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RESUMO

Raiva ou hidrofobia € uma infecgéo viral que atinge o sistema nervoso
central, ocorrendo em animais e humanos. As proteinas principais encontradas no
virus da raiva que atuam ativando o sistema imune sao a nucleoproteina N (NPV)
e a glicoproteina G, uma proteina transmembrana que forma o envelope viral e
induz a producao de anticorpos neutralizantes que protegem contra o ataque viral.
Este trabalho visou a purificagdo da glicoproteina G do virus da raiva com cauda
de polihistidina (GPV) a partir do lisado e do sobrenadante da cultura de células de
inseto Drosophila melanogaster Schneider 2 (S2AcGPV2), transfectadas com o
vetor pAc 5.1/V5-His A contendo o gene da GPV, empregando cromatografia de
afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC). Os aspectos abordados neste
trabalho foram a derivatizacao do gel de agarose com o agente quelante acido
iminodiacético (agarose-IDA) e a avaliacdo da seletividade, capacidade e
reprodutibilidade do gel de agarose-IDA-Ni?* na adsor¢do da GPV em funcgdo de
diferentes sistemas tamponantes e de diferentes estratégias de dessorcao de GPV
(abaixamento de pH ou aumento da concentracdo de agente competitivo). A
seletividade em cada sistema tamponante foi determinada por eletroforese SDS-
PAGE das fracoes dos picos de proteina obtidos nas cromatografias e a
quantificacdo de GPV presente nas fragdes cromatograficas foi realizada atraves
de ensaios do tipo ELISA. A melhor condicdo utilizada para a purificacdo da
glicoproteina G foi a alimentagdo de lisado de células em coluna contendo
agarose-IDA-Ni?* equilibrada com tampao fosfato de sédio 20 mM, cloreto de
s6dio 500 mM, imidazol 2 mM pH 7,0. A lavagem foi realizada com tampé&o fosfato
de sdodio 20 mM, cloreto de sddio 500 mM, imidazol 2 mM pH 6,0 e a eluigéo por
aumento de concentracdo de imidazol para 200 e 500 mM. Os resultados
demonstraram a potencialidade de utilizacdo do método de IMAC para a
purificacado da glicoproteina G do virus da raiva.

Palavras — chave: glicoproteina G do virus da raiva, purificagdo, IMAC, vacina

contra raiva.
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ABSTRACT

Rabies or hydrophobia is a viral infection that affects the central nervous
system, occuring in animals and humans. The main proteins found in rabies virus
that activates the immunological system are the N nucleoprotein (NPV) and the G
glycoprotein, a transmembrane protein that forms the spikes of the virus and
induces virus-neutralizing antibodies that protect against infection. This research
aimed at the purification of the rabies virus glycoprotein containing a polyhistidine
tag (GPV) from lisate and supernatant of Drosophila melanogaster Schneider 2
(S2AcGPV2) cells culture, transfected with the vector pAc 5.1/V5-His A containing
the GPV gene, using immobilized metal ion affinity chromatography (IMAC). The
aspects developed in this project were the agarose gel derivatization with the
chelating agent iminodiacetic acid (IDA) and the evaluation of the agarose-IDA-Ni**
gel seletivity, capacity and reproductibility at the GPV adsorption, regarding
different buffer systems and different GPV's desorption strategies (lowering the pH
of the buffer or increasing the concentration of a competitive agent in the buffer).
The seletivity in each buffer system was determined by performing SDS-PAGE
electrophoresis on the chromatographic samples with the larger concentration of
proteins, and the GPV quantification in these samples was determined by ELISA
assays. The best results of purification were found when lisate was fed into an
agarose-IDA-Ni?* column equilibrated with 20 mM sodium phosphate buffer
containing 500 mM sodium chloride and 2 mM imidazole pH 7,0. The washing step
was proceeded with 20 mM sodium phosphate buffer containing 500 mM sodium
chloride and 2 mM imidazole pH 6,0 and the elution proceeded by raising the
imidazole concentration at the wash buffer to 200 e 500 mM. The results

demonstrated the potencial of using IMAC to purify rabies virus G glycoprotein.

