. Inje¢do: 2,0 mL de soro humano diluido 15 vezes em tamp&o
de adsorcio (concentragdo aproximada de 3,1 mg mL™ em termos de proteinas totais,
volume total de 33 mL de solucdo contendo soro humano). Massa total de proteina
alimentada: 99,85 mg; b) Eletroforese da curva de ruptura. Legenda: | — Alimentacgéo; F
— Flowthrough; W - Lavagem; E — Eluicdo; R - Regeneracdo. M: marcador de alta
massa molecular; I: alimentacéo; 2 a 6: primeiras fracdes (volume de 1,0 mL cada) do
flowthrough coletadas; F: pool das demais fragdes do flowthrough; W: pool das fragdes
de lavagem mais concentradas; E: pool das frac6es da eluicdo mais concentradas; hlgG:
marcador de 1gG humana; hTRF: transferrina; HSA: albumina.
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De acordo com os resultados obtidos, a ruptura (C/Co = 0,1) ocorreu no tempo
de 1,2 min e volume de 2,4 mL, aproximadamente. O perfil da curva mostra uma zona
de transferéncia de massa estreita, indicando que maior parte da capacidade do sélido
foi utilizada até o ponto de ruptura, o que é ideal por indicar uso eficiente do
comprimento do adsorvente (MCCABE; SMITH; HARRIOTT, 1993).

Utilizando as Egs. 2.3, 2.4 e 2.5, a capacidade dindmica de adsorcdo a 10%
(DBC1o%) foi determinada em termos de proteinas totais por meio da anélise da curva de

ruptura obtida. Foram calculados os valores de DBCioy iguais a 2,43 + 0,10 e
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4,08 + 0,21 mg proteinas totais/mL de criogel para os métodos de Boi et al. (2020) e
Zhu et al. (2019), respectivamente. A diferenca entre os valores obtidos pode ser
explicada pelas aproximacOes necessarias para o calculo da DBCio%, por exemplo, em
Boi et al. (2020), foi preciso realizar estimativas sobre o volume morto do sistema
(Vsis). Utilizando solugdo de IgG pré-purificada, Kang et al. (2016) e Zhu et al. (2019)
calcularam a DBCio% para resinas de agarose com peptideos imobilizados
covalentemente a matriz, ambos os trabalhos obtiveram valores de DBCio% em torno de
35 mg de higG/mL de resina, sendo este valor muito maior que o obtido neste trabalho
para proteinas totais. Isso pode ser explicado pela maior densidade de ligantes, maior
area superficial das resinas e auséncia de outras proteinas além da hlgG na solucéo de

alimentacao.

Para a determinagéo da pureza da hlgG removida da coluna durante a etapa de
eluicdo, o ensaio de RID foi realizado com os pools das fragdes de cada etapa da curva

de ruptura e os resultados séo apresentados na Tabela 9.

O criogel continuou seletivo para a hlgG em condic¢Oes de saturacao, visto que
apenas a banda de hlgG foi visualizada na pista da eluicdo, o que também ocorreu
quando apenas 75 pL de soro humano diluido 15 vezes foram alimentados a coluna em
experimentos cromatograficos, reportados na secdo 4.6. As pistas das primeiras
amostras analisadas do flowthrough mostram que apenas HSA foi obtida até a amostra 3

e, hlgG, hTRF e HSA ndo foram retidas na coluna a partir da quarta fracéo.

A pureza e a massa da hlgG obtida na etapa de eluicao foi de 96,19% e 0,60 mg
hlgG/mL de criogel (10,19 mg hlgG/g criogel seco). O resultado da eletroforese da pista
da regeneracdo mostra a presenca de HSA além da hlgG, corroborando o resultado de

pureza obtida para esta etapa cromatogréafica, de 25,28%.
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Tabela 9 - Balango de massa da curva de ruptura para purificacdo de hlgG a partir de
soro humano no criogel de PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Ni%*. Lavagem: NaP a pH 7,0 +
imidazol (2 mmol LY); Eluicdo: NaP a pH 7,0 + imidazol (100 mmol L™); Regeneragao:
EDTA apH 7,0 (100 mmol L),

Bradford Imunodifuséo radial
Fracoes . Rendimento . Rendimento e o ‘
PT" (mg) (%)b higG™ (mg) (%)d Pureza® (%) FP
Injecdo 99,85 + 12,04 100,00 7,68 + 0,82 100,00 7,71 £ 0,11 1,00
Flowthrough|84,21 + 10,67 84,34 + 0,52(5,26 + 1,13| 67,70 + 7,44| 6,18 * 0,55| 0,80 + 0,08
Lavagem 13,29 + 2,84 | 13,31 + 4,51{0,83 + 0,34 0,11 + 0,06| 5,96 + 1,25|0,77 + 0,15
Eluicdo 187 + 0,02 1,87 +0,21{1,80 + 0,01 23,69 + 2,66(96,19 + 1,53(12,48 + 0,02
Regeneracgdo | 0,23 + 0,07 | 0,23 + 0,10({0,05 + 0,01| 0,82 + 0,07|25,28 + 4,86 3,29 + 0,68
Recuperacdo (99,60 = 7,78 | 99,75 + 4,30|7,94 £ 0,77(103,48 + 0,95

? Proteinas totais estimadas pelo método de Bradford, com BSA como proteina de referéncia
® Massa de proteina total em cada etapa dividida pela massa de proteina na inje¢do x 100
Massa de hlgG estimada por RID

9 Massa de hlgG em cada etapa dividida pela massa de hlgG na injegio x 100

® Massa de hlgG dividida pela massa de proteina total em cada etapa x 100

"Pureza de cada etapa dividida pela pureza da solucéo de injecéo

Fonte: Autor (2021)