keywords: rabies virus glycoprotein, purification, IMAC, rabies vaccine.
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DEAE-sepharose: dietilaminoetil-agarose;

EDTA: Acido etilenodiamino tetracético;

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ensaio imunoabsorvente ligado a

enzimay);
GPV: Glicoproteina G do virus da raiva;
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IMAC: Immobilized metal ion affinity chromatography (Cromatografia de afinidade

por ions metélicos imobilizados);

MDBK: Madin Darby bovine Kidney (rim de bovino Madin Darby);
MES: Acido 2-morfolinoetano sulfénico;

MMA: MES, MOPS e acetato;
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viral);
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1. INTRODUCAO

Os avancos cientificos na area de biotecnologia vém possibilitando a
producdo em grande escala de proteinas e peptideos utilizados na industria
farmacéutica e na obtencao de vacinas. Entre os produtos virais de interesse, com
relagdo a produgao de imunobiolégicos, encontra-se a glicoproteina G do virus da
raiva, proteina constituinte da vacina contra a raiva que confere protecao

imunologica.

O virus da raiva, membro do género Lyssavirus, da familia Rhabdoviridae,
possui uma unica fita simples de RNA ndo segmentada e causa uma forma fatal
de encefalomielite que constantemente produz vitimas em seres humanos e em
animais domésticos ou selvagens (Gupta et al., 2005). A doenga € transmitida
através da mordida de um animal infectado, geralmente de um céao, e pode ser
prevenida através da administragdo oportuna de vacina pds-mordedura

(Nagarajan et al., 2006).

O virus se transmite da regido da mordedura até o cérebro, causando
sintomas como convulsdes, exaustdo ou paralisia, sendo a morte inevitavel. A
raiva é particularmente predominante em paises em desenvolvimento da Asia e
Africa, onde se estima 55000 mortes humanas por ano causadas pela doenca
(World Health Organization, 2004). Caes e gatos infectados estdo envolvidos em
cerca de 99% dos casos humanos e, em vista disto, 0 meio mais efetivo de reduzir
a incidéncia da raiva em seres humanos € prevenir a doenga em animais através

da vacinacao (Drings et al., 1999).

Cinco proteinas estruturais, chamadas nucleoproteina, fosfoproteina,
proteina matriz, glicoproteina e RNA polimerase dependente de RNA, sao
codificadas pelo genoma viral de 12 kbp. A glicoproteina do virus da raiva, Unica
proteina exposta na superficie da particula viral, € o mediador da ligagdo aos
receptores celulares e da entrada em células hospedeiras. A estrutura da
glicoproteina, proteina transmembrana tipo |, consiste em um dominio
citoplasmatico, um dominio transmembrana, e um ectodominio (dominio

extracelular) exposto como trimero na superficie do virus. O ectodominio esta
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envolvido na inducdo da produgdo de anticorpos neutralizantes, que protegem
contra a infecgao viral, € na protecao pré ou pos-exposicao a vacinacao (Gupta et
al., 2005).

Atualmente a raiva tem sido praticamente erradicada no Brasil, mas o
namero de morcegos infectados pelo virus rabico cresceu significativamente no
estado de Sao Paulo, e consequentemente, varios equinos e bovinos tém sido
infectados, vitimas da mordedura dos morcegos. Portanto, torna-se preocupante o
estudo de vacinas mais baratas e eficazes contra a raiva, uma vez que em alguns
paises da América Latina ainda se utiliza a vacina anti-rdbica Fuenzalida &
Palacios, constituida de virus inativados produzidos em cérebro de camundongos
recém-nascidos (Diaz et al., 1989).