Os valores de pureza e quantidade de hlgG adsorvida sdo comparaveis a estudos
de diversos autores presentes na literatura: Marcuz et al. (2021) reportaram criogéis de
PAAM-AIlg-ECH-P-Tyr capazes de adsorver 12,62 mg de hlgG/mL de criogel com
95,0% de pureza, sendo este valor de hlgG adsorvida muito maior do que o obtido neste
trabalho, provavelmente devido a maior densidade de grupos epoxi disponibilizados
para imobilizacdo do ligante P-Tyr no criogel apés ativacdo da matriz com ECH.
Fioravante (2021) sintetizou criogéis de PAAm-Alg-AGE-IDA e PAAmM-AIlg-AGE-
IDA-Cu?*, obtendo 4,94 e 1,58 mg de blgG/mL de criogel na etapa de eluicéo,
respectivamente, sendo o resultado para o criogel contendo Cu?* similar ao obtido nesse
trabalho. Pavan et al. (2017) imobilizaram o ligante P-Tyr em géis de agarose por
ativacdo com CNBr e reportaram adsorcdo de 0,16 mg de hlgG/mL gel com 91% de
pureza a partir do plasma humano. Prasanna & Vijayalakshmi (2010) utilizaram discos
monoliticos de CIM-IDA-Ni?* para purificacio de anticorpos monoclonais de fluidos
asciticos murinos e obtiveram capacidade de adsorcdo de 0,5 mg IgG/mL de disco e
90,9% de pureza.
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4.8. CINETICA DE ADSORCAO DE hlgG

A cinética de adsor¢io de hlgG no criogel PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Ni?* foi
estudada conforme o procedimento descrito no topico 3.2.6. Solucdes de 0,5 mg de
higG/mL e 2,0 mg de higG/mL em tampdo NaP a pH 7,0 contendo 2 mmol L* de
imizadol foram recirculadas na coluna contendo o monolito. Os dados experimentais da
cinética foram utilizados para a determinacdo do tempo de equilibrio de adsorcdo. A
Tabela 10 exibe os valores dos tempos de equilibrio obtidos para cada condicdo de

concentracdo avaliada.

Tabela 10 — Tempos de equilibrio (min) estimados para as concentracbes de 0,5 mg
hlgG mL™* e 2,0 mg higG mL™.

Concentracéo Tempo de
(mg h1gG/mL) equilibrio (min)
0,5 15
2,0 20

Fonte: Autor (2021)

Observando os dados experimentais, o tempo de equilibrio foi alcangado em
aproximadamente 15 min para a concentracdo de 0,5 mg higG/mL e em 20 min para a
concentracdo de 2,0 mg hlgG/mL. O alcance rapido na condic¢do de equilibrio pode ser
atribuida a morfologia dos criogéis, 0s quais possuem macroporos que permitem o
acesso da hlgG aos sitios de interagdes com os fons Ni?* quelatados na superficie do
material (DRAGAN et al., 2017).

4.9. ISOTERMA DE ADSORCAO DE hlgG

As isotermas de adsorcdo de hlgG no criogel monolitico de PAAmM-CS-GA-
AGE-IDA-Ni** foram obtidas por meio de experimentos em batelada na melhor
condigdo tamponante selecionada previamente (tampdo NaP a pH 7,0 contendo
2 mmol L de imidazol), no equilibrio, a 25 °C, como descrito no tdpico 3.2.7. Por meio
dos ajustes de parametros dos modelos de Langmuir e Langmuir-Freundlich, foram
obtidas a capacidade méaxima de adsor¢cdo (Qm) e as constantes de dissocia¢do (Kq e

Kawr) do complexo IDA-Ni?*-higG. Os pontos experimentais, a curva ajustada e 0s
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valores dos parametros para cada modelo estudado encontram-se na Figura 41 e na

Tabela 11, respectivamente.

Figura 41 — Dados experimentais de adsorcdo de hlgG em criogel de PAAmM-CS-GA-
AGE-IDA-Ni* em tamp&o NaP a pH 7,0 + imidazol (2 mmol L) a 25 °C (e) e curvas
ajustadas dos modelos de: a) Langmuir e b) Langmuir-Freundlich
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Fonte: Autor (2021)
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Tabela 11 - Parametros obtidos por meio do ajuste ndo-linear dos modelos de Langmuir
e Langmuir-Freundlich aos dados de adsorcdo de higG em criogel de PAAM-CS-GA-
AGE-IDA-Ni?* em tampao NaP a pH 7,0 + imidazol (2 mmol L) a 25 °C.

Parametros
Qm exp (mg hlgG/g criogel) 31,84
Langmuir
Q,, calc (mg hlgG/g criogel) 32,62 =+ 0,52
Kg (mol L) x 10° 011 =+ 0,01
R2 0,9762
e 4,26
Langmuir-Freundlich
Q,, calc (mg hlgG/g criogel) 31,19 =+ 0,28
Kgp (mol L) x 10° 3,00E-02 + 8,00E-03
n 161 =+ 0,13
R’ 0,9933
e 1,19

Fonte: Autor (2021)

Os valores para a capacidade méxima (Qm) determinados pelos dois modelos
foram similares ao valor de Qm experimental, sendo iguais a 32,62 + 0,52 mg hlgG/g
criogel e 31,19 + 0,28 mg hlgG/g criogel para os modelos de Langmuir e Langmuir-
Freundlich, respectivamente. Simultaneamente, ambos 0s modelos apresentaram
R%>0,97 e ¥ > 1, entretanto, para 0 modelo de Langmuir-Freundlich, os valores para

esses coeficientes indicaram melhor ajuste por estarem mais proximos de 1.

Em relacdo a Kq e Kqr), 0s respectivos valores obtidos foram de 1,1 x 107 e
3,0 x 10 mol L™*. Ambos os valores estdo ligeiramente abaixo da faixa que caracteriza
valores tipicos de constante de dissociacdo de sistemas de pseudobioafinidade, de 102 a
10 (VIJAYALAKSHMI, 1989), indicando alta afinidade entre a hlgG adsorvida e o
criogel contendo ions Ni?* quelatados. Comparativamente, Ribeiro et al. (2008)
determinaram Kg do modelo de Langmuir para o complexo IDA-Ni%*-hlgG em
membranas de poli(etileno vinil alcool) (PEVA) e obtiveram valores de ordem de
grandeza entre 10° e 10 mol L. Densidade de ligantes, concentracio de proteinas,
efeitos estéricos e acessibilidade das proteinas aos sitios de interagdo podem ter
contribuido para a maior afinidade do complexo nos criogéis sintetizados neste trabalho,

sendo comparaveis aos valores de Kq reportados por Knecht et al. (2008) iguais a 10°a
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10® mol L em estudo da dissociacio de oligopeptideos compostos por tags de poli-