Na ultima década, células de inseto foram utilizadas na expressdo de
proteinas recombinantes e na producdo de baculovirus empregados como
biopesticidas. As células embrionarias de dipteros como a Drosophila
melanogaster Schneider 2 (S2), por exemplo, podem ser utilizadas na expressao
de proteinas heterélogas como a dopamina B-hidroxilase humana (Li et al., 1996),
a glicoproteina 120 do envelope do HIV (Culp et al., 1991) e o receptor de
glucagon humano (Tota et al., 1995), dentre outras. Estas células podem ser
cultivadas com menores custos quando comparadas as células de mamiferos,
devido a possibilidade de obtencdo de elevadas densidades celulares em
temperatura ambiente e em condicbes atmosféricas e, com excecdo de N-
glicosilacdo, executam as modificacbes poOs-traducado similares as células de
mamiferos (Benting et al., 2000).

Devido as vantagens apresentadas pela célula de inseto, Yokomizo et al.
(2007) estabeleceram um sistema de expressao génica da glicoproteina do virus
da raiva (S2AcGPV2) em células de Drosophila melanogaster Schneider S2,
transfectadas com o vetor pAc 5.1/V5-His A contendo o gene da GPV, e Batista et
al. (2005), assim como Galesi et al. (2006), tém estudado formulacbes de meios
de cultivo para as células transfectadas com o vetor de expressao. Yokomizo et al.
(2007) verificaram a habilidade desta proteina recombinante expressa induzir a

sintese de anticorpos e proteger contra a infecgdo com o virus da raiva. Para isso,
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realizaram a imunizacdo de camundongos com 114 ng da glicoproteina

recombinante que protegeu 80% dos animais.

A purificagdo de proteinas recombinantes pode ser facilitada
incorporando-se uma cauda (proteina ou peptideo) na por¢do N ou C terminal da
proteina, uma vez que a cauda (proteina ou sequéncia particular de aminoéacidos)
pode ser especificamente reconhecida por um anticorpo ou ligante imobilizado em
uma matriz cromatografica (Wojczyk et al.,, 1996). O aminoacido histidina forma
complexos estaveis com quelatos metdlicos e, portanto, a presen¢a de uma cauda
com seis residuos de histidina acoplada a GPV facilita a purificacdo desta proteina
por cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC) (Porath et
al., 1975; Sulkowski, 1985; Arnold, 1991; Clemmitt e Chase, 2000).

Apesar da incorporagdo de caudas proporcionar maior seletividade na
purificagdo de proteinas, dificiimente a purificagdo pode ser realizada em uma
Unica etapa. No caso da GPV, a separacao soélido-liquido (separacéo das células
do meio de cultivo e a lise celular) € sempre requerida e, normalmente, apés a
separacdo soOlido-liquido, sdo necessarias etapas de ultrafiliracdo e de
precipitacdo para eliminacdo de impurezas antes da alimentagdo da solugao

protéica na coluna cromatografica.

A vacina anti-rabica pode ser produzida utilizando-se virus inativados
produzidos a partir de cultivos celulares ou tecido nervoso, que pode causar
encefalomielite aos pacientes, sendo, portanto, necessario garantir a auséncia de
virus ativo na vacina produzida (World Health Organization, 2004). Por isso,
estuda-se a producao de vacinas contendo a glicoproteina G do virus da raiva livre
da superficie viral. Perez et al. (1998), com o intuito de purificar a glicoproteina G
do virus da raiva que infecta peixes, utilizaram cromatografia de afinidade com
lectina (Concanavalina A) imobilizada para purificacdo da GPV, explorando a
afinidade das glicoproteinas (GPV) por lectinas imobilizadas. Porém, ndo ha na
literatura consultada registros de artigos publicados sobre o estudo da purificagao
da GPV recombinante empregando-se a técnica de IMAC, o que torna relevante o
desenvolvimento do processo de recuperagdo e purificacdo da GPV utilizando

esta técnica.
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Em vista disso, o objetivo desta dissertacdo de mestrado, inserido no
projeto tematico FAPESP intitulado: “Expressao de genes heterélogos em células
de dipteros: biologia molecular e engenharia de processos”, foi investigar o
potencial de utilizacdo da técnica de cromatografia de afinidade com ions
metalicos imobilizados (IMAC) para a purificacdo da GPV recombinante a partir do
sobrenadante de cultura celular e do lisado de células de Drosophila melanogaster
Schneider S2 transfectadas com o vetor pAc 5.1/V5-His A contendo o gene da
GPV.

Para atingir o objetivo proposto, a técnica de IMAC em gel agarose-IDA-
Me?* (matriz sintetizada em nosso laboratério, LIMBio, UNICAMP) foi empregada
para purificacdao da GPV recombinante em uma Unica etapa, uma vez que esta
proteina possui possivelmente uma cauda de polihistidina. Os resultados obtidos
foram comparados com cromatografias em coluna de IMAC comercializada pela
Amersham Biosciences e cromatografia de afinidade com lectina imobilizada

(agarose — Concanavalina A comercializada pela Sigma).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. GLICOPROTEINA G DO ViRUS DA RAIVA

A raiva é uma encefalite progressiva aguda, causada por virus do género
Lyssavirus, pertencente a familia Rhabdoviridae. A doenga € uma das principais
zoonoses de preocupacao da saude publica em muitas partes do mundo,
especialmente nos paises em desenvolvimento, onde € endémica entre os caes
(Rath et al., 2005). Dos seis virus relacionados a raiva ja identificados (virus
rabico, virus Lagos de morcegos, Mokola, Duvenhage, virus europeu de morcego
1 e 2) todos, com exceg¢ao do Lagos, podem transmitir a doenga para humanos
(Smith, 1996). A mordida de um animal infectado pode transmitir a raiva e,
portanto, a aplicacdo de vacina é uma maneira de prevencdo da doenca
(Nagarajan et al., 2006). Diversos paises continuam a produzir vacinas contra o
virus da raiva derivadas de tecido de cérebro animais, que é pouco potente e pode
produzir sérios efeitos adversos em humanos, incluindo encefalomielite alérgica
(Rupprecht et al., 2002).

O virus da raiva (Figura 2.1), de comprimento de 180 nm e diametro de 75
nm (Sato et al., 2004), € um envelope viral que entra na célula por um processo de
endocitose mediante receptor. Esta etapa é seguida pela fusdo entre as
membranas virais e endosomais que permite a liberagdo do genoma de RNA
negativo no citoplasma (Maillard et al., 2003). O reconhecimento do receptor
(Wunner et al., 1984; Thoulouze et al., 1998; Tuffereau et al., 1998) e a fusdo da
membrana induzida por baixo pH (Gaudin, 1997) sdo mediados pela glicoproteina

G, uma glicoproteina viral transmembrana.
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Envvelope Matriz protéica Glicoproteing
(membrana)

""i"
AENE r!-.'.l'

Ribonucleoproteing

Figura 2.1. Diagrama de um tipico Lyssavirus (Rupprecht et al., 2002).

Todos os virus envelopados iniciam a infeccao por fusdo de membrana
entre o virus e a célula de interesse, um processo mediado por uma proteina de
fusdo viral (Cleverley e Lenard, 1998). Segundo Da Poian et al. (2005), as
glicoproteinas de fusdo viral compartilham de uma série de caracteristicas em

comum:

1. Sé&o proteinas de membrana integral do tipo |, apresentando um
grande ectodominio, uma sequéncia transmembrana Unica € um final

C-terminal pequeno dentro da membrana viral;

2. Possuem uma seqliéncia sinal N-terminal que é clivada depois de

direcionar a proteina ao reticulo endoplasmatico;
3. Possuem carboidratos N-terminais;

4. Formam oligbmeros e ocorrem em altas densidades na membrana

viral;

5. Possuem um segmento especifico envolvido na fusdo da membrana

conhecido como o peptideo de fuséo.