histidina em complexos NTA-Ni?*,

Em relacdo ao parametro n do modelo de Langmuir-Freundlich, o qual indica se
existe heterogeneidade da superficie e cooperatividade entre as moléculas de hlgG, o
valor obtido neste trabalho foi de 1,61 + 0,03 (n > 1). Dessa forma, conclui-se que ha
ocorréncia de interacdes proteina-proteina ou heterogeneidade da superficie. Devido a
baixa forca ibnica do sistema tamponante utilizado, interagdes hidrofobicas,
eletrostaticas e de coordenacdo com o quelato metélico podem estar ocorrendo entre o
adsorvente e a hlgG. Ademais, ha possibilidade da ocorréncia de interacbes multiponto,
nas quais um complexo IDA-Ni?* captura mais de uma molécula de hlgG ou uma
molécula de hlgG é adsorvida por mais de um complexo IDA-Ni%*. Dessa forma,
desvios das suposi¢fes do modelo de Langmuir (adsorcéo do adsorbato ocorre em sitios
de adsorcao definidos; os sitios de adsorcdo sdo uniformes; cada sitio pode ser ocupado
por apenas uma molécula do adsorbato em monocamada; ndo hé interacdo lateral entre
as moléculas adsorvidas) possivelmente ocorrem neste sistema, explicando o menor R2

obtido para 0 modelo de Langmuir.

Bakhshpour et al. (2016) obtiveram capacidade de adsor¢cdo maxima teorica
(Qm) de 75,0 mg hlgG/g em criogéis de PHEMA-PEI-Cu?*. Prasanna, Kamalanathan &
Vijayalahshmi (2015) sintetizaram discos monoliticos com histidina imobilizada para a
purificacdo de hlgG e reportaram o valor de Qm de 19.83 mg hlgG/mL disco e Kq na
ordem de 10° para o disco de etilenodiamina (EDA). Naik, Raina & Lali (2011)
produziram esferas de polimetacrilato com triptofano imobilizado como ligante de
pseudobioafinidade para a purificacdo de hlgG. Os valores de Qm e Kqg obtidos pelos
autores foi de 78 mg hlgG/mL gel e 5,31 x 10 mol L, respectivamente. Bresolin,
Bresolin & Bueno (2020) avaliaram as isotermas de adsorcdo de anticorpos
monoclonais em membranas de PEVA-IDA e chegaram em valores de 71,7 mg/g
adsorvente e 2,0 x 10° mol L? para, respectivamente, Qm e Kgwr do modelo de

Langmuir-Freundlich.

Concomitantemente, Hahn, Schlegel & Jungbauer (2003) obtiveram Kg na
ordem de 10 mol L™ para adsorventes com proteina A como ligante para a purificagdo

de hlgG. Ao contrario de ions metélicos imobilizados, aminoacidos e corantes, a
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proteina A é um ligante bioespecifico, possuindo alta afinidade pelas moléculas de I1gG,

explicando os valores de Kq encontrados por esses autores.

No sistema tamponante utilizado, a capacidade maxima de adsorcao do criogel
de PAAmM-CS-GA-AGE-IDA-Ni** pode ser considerada como intermediaria em
comparacdo a Qm de outros adsorventes de 1gG reportados na literatura. Entretanto, as
constantes de dissociacdo obtidas mostram alta afinidade do complexo IDA-Ni?*-hlgG,

quando comparados a outros ligantes pseudobioespecificos para a captura de 1gG.
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho, criogéis monoliticos de poliacrilamida e quitosana foram
sintetizados, estudando o efeito da presenca dos reagentes GA e AGE durante a sintese,
além do efeito do tipo de solu¢do de CS utilizada. Por meio dos grupos epoxi
disponibilizados pelo AGE, foi possivel imobilizar covalentemente o agente quelante
IDA a estrutura do criogel. Ensaios de caracterizacdes fisicas, morfologicas, mecanicas
e visuais foram realizados para a selecdo da melhor condi¢do de sintese do criogel. De
acordo com os resultados, o criogel sintetizado com quitosana de baixa massa
molecular, 20 pL de GA ¢ 200 uL de AGE foi o mais adequado para ser utilizado como
fase estacionaria em cromatografia de baixa pressdo. Além disso, este criogel foi capaz

de quelatar 472,76 ¢ 33,71 umol de ions Cu?* e Ni?*, respectivamente.

Em seguida, foram realizados estudos de adsorcdo de hlgG pré-purificada no
criogel na presenca ou ndo dos jons metalicos Cu®* e Ni?* em diferentes condicdes de
adsorcéo e eluicdo. De acordo com os resultados obtidos, a natureza do tampdo, ion
metalico, forca ibnica e valor de pH afetaram diretamente nos resultados de adsorcao e
eluicdo da hlgG. As condi¢bes mais promissoras de adsorgdo foram empregadas em

experimentos cromatograficos de purificacdo de hlgG a partir do soro humano.

Dentre os sistemas tamponantes avaliados e baseando-se em quantidades de
proteinas totais adsorvidas e perfis eletroforéticos, foram selecionados o criogel
contendo fons Ni?* quelatados e o tampdo NaP a pH 7,0 + imidazol (2 mmol L™?). A
imunodifusdo radial desta condicdo mostrou que a hlgG foi eluida da coluna com

pureza de 88% e rendimento de 55%, exibindo potencial para a purificagdo da higG.

Na melhor condi¢cdo tamponante, foram realizados experimentos para a curva de
ruptura e experimentos cinéticos de adsorcdo de hlgG, sendo possivel determinar
parametros dos modelos de Langmuir e Langmuir-Freundlich. Os ensaios de adsor¢éo
de hlgG para construcdo das isotermas de adsor¢do mostraram que o modelo de
Langmuir-Freundlich representou melhor os dados experimentais, com valor de
Qm igual a 31,19 + 0,28 mg hlgG/ g criogel e Kqwr igual a 3,00 x 108 mol L (R2 =
0,9933 e ¥ = 1,19). Quando esses valores sdo comparados aos valores reportados na
literatura, esses resultados mostram a alta afinidade do complexo IDA-Ni?*-higG,

apesar da capacidade méxima de adsorcao possuir valor intermediério.
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Portanto, pode-se dizer que o criogel constituido de PAAm, CS, GA, AGE e
IDA imobilizado com ions Ni?* quelatados possui potencial para ser utilizado como fase
estacionaria em cromatografia para purificacdo de hlgG a partir do soro humano. Além
disso, o criogel preparado poderia ser testado como fase estacionaria em cromatografia

de afinidade utilizando outros ligantes e ions metalicos.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Por meio da analise dos resultados de sintese dos criogéis e de purificacdo da
hlgG a partir do soro humano, percebe-se que determinados aspectos podem ser

aprofundados em trabalhos subsequentes, tais como:

Sintese e caracterizagdo do criogel de poliacrilamida-quitosana

Avaliar como a temperatura de congelamento interfere na criogelificacdo e nas
caracteristicas fisicas do criogel; estudar composi¢des de criogéis com diferentes
concentragdes quitosana; caracterizar o monolito quanto ao seu potencial zeta; testar
outros fons metalicos quelatados, como Co?* e Zn?*, para verificar como influenciam na
adsorcdo de hlgG no criogel; analisar o efeito de outros ligantes, como agentes
quelantes, aminoacidos, corantes, etc. na adsor¢do de ions metalicos e proteinas no

criogel.