As proteinas de fusdo do tipo |, que inclui as glicoproteinas, formam

estruturas oligoméricas na forma trimérica geradas pela clivagem de uma proteina
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precursora. Além disso, nesse tipo de proteina o final C-terminal é ancorado a
membrana viral e o N-terminal consiste em um segmento hidrofébico contendo
aproximadamente 20 aminoéacidos. As proteinas de fusao do tipo Il, no entanto,
formam estruturas oligoméricas na forma de dimeros e o peptideo de fusdo é uma

associacao interna entre duas folhas B (Da Poian et al., 2005).

Dentre as proteinas encontradas no virus da raiva, as principais que
atuam ativando o sistema imune sao a glicoproteina G (GPV) e a nucleoproteina N
(NPV). A GPV é uma glicoproteina transmembrana do tipo |, organizada na forma
trimérica (3 X 65 kDa) (Gaudin et al., 1992), forma saliéncias a 8,3 nm da
membrana viral (Maillard e Gaudin, 2002) e induz a producdo de anticorpos
neutralizantes que protegem contra o ataque viral (Desméziéres et al., 2003). A
NPV, por outro lado, se liga ao RNA viral e a proteinas, formando complexos

ribonucleoprotéicos (Sokol et al., 1969).

A proteina trimérica é composta de mondémeros de GPV associados nédo
covalentemente que sédo constituidos de mais de 500 aminoacidos, de 2 a 6
potenciais sitios de glicosilagdo, de 12 a 16 residuos de cisteinas, de 2 a 3 regides
hidrofébicas hepta-repetidas a-d, que consiste em uma seqUéncia de sete
residuos de aminoacidos que ocorre repetidamente na proteina, da auséncia de
peptideo sinal hidrofébico no terminal amino e de uma sequéncia hidrofébica
transmembrana préxima do C-terminal, seguida por um curto dominio

citoplasmatico (Coll, 1995).

2.2. PURIFICAGCAO DA GLICOPROTEINA G DO VIiRUS DA RAIVA

Na atualidade existe uma grande necessidade de produzir vacinas anti-
rabicas na qualidade requerida, em grande escala e de uma forma econémica,
principalmente nos paises em que esta doenca é endémica (Kumar et al., 2005).
Quatro tipos de vacinas, obtidas a partir de diferentes substratos, sdo produzidas
por multiplicacdo viral, entre elas: vacinas a partir de tecido nervoso (NTV),
vacinas embrionarias, vacinas de DNA e vacinas de culturas celulares, que séo
eficazes e bem toleradas (Kumar et al., 2005; Dreesen, 1997; Diogo et al., 2001).
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Para a producao de vacinas anti-rdbicas para aplicacdo em seres
humanos, preparadas a partir de suspensdes contendo o virus da raiva obtidas
através de células Vero infectadas e cultivadas em meio livre de soro, Frazatti-
Gallina et al. (2004) purificaram a suspensao viral por cromatografia de troca
ibnica em coluna DEAE-celulose (Sigma, EUA), retirando-se residuos de DNA
celular dessa suspensao viral, como recomendado pelo WHO (World Health
Organization), que foi entao inativada com B-propilactona (1:4000). A vacina obtida

por esta metodologia teve uma poténcia de 8,0 IU (International Units) por dose.

Com o intuito de desenvolver um método simples de adsor¢céo de antigeno
viral, para obtencdo de uma vacina anti-rabica purificada, Kumar et al. (2005),
utilizaram um gel de DEAE-sepharose CL-6B (Pharmacia, Suécia) para a
purificacdo do antigeno, separando-o de residuos de DNA e de proteinas do soro
animal resultantes em vacinas produzidas em células Vero. Os autores produziram

uma vacina viral purificada com poténcia de 9,42 IU/mL.