Ensaios cromatograficos

Examinar diferentes sistemas tamponantes e avaliar o efeito do valor de pH,
natureza do tampdo, condutividade, entre outros, em mais condigdes; observar a
purificacdo e separagdo de outras proteinas no criogel; avaliar o potencial de purificacdo

de fragmentos de hlgG no criogel.
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APENDICE A. BALANCOS DE MASSA DE CROMATOGRAFIAS COM hlgG
PRE-PURIFICADA

A.1 - Criogel de PAAM-CS m-GA(20) (Controle) em diferentes sistemas tamponantes

Tabela A.1. 1 - Cromatografia hlgG pré-purificada em tampdes MOPS, Tris-HCI e NaP
a pH 7,0 e tamp3o MES a pH 5,50 (25 mmol L™). Leito: 3,0 mL. Eluicio: Respectivo
tampao + NaCl (1,0 mol L). Quantificacdo pela metodologia de Bradford (1976). PT:
Proteinas Totais; I: Injecdo; L: Lavagem; E: Eluicdo; Rec.: Recuperacao.

Fracdes MOPS pH 7,0 Tris-HCI pH 7,0 NaP pH 7,0 MES pH 5,5
PT (mg) % PT (mg) % PT (mg) % PT (mg) %
| 1,95 =+ 0,20 (100,00|1,68 + 0,14|100,00|2,62 + 0,27|100,00(2,19 + 0,16| 100,00
L 1,74 + 0,18 89,37 |{1,80 + 0,11|106,88|2,80 + 0,26 |106,79(2,09 + 0,05| 95,28
E 0,08 + 0,00| 4,18 |0,01 + 0,00| 0,43 |0,02 + 0,00/ 0,88 [0,12 + 0,01| 5,60
Rec. 1,82 + 0,18 93,55|1,80 + 0,11|107,31|2,82 + 0,27|107,67|2,21 + 0,07| 100,89

A.2 —Criogel de PAAM-CS-GA-AGE-IDA, PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Cu?* e PAAmM-
CS-GA-AGE-IDA-Ni%* em diferentes condicdes de eluicdo, natureza do tampéo e pH

Tabela A.2. 1 - Cromatografia hlgG pré-purificada em tamp6es MOPS a pH 6,5 e 7,0,
Tris-HCI e NaP a pH 7,0, tampdo MES a pH 5,50. Leito: 3,0 mL de PAAM-CS-GA-
AGE-IDA. Eluicdo: Respectivo tampdo + NaCl (1,0 mol L!). Quantificacdo pela
metodologia de Bradford (1976). PT: Proteinas Totais; I: Injecdo; L: Lavagem; E:
Eluicdo; Rec.: Recuperagéo.

Fracdes MOPS pH 7,0 Tris-HCI pH 7,0 NaP pH 7,0 MES pH 5,5 MOPS pH 6,5
PT (mg) % PT (mg) % PT (mg) % PT (mg) % PT (mg) %
1 2,22 + 0,10(100,00|1,81 + 0,05|100,00|2,56 + 0,28100,00|1,83 + 0,10 100,00 (2,78 + 0,30(100,00
L 0,67 =+ 0,11| 29,99 |1,08 + 0,05| 59,67 |2,30 + 0,08| 89,71 0,02 + 0,00 1,07 |0,31 + 0,02 11,13
E 1,37 + 0,01|61,53(0,87 + 0,02 47,79 (0,26 + 0,03 | 10,05 |1,90 + 0,07| 103,48 (2,56 + 0,25| 92,08
Rec. 2,04 + 0,11]91,52|1,95 + 0,05|107,46|2,55 + 0,11| 99,76 | 1,92 + 0,07 | 104,54 |2,87 + 0,23|103,21

Tabela A.2. 2 - Cromatografia hlgG pré-purificada em tampdes MOPS, Tris-HCI e NaP
apH 7,0. Leito: 3,0 mL de criogel de PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Cu?*. Eluicdo: Tampao
acetato a pH 4,0 (25 mmol L™). Regeneracio: EDTA a pH 7,0. Quantificacio pela
metodologia de Bradford (1976). PT: Proteinas Totais; I: Injecdo; L: Lavagem; E:
Eluicdo; R: Regeneracdo; Rec.: Recuperagéo.

Fragdes MOPS Tris-HCI NaP
PT (mg) % PT (mg) % PT (mg) %
I 2,22 + 0,11|100,00|2,14 + 0,14|100,00|2,38 + 0,23 (100,00
L 0,07 + 0,01| 2,94 |0,00 = 0,00| 0,17 |0,12 = 0,07 | 5,66
E 0,14 + 0,01| 6,33 |0,08 = 0,05| 3,86 |0,08 = 0,06 | 3,40
R 2,16 + 0,10|97,45|2,21 + 0,10|103,01|2,34 + 0,10 98,17
Rec. 2,36 + 0,10|106,72]|2,29 + 0,15|107,04|2,54 + 0,24 (107,23

Tabela A.2. 3 - Cromatografia hlgG pré-purificada em tamp6es MOPS, Tris-HCI e NaP
a pH 7,0 + imidazol (2 mmol L™?). Leito: 3,0 mL de criogel de PAAM-CS-GA-AGE-
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IDA-Cu?*. Eluicdo: Respectivo tampdo + imidazol (100 mmol L7). Regeneracio:
EDTA a pH 7,0. Quantificacdo pela metodologia de Bradford (1976). PT: Proteinas

Totais; I: Injecdo; L: Lavagem; E: Eluicdo; R: Regeneracdo; Rec.: Recuperacao.