Devido a possibilidade de reagbes adversas causadas pelas vacinas com
virus inativados, tem-se estudado a producao destas contendo a glicoproteina G
do virus da raiva livre, proteina presente na superficie viral, que induz a produgéao

de anticorpos e protege contra a infecgdo (Perez et al., 1998).

Perez et al. (1998), descreveram uma técnica para purificagdo, em uma
Unica etapa, da glicoproteina G do virus da raiva, composta de 507 aminoacidos,
com monOmeros de massa molecular de 50 kDa, que infecta peixes (VHSV — Viral
haemorrhagic septicaemia virus). Devido ao fato da lectina concanavalina A (Con
A), das lectinas do gérmen de trigo e da ervilha aglutinarem o VHSV, os autores
realizaram a purificagdo da glicoproteina por cromatografia de afinidade utilizando
a lectina Con A como ligante imobilizado. A proteina foi isolada do virus
concentrado por detergentes e do sobrenadante de células infectadas com VHSV,

atingindo-se uma pureza maior que 85%.

Em 2005, Gupta et al. estudaram a expressdo da glicoproteina da raiva
com cauda de polihistidina na forma soltvel utilizando uma linhagem estavel de
células eucaridticas transfectadas e purificaram esta proteina recombinante,
soluvel em sobrenadante de cultura de células MDBK (Madin Darby bovine
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Kidney) por cromatografia de afinidade em coluna de agarose-Ni?*, obtendo um
rendimento de 3 mg de proteina purificada por 100 mL de sobrenadante de cultura
celular.

Desta forma, devido aos poucos trabalhos encontrados abordando
técnicas de purificacdo que permitam a obtencdo da glicoproteina G do virus da
raiva na pureza requerida e preservando sua estrutura nativa, torna-se relevante o
estudo da purificacdo desta proteina por cromatografia de afinidade por ions
metdlicos imobilizados (IMAC).

2.3. CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE POR IONS METALICOS
IMOBILIZADOS (IMAC)

A cromatografia de afinidade por ions metélicos imobilizados (IMAC),
introduzida em 1975 por Porath et al., explora a afinidade entre ions metalicos
imobilizados em uma matriz sélida e grupamentos situados na superficie de uma
determinada proteina (Sulkowski, 1985) e tem sido bastante utilizada na
purificagdo de proteinas nativas ou recombinantes, peptideos e acidos nucléicos,
por apresentar alta especificidade, capacidade e estabilidade, baixo custo,
dessorcdo em condicbes brandas e facilidade de ampliacdo de escala
(Vijayalakshmi, 1989; Hochuli, 1988).

Segundo Porath et al. (1975), na presenca de ions metélicos imobilizados,
alta concentracdo de sal e determinadas condicées de pH, os residuos dos
aminoacidos histidina, cisteina e triptofano presentes na superficie da proteina séo
fortemente adsorvidos devido as ligacdes de coordenacao formadas entre os ions
metalicos e os grupos doadores de elétrons (anel imidazol, grupo tiol e grupo
indol, respectivamente). Estudos revelaram que a retencao de proteinas em IMAC
é largamente governada pela exposicao de residuos de histidina na superficie da
proteina, apesar de cisteina e triptofano também possuirem forte afinidade por
metais (Ueda et al.,, 2003). Segundo Arnold (1991), apesar das cisteinas livres
possuirem potencial para interacdo com o metal quelatado, na pratica elas
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raramente estdo disponiveis no estado reduzido apropriado, existindo, entao,

dificuldades para manter os residuos de cisteina acessiveis para coordenacao.

Em IMAC, a coluna cromatografica € composta de uma matriz a qual o
agente quelante é covalentemente imobilizado via um espagador. Quando os ions
metdlicos sao adicionados, os quelantes multidentados e os ions metélicos
formam complexos (quelatos), em que os ions metdlicos estardo fixos para
subseqliente interacdo entre os sitios de coordenacéao livres e as moléculas a
serem purificadas (Figura 2.2).

—

Y '
| u'dnwum.é} ﬁﬂﬁ-m“-'é 9
MATRIZ e | watriz =
(FASE o | iFasE é
SOLIDA) wﬁ —_— SOLIEA) .
T e ALIMENTAGRD
| { lons
S M METALICOS o mé-g
{ ;

ADEORGAD
5 :3 PROTEINAS
PN
f
—————— i == S

y -
| el rM\\.ﬁ} % | "MJ@FF.‘-"
| meTRIZ DESSORCAD | il

: ! | MATRIZ s
(FAZE & E R PROTEINAS =7
| maLine [ BeE « | [FASE muédé\li? \7

A | =oLIDa)

| 7 c -
[ e Prrrerrree E.I"J ﬁ | wls é 9\?;
. \
W

[ S5

1 e
(W7

LEGENDS

i
I IL'\\;/'F'Hl:n'El?u-:;

i seveans ESPACHDOR
AGENTE
£ UELENTE

fom
@ meriucc

MDA OU
ﬁ% TAMPAD

Figura 2.2. Diagrama do mecanismo envolvido na adsor¢ao e dessorcao de proteinas por
IMAC (adaptado de Ueda et al., 2003).

Os ions metalicos quelatados (ou complexados) devem possuir sitios de
coordenacao livres para que as moléculas de solvente ou soluto possam se ligar a



2. Revisao Bibliografica 11

eles. A forca de ligacdo entre metal-proteina varia de proteina para proteina e, em
muitos casos, essa diferenca pode ser explorada para aumentar a eficiéncia de
separacgao e o isolamento de proteinas especificas (Ueda et al, 2003). Se muitos
sitios sdo ocupados pelos elétrons do agente quelante, poucos sitios permanecem
disponiveis para a ligagdo com a proteina e a mesma € adsorvida mais
fracamente. Este fendmeno ocorre quando TED (tris-carboximetil etilenodiamina) é
utilizado como agente quelante (Gaberc-Porekar e Menart, 2001), pois TED-Me*?
pode, em principio, formar somente um complexo com peptideos e proteinas,
enquanto que o &acido iminodiacético, IDA, agente quelante mais comumente
utilizado em IMAC, pode formar um quelato metalico (Sulkowski, 1985).

Nas Uultimas décadas, IMAC tem emergido como uma ferramenta
laboratorial essencial para o isolamento e purificacdo de proteinas, especialmente
de proteinas recombinantes, e esta comecando a ser encontrada em aplicacoes
industriais (Sharma e Agarwal, 2002), como por exemplo, em etapas de
purificacdo no processo de producao de pro-insulina (Tikhonov et al., 2001).

De acordo com Wong et al. (1991), a técnica de IMAC possui muitas
vantagens em relacdo aos métodos tipicos de cromatografia de afinidade, como
por exemplo:

1. Diferentes metais podem ser imobilizados no quelante e podem ser
facilmente removidos através da adicdo de fortes agentes

competidores sem que haja perda da capacidade da matriz;

2. O adsorvente contendo o agente quelante é estavel, proporcionando

perdas minimas das propriedades ligantes dos metais;

3. A escolha adequada do metal e das condi¢des de eluicdo proporciona
a purificacao de diferentes proteinas;

4. Na maioria dos casos, as proteinas mantém a atividade bioldgica ap6s
sua eluicao.
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A purificagdo por IMAC, portanto, depende de diversos fatores, como a
escolha da matriz, do agente quelante, do ion metalico e da determinacédo das
condicdes 6timas de adsorcao e dessorgcao para que a interagao proteina-metal

seja favorecida e resulte em uma alta recuperacéao e seletividade da proteina alvo.