Fragties MOPS Tris-HCI NaP
PT (mg) % PT (mg) % PT (mg) %
| 2,06 + 0,21|100,00/1,93 + 0,01(100,00|2,14 + 0,19 (100,00
L 0,35 + 0,18| 16,82 |0,07 £ 0,01| 3,64 |0,93 £ 0,06 | 43,45
E 1,35 + 0,00| 65,84 (158 + 0,07| 81,74 1,11 + 0,16 | 52,00
R 0,50 + 0,00| 24,21]0,23 + 0,06 11,67 0,24 + 0,01 11,03
Rec. 2,19 + 0,18|106,86|1,87 + 0,03| 97,05 |2,28 + 0,21 (106,48

Tabela A.2. 4 - Cromatografia hlgG pré-purificada em tampdes MOPS, Tris-HCI e NaP
a pH 7,0 + NaCl (100 mmol L) + imidazol (2 mmol L™?). Leito: 3,0 mL de criogel de
PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Cu?*. Eluicdo: Respectivo tamp&o + NaCl (100 mmol L) +
imidazol (100 mmol L™). Regeneragdo: EDTA a pH 7,0. Quantificagdo pela
metodologia de Bradford (1976). PT: Proteinas Totais; I: Inje¢do; L: Lavagem; E:
Eluicdo; R: Regeneracdo; Rec.: Recuperacéo.

Fracdes MOPS Tris-HCI NaP
PT (mg) % PT (mg) % PT (mg) %
| 2,12 + 0,38(100,00|2,25 + 0,10|100,00| 2,12 + 0,09 (100,00
L 1,62 + 0,30 76,01 0,57 + 0,02| 25,43 1,80 + 0,06 | 85,15
E 0,50 + 0,14|23,68|1,52 + 0,09| 67,75|0,45 + 0,02 | 21,07
R 0,08 + 0,05| 3,57 |0,12 + 0,01| 5,44 |0,06 = 0,06 | 2,60
Rec. 2,19 + 0,48|103,26|2,22 + 0,10| 98,62 | 2,30 + 0,09 (108,83

Tabela A.2. 5 - Cromatografia hlgG pré-purificada em tampdo MOPS a pH 6,5. Leito:
3,0 mL de criogel de PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Cu?*. Eluigdo: MOPS a pH 6,5 +
imidazol (100 mmol L) ou tamp&o acetato de sodio a pH 4,0. Regeneracdo: EDTA a
pH 7,0. Quantificacdo pela metodologia de Bradford (1976). PT: Proteinas Totais; I:
Injecdo; L: Lavagem; E: Eluicdo; R: Regeneracdo; Rec.: Recuperacdo.

. MOPS_pH 6.5+ Acetato pH 4,0
Eluicio Imidazol 1
(100 mmol L™ (25 mmol L7
Fragoes PT (mg) % PT (mg) %
| 2,53 + 0,21|100,00|2,10 + 0,48|100,00
L 0,04 + 0,00| 1,76 |0,03 = 0,01| 1,30
E 2,20 + 0,15 86,89 0,12 + 0,08| 5,62
R 0,33 + 0,05] 13,00 |2,00 + 0,41] 95,43
Rec. 2,57 + 0,48]101,65|2,15 + 0,51|102,35

Tabela A.2. 6 - Cromatografia hlgG pré-purificada em tamp6es MOPS a pH 6,5 e 7,0,
Tris-HCI a pH 7,0 + NaCl (1,0 mol L) + imidazol (2 mmol L), NaP a pH 7,0 +
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imidazol (2 mmol L™?). Leito: 3,0 mL de criogel de PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Ni?".
Eluicdo: Respectivo tampéo + imidazol (100 mmol L™) ou acetato de sodio a pH 4,0.
Regeneracdo: EDTA a pH 7,0. Quantificacdo pela metodologia de Bradford (1976). PT:
I: Injecdo; L: Lavagem; E: Eluicdo; R: Regeneragdo; Rec.:

Proteinas Totais;

Recuperacéo.
Fracs MOPS pH 7,0 Tris-HC pH 7’0; NaP pH 7,0 MQPS pH 7,0 MOPS pH 6,5
racoes NaCl (1,0 mol L™) (E: acetato)
PT (mg) % PT (mg) % PT (mg) % PT (mg) % PT (mg) %
| 2,35 + 0,31(100,00|2,17 + 0,16(100,00|2,89 + 0,24 (100,00|2,26 + 0,05] 100,00 (2,45 + 0,13|100,00
L 0,45 + 0,09( 19,19 2,00 + 0,05(92,53 1,52 + 0,04 5255|050 + 0,02| 21,92 (0,23 + 0,03| 9,58
E 1,65 + 0,24| 70,26 |0,02 + 0,02| 0,75 |1,32 + 0,21 | 45,68 |0,38 + 0,06| 16,68 (1,91 + 0,04| 77,87
R 0,38 + 0,01 1598|0,13 + 0,06 5,80 |0,20 + 0,02 6,93 |1,47 + 0,04| 64,85 (0,25 + 0,04| 10,11
Rec. 2,48 + 0,34105,43|2,15 + 0,00 99,08 | 3,04 + 0,27|105,16|2,34 + 0,00 103,45|2,39 + 0,10| 97,57
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APENDICE B. CROMATOGRAMAS, BALANCOS DE MASSA E
ELETROFORESES DOS ENSAIOS CROMATOGRAFICOS REALIZADOS
COM SORO HUMANO

Figura B. 1 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtencdo de cromatograma (a),
balanco de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorcdo de proteinas do
soro humano em PAAmM-CS-GA-AGE-IDA. Leito: 3,0 mL. Vazdo: 2,0 mL min.
Legenda: | - Inje¢ao: 75 pL de soro em 1050 pL de tampao MOPS a pH 7,0; W -
Lavagem: Tampdo MOPS a pH 7,0; E - Eluicdo: Tampdo MOPS a pH 7,0 + NaCl
(1,0 mol L1). M: marcador de alta massa molecular; I: injecdo; W: pool das fragdes de
lavagem mais concentradas; E: pool das fracGes de eluicdo mais concentradas; hlgG:
marcador de 1gG humana; hTRF: transferrina humana; HSA: albumina humana.
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Figura B. 2 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtencdo de cromatograma (a),
balanco de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsor¢do de proteinas do
soro humano em PAAmM-CS-GA-AGE-IDA. Leito: 3,0 mL. Vazdo: 2,0 mL min.
Legenda: | - Inje¢do: 75 pL de soro em 1050 uL de tampao Tris-HCl a pH 7,0; W -
Lavagem: Tampao Tris-HCI a pH 7,0; E - Elui¢cdo: Tampé&o Tris-HCl a pH 7,0 + NaCl
(1,0 mol LY. M: marcador de alta massa molecular; I: injecdo; W: pool das fragdes de
lavagem mais concentradas; E: pool das fracGes de eluicdo mais concentradas; hlgG:
marcador de 19G humana; hTRF: transferrina humana; HSA: albumina humana.
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Figura B. 3 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtencdo de cromatograma (a),
balanco de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorcdo de proteinas do
soro humano em PAAmM-CS-GA-AGE-IDA. Leito: 3,0 mL. Vazdo: 2,0 mL min.
Legenda: | - Inje¢dao: 75 plL de soro em 1050 puL de tampao NaP a pH7,0; W -
Lavagem: Tampdo NaP a pH 7,0; E - Eluicdo: Tampdo NaP a pH 7,0 + NaCl
(1,0 mol LY. M: marcador de alta massa molecular; I: injecdo; W: pool das fragdes de
lavagem mais concentradas; E: pool das fracGes de eluicdo mais concentradas; hlgG:
marcador de 19gG humana; hTRF: transferrina humana; HSA: albumina humana.
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Figura B. 4 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtencdo de cromatograma (a),
balanco de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorcdo de proteinas do
soro humano em PAAmM-CS-GA-AGE-IDA. Leito: 3,0 mL. Vazdo: 2,0 mL min.
Legenda: | - Injecdo: 75 pL de soro em 1050 pulL de tampao MES a pH5,5 W -
Lavagem: Tampdo MES a pH 5,5; E - Eluicdo: Tampdo MES a pH 5,5 + NaCl
(1,0 mol LY. M: marcador de alta massa molecular; I: injecdo; W: pool das fragdes de
lavagem mais concentradas; E: pool das fracGes de eluicdo mais concentradas; hlgG:
marcador de 19gG humana; hTRF: transferrina humana; HSA: albumina humana.
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Figura B. 5 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtencdo de cromatograma (a),
balanco de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorcdo de proteinas do
soro humano em PAAmM-CS-GA-AGE-IDA. Leito: 3,0 mL. Vazdo: 2,0 mL min.
Legenda: | - Inje¢do: 75 pL de soro em 1050 pL de tampao MOPS a pH 6,5; W -
Lavagem: Tampdo MOPS a pH 6,5; E - Eluicdo: Tampdo MOPS a pH 6,5 + NaCl
(1,0 mol L1). M: marcador de alta massa molecular; I: injecdo; W: pool das fragdes de
lavagem mais concentradas; E: pool das fracGes de eluicdo mais concentradas; hlgG:
marcador de 19gG humana; hTRF: transferrina humana; HSA: albumina humana.
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Figura B. 6 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtencdo de cromatograma (a),
balanco de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorcdo de proteinas do
soro humano em PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Cu?*. Leito: 3,0 mL. Vaz&o: 2,0 mL min™.,
Legenda: | - Injegdo: 75 pL de soro em 1050 puLL de tampao MOPS a pH 7,0 + imidazol
(2 mmol L1); W - Lavagem: Tampdo MOPS a pH 7,0 + imidazol (2 mmol L?); E -
Eluicdo: Tampdo MOPS a pH 7,0 + Imizadol (100 mmol L™); R - Regeneragdo: EDTA
a pH 7,0. M: marcador de alta massa molecular; I: injecdo; W: pool das fracdes de
lavagem mais concentradas; E: pool das fragfes de eluicdo mais concentradas; R: pool
das fraces da regeneracao mais concentradas; hlgG: marcador de IgG humana; hTRF:
transferrina; HSA: albumina.
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Figura B. 7 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtencdo de cromatograma (a),
balanco de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorcdo de proteinas do
soro humano em PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Cu?*. Leito: 3,0 mL. Vaz&o: 2,0 mL min,
Legenda: | - Injecdo: 75 pulL de soro em 1050 uL de tampao MOPS a pH 7,0 + NaCl
(100 mmol L) + Imidazol (2 mmol LY); W - Lavagem: Tampdo MOPS a pH 7,0 +
NaCl (100 mmol L) + imidazol (2 mmol L?); E - Elui¢do: Tampdo MOPS a pH 7,0 +
NaCl (100 mmol L) + imizadol (100 mmol LY); R - Regeneracdo: EDTA a pH 7,0. M:
marcador de alta massa molecular; I: injecdo; W: pool das fragfes de lavagem mais
concentradas; E: pool das fracdes de eluicdo mais concentradas; R: pool das fracbes da
regeneragdo mais concentradas; hlgG: marcador de IgG humana; hTRF: transferrina;
HSA: albumina.
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Figura B. 8 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtencdo de cromatograma (a),
balanco de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsor¢do de proteinas do
soro humano em PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Cu?*. Leito: 3,0 mL. Vaz&o: 2,0 mL min™,
Legenda: I - Injegdo: 75 uL de soro em 1050 pL de tampao Tris-HCl a pH 7,0 + NaCl
(1000 mmol L) + imidazol (2 mmol L); W - Lavagem: Tamp&o Tris-HCl a pH 7,0 +
NaCl (1000 mmol L?) + imidazol (2 mmol L™?); E - Eluicdo: Tampédo Tris-HCI a
pH 7,0 + NaCl (1000 mmol L) + Imizadol (100 mmol L™?); R - Regeneragdo: EDTA a
pH 7,0. M: marcador de alta massa molecular; I: injecdo; W: pool das fragdes de
lavagem mais concentradas; E: pool das fracbes de eluicdo mais concentradas; R: pool
das fracOes da regeneracdo mais concentradas; hlgG: marcador de IgG humana; hTRF:
transferrina; HSA: albumina.
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Figura B. 9 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtencdo de cromatograma (a),
balanco de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorcdo de proteinas do
soro humano em PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Cu?*. Leito: 3,0 mL. Vaz&o: 2,0 mL min™,
Legenda: | - Injegdo: 75 pL de soro em 1050 pulL de tampao NaP a pH 7,0 + imidazol
(2 mmol LY); W - Lavagem: Tampdo NaP a pH 7,0 + imidazol (2 mmol L™Y); E -
Eluicdo: Tampdo NaP a pH 7,0 + Imizadol (100 mmol L); R - Regeneracdo: EDTA a
pH 7,0. M: marcador de alta massa molecular; I: injecdo; W: pool das fracdes de
lavagem mais concentradas; E: pool das fragfes de eluicdo mais concentradas; R: pool
das fraces da regeneracdo mais concentradas; hlgG: marcador de IgG humana; hTRF:
transferrina; HSA: albumina.
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Figura B. 10 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtencdo de cromatograma (a),
balanco de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorcdo de proteinas do
soro humano em PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Cu?*. Leito: 3,0 mL. Vaz&o: 2,0 mL min™,
Legenda: | - Injegdo: 75 pL de soro em 1050 pL de tampao MOPS a pH 6,5 + Imidazol
(2 mmol L1); W - Lavagem: Tampdo MOPS a pH 6,5 + imidazol (2 mmol L?); E -
Eluicdo: Tampdo MOPS a pH 6,5 + imizadol (100 mmol L); R - Regeneracdo: EDTA
a pH 7,0. M: marcador de alta massa molecular; I: injecdo; W: pool das fracdes de
lavagem mais concentradas; E: pool das fragfes de eluicdo mais concentradas; R: pool
das fraces da regeneracdo mais concentradas; hlgG: marcador de IgG humana; hTRF:
transferrina; HSA: albumina.
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Figura B. 11 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtencdo de cromatograma (a),
balanco de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorcdo de proteinas do
soro humano em PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Ni?*. Leito: 3,0 mL. Vazdo: 2,0 mL min™.,
Legenda: | - Injecéo: 75 pL de soro em 1050 pL de tampdo MOPS a pH 7,0 + NaCl
(100 mmol L) + imidazol (2 mmol L™?); W - Lavagem: Tamp&o MOPS a pH 7,0 +
NaCl (100 mmol L) + imidazol (2 mmol L?); E — Eluigdo: MOPS a pH 7,0 + NaCl
(100 mmol L) + imidazol (100 mmol L?); R - Regeneracéo: Solu¢do EDTA a pH 7,0.
M: marcador de alta massa molecular; I: injegdo; W: pool das fragdes de lavagem mais
concentradas; E: pool das fracdes da eluicdo mais concentradas; R: pool das fraces da
regeneragdo mais concentradas; hlgG: marcador de IgG humana; hTRF: transferrina;
HSA: albumina.
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Figura B. 12 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtencdo de cromatograma (a),
balanco de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorcdo de proteinas do
soro humano em PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Ni?*. Leito: 3,0 mL. Vazdo: 2,0 mL min™.,
Legenda: | - Injeg@o: 75 pL de soro em 1050 pulL de tampao MOPS a pH 7,0 + imidazol
(2 mmol L1); W - Lavagem: Tamp&o MOPS a pH 7,0 + imidazol (2 mmol LY); E —
Eluicdo: MOPS a pH 7,0 + imidazol (100 mmol L™); R - Regeneracdo: Solucdo EDTA
a pH 7,0. M: marcador de alta massa molecular; I: injecdo; W: pool das fracdes de
lavagem mais concentradas; E: pool das fragfes da eluicdo mais concentradas; R: pool
das fraces da regeneracdo mais concentradas; hlgG: marcador de IgG humana; hTRF:
transferrina; HSA: albumina.
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Figura B. 13 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtencdo de cromatograma (a),
balanco de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorcdo de proteinas do
soro humano em PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Ni?*. Leito: 3,0 mL. Vazdo: 2,0 mL min™.,
Legenda: | - Injeg@o: 75 puL de soro em 1050 pulL de tampao MOPS a pH 6,5 + imidazol
(2 mmol L1); W - Lavagem: Tamp&o MOPS a pH 6,5 + imidazol (2 mmol LY); E —
Eluicdo: MOPS a pH 6,5 + imidazol (100 mmol L?); R - Regeneragéo: Solucdo EDTA
a pH 7,0. M: marcador de alta massa molecular; I: injecdo; W: pool das fracdes de
lavagem mais concentradas; E: pool das fragfes da eluicdo mais concentradas; R: pool
das fraces da regeneracdo mais concentradas; hlgG: marcador de IgG humana; hTRF:
transferrina; HSA: albumina.
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Figura B. 14 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtencdo de cromatograma (a),
balanco de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorcdo de proteinas do
soro humano em PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Ni?*. Leito: 3,0 mL. Vazdo: 2,0 mL min™.,
Legenda: | - Injegdo: 75 puL de soro em 1050 pL de tampao NaP a pH 7,0 + imidazol (2
mmol L); W - Lavagem: Tamp&o NaP a pH 7,0 + imidazol (2 mmol L?); E — Eluic&o:
NaP a pH 7,0 + imidazol (100 mmol L™); R - Regeneracéo: Solucio EDTA a pH 7,0.
M: marcador de alta massa molecular; I: injecdo; W: pool das fracdes de lavagem mais
concentradas; E: pool das fracdes da eluicdo mais concentradas; R: pool das fracbes da
regeneracdo mais concentradas; hlgG: marcador de 1gG humana; hTRF: transferrina;
HSA: albumina.
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Figura B. 15 - Experimento (1) e duplicata (2) para obtencdo de cromatograma (a),
balanco de massa (b) e eletroforese (c) da cromatografia de adsorcdo de proteinas do
soro humano em PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Ni?*. Leito: 3,0 mL. Vazdo: 2,0 mL min™,
Legenda: I - Injegdo: 75 uL de soro em 1050 pL de tampao Tris-HCl a pH 7,0 + NaCl
(1000 mmol L) + imidazol (2 mmol L); W - Lavagem: Tamp&o Tris-HCl a pH 7,0 +
NaCl (1000 mmol L) + imidazol (2 mmol L™); E - Eluicdo: Tampao Tris-HCI a
pH 7,0 + NaCl (1000 mmol L) + imidazol (100 mmol L™?); R - Regeneragdo: EDTA a
pH 7,0. M: marcador de alta massa molecular; I: injecdo; W: pool das fragdes de
lavagem mais concentradas; E: pool das fracbes de eluicdo mais concentradas; R: pool
das fracOes da regeneracdo mais concentradas; IgG: marcador de hlgG humana; hTRF:
transferrina; HSA: albumina.

(1) (a_) 0,8 - (b) Fragdes PT (mg) %0
Injegio 230 100,0%
g 07 Lavagem 218 04.029% hleG
S 06 Eluigio 0,00 0,03%
S Regeneracio 0,01 0,30%
& ~05" Recuperagio 2,19 0525%
L4
S E 04
= hTRF
m -
g gos HSA
S 02
[&)
S 01-
o
0 : : - ‘
0 10 20 30 40
NUmero de Fracdes
(2) (a) 0,9 - (b) Fracdes PT (mg) %
08 | Injecio 232 100,0%
! Lavagem 2,19 04 63%
0,7 Ehuigio 0,02 0.69%
06 - Regeneracdo 0.03 1.40%

Recuperagio 2.24 06,73%

7,05 -
E 04 -
£03
02 -

0,1 -

Concentracéo de proteinas
g

0 10 20 30 40
NUmero de Fragdes



171

APENDICE C. CURVA DE CALIBRACAO DE hlgG PARA OS
EXPERIMENTOS DE IMUNODIFUSAO RADIAL

Figura C. 1 — Curva de calibragédo de hlgG para os experimentos de imunodifuséo
radial (RID)
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APENDICE D. CROMATOGRAMAS, BALANCOS DE MASSA E
ELETROFORESES DOS ENSAIOS DE CURVA DE RUPTURA REALIZADOS
COM SORO HUMANO

Figura D. 1 - Experimento (1) para obtencdo de cromatograma (a), balanco de massa
(b) e eletroforese (c) da curva de ruptura de adsor¢do de proteinas do soro humano em
PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Ni?". Leito: 3,0 mL. Vazdo: 2,0 mL min?!. Legenda: | -
Injecdo: 38 mL de 2,0 mL de soro humano diluido 15 vezes em tamp&o NaP a pH 7,0 +
imidazol (2 mmol L?); F — Flowthrough: Proteinas ndo adsorvidas durante a inje¢do; W
- Lavagem: Tamp&o NaP a pH 7,0 + imidazol (2 mmol L™); E — Eluicdo: NaP a pH 7,0
+ imidazol (100 mmol L?); R - Regeneracdo: EDTA a pH 7,0. M: marcador de alta
massa molecular; I: injecdo; 2 a 6: primeiras fragdes (Volume: 1,0 mL cada) do
flowthrough coletadas; F: pool das demais fragdes do flowthrough; W: pool das fragdes
de lavagem mais concentradas; E: pool das fragdes da eluicdo mais concentradas; R:
pool das fracGes da regeneracdo mais concentradas; hlgG: marcador de IgG humana;
hTRF: transferrina; HSA: albumina.
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Figura D. 2 - Duplicata (2) para obtencdo de cromatograma (a), balan¢o de massa (b) e
eletroforese (c) da curva de ruptura de adsor¢do de proteinas do soro humano em
PAAM-CS-GA-AGE-IDA-Ni?*. Leito: 3,0 mL. Vazdo: 2,0 mL min?. Legenda: | -
Injecdo: 28 mL de 2,0 mL de soro humano diluido 15 vezes em tamp&o NaP a pH 7,0 +
imidazol (2 mmol L?); F — Flowthrough: Proteinas ndo adsorvidas durante a inje¢do; W
- Lavagem: Tamp&o NaP a pH 7,0 + imidazol (2 mmol L™); E — Eluicdo: NaP a pH 7,0
+ imidazol (100 mmol L?); R - Regeneracdo: EDTA a pH 7,0. M: marcador de alta
massa molecular; I: injecdo; 2 a 6: primeiras fragdes (Volume: 1,0 mL cada) do
flowthrough coletadas; F: pool das demais fragdes do flowthrough; W: pool das fracdes
de lavagem mais concentradas; E: pool das fragdes da eluicdo mais concentradas; R:
pool das fracdes da regeneracdo mais concentradas; hlgG: marcador de 1gG humana;
hTRF: transferrina; HSA: albumina.
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APENDICE E. MEDIDA DE CONDUTIVIDADE DOS TAMPOES UTILIZADOS
NOS ENSAIOS CROMATOGRAFICOS

Tabela B. 1 - Condutividade (mS cm™) mensurada nos tampdes preparados

Tampéo Condutivit_:llade
(mScm™)
MES (25 mmol L™) 55 0,39
MES (25 mmol L) + NaCl (1 mol L% 5,5 66,34
MOPS (25 mmol L% 6,5 0,39
MOPS (25 mmol L) + NaCl (1 mol LY 6,5 66,15
MOPS (25 mmol L™) + Imidazol (2 mmol L™) 6,5 0,36
MOPS (25 mmol L™) + Imidazol (100 mmol L™ 6,5 7,46
MOPS (25 mmol L™ 7,0 0,76
MOPS (25 mmol L) + NaCl (0,1 mol L™ 7,0 10,50
MOPS (25 mmol L) + NaCl (1 mol L% 7,0 66,52
MOPS (25 mmol L) + Imidazol (2 mmol L% 7,0 0,72
MOPS (25 mmol L) + Imidazol (100 mmol L% 7,0 4,94

MOPS (25 mmol L) + NaCl (0,1 mol L") + Imidazol (100 mmol L) 7,0 10,09
MOPS (25 mmol L™) + NaCl (0,1 mol L™) + Imidazol 2 mmol L") 7,0 14,71

NaP (25 mmol L™ 7,0 3,05
NaP (25 mmol L™) + NaCl (1 mol L) 7,0 66,44
NaP (25 mmol L) + Imidazol (2 mmol L) 7,0 3,06
NaP (25 mmol L™) + Imidazol (100 mmol L™ 7,0 7,00
NaP (25 mmol L) + NaCl (0,1 mol L) + Imidazol (2 mmol L) 7,0 12,52
NaP (25 mmol L) + NaCl (0,1 mol L") + Imidazol (100 mmol L) 7,0 14,76
Tris-HCI (25 mmol L™) 7,0 2,06
Tris-HCI (25 mmol L™) + NaCl (1 mol L% 7,0 66,50
Tris-HCI (25 mmol L™) + Imidazol (2 mmol L™ 7,0 2,13
Tris-HCI (25 mmol L™) + Imidazol (100 mmol L™ 7,0 7,28

Tris-HCI (25 mmol L) + NaCl (0,1 mol L™) + Imidazol (2 mmol L") 7,0 11,34
Tris-HCI (25 mmol L™) + NaCl (0,1 mol L) + Imidazol (100 mmol L) 7,0 16,19
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