2.3.1. Matriz cromatografica

Existe uma variedade de suportes que podem ser utilizados em
cromatografia de afinidade. A escolha da matriz a ser utilizada é importante, pois
pode ter um efeito consideravel na estabilidade do complexo formado entre o
metal imobilizado e a proteina.

As propriedades geralmente requeridas para um suporte cromatografico
séo a facil derivatizagado, caracteristicas hidrofilicas para diminuir interagdes néo
especificas, a uniformidade no tamanho das particulas, formato para um bom
empacotamento da coluna, area superficial suficiente para altas capacidades,
estabilidade mecéanica e resisténcia a ataques de microorganismos. Suportes com
tamanho de particula pequeno tém alta resisténcia a vazdo e podem causar
elevagdo da pressao na coluna e obstrui-la. Suportes com tamanho de particula
grande reduzem a resisténcia a vazao, mas reduzem também a eficiéncia da
coluna, uma vez que a area de contato para a adsor¢ao diminui, e suportes com
particulas irregulares podem resultar em empacotamento nao uniforme (Wong et
al., 1991).

Em IMAC podem ser utilizados diversos materiais como suporte: materiais
inorganicos (silica, vidro poroso e ceramica), polimeros organicos naturais
(agarose, dextrana e celulose) ou polimeros sintéticos (poliacrilamida, derivados
de &cido acrilico e metacrilico). A agarose, um polissacarideo linear e sollvel em
agua, é largamente utilizada como suporte em IMAC, pois é uma matriz hidrofilica,

mecanica e quimicamente estavel, e relativamente inerte (Wong et al., 1991).
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2.3.2. Quimica de coordenacao

Em IMAC, a adsorgcédo de proteinas € baseada na coordenacdo entre os
metais imobilizados e os grupos doadores de elétrons da superficie da proteina.
Os metais mais comumente utilizados sao os ions de metais de transicdo como
Cu®*, Ni#*, Zn®**, Co?*, que sdo receptores de pares de elétrons e podem ser
considerados acidos de Lewis (Gaberc-Porekar e Menart, 2001). Os atomos
doadores de elétrons (N, S e O), presentes nos compostos quelantes e
imobilizados no suporte cromatografico, sdo capazes de se ligar por coordenacao
aos metais formando quelatos metdlicos, que podem ser bi, tri, tetra ou
pentadentados, dependendo do numero sitios de coordenagdo ocupados. Os
sitios de coordenacdo metalicos que permanecem livres sdo normalmente
ocupados com moléculas de agua que podem ser trocadas com grupos doadores
de elétrons disponiveis da proteina (Gaberc-Porekar e Menart, 2001). Quando
uma molécula de proteina que possui grupos doadores de elétrons (histidina,
cisteina e triptofano) acessiveis em sua superficie € inserida, em pH neutro, em
uma coluna cromatogréafica contendo fons metalicos imobilizados (Co®*, Ni?*, Cu?",
Zn*"), a ligacdo de coordenacdo é estabelecida resultando na retencdo da
proteina (Sulkowski, 1989) e possibilitando sua purificagéo.

O principio de Acidos e Bases Fortes e Fracos (HSAB — Hard and Soft
Acids and Bases) assume que na ligacao de dois atomos, um atua como acido de
Lewis e o outro como base de Lewis. Atomos como oxigénio, nitrogénio alifatico e
fosforo sdo classificados como bases fortes, enquanto o nitrogénio aromatico €
classificado como base intermediaria e o enxofre como base fraca. Os cétions
monovalentes (Ag*, Au*, Hg*, Cu*) sdo os &cidos fracos, enquanto K*, Na*, Ca*,
Mg?* e Fe® sdo acidos fortes e os ions metalicos Co®*, Zn?*, Cu®* e Ni** 4cidos
intermediarios. De acordo com o HSAB, os 4cidos fortes formam ligagdes estaveis
com as bases fortes e, os acidos fracos com as bases fracas (Wong et al., 1991).
Portanto, os fons metalicos fortes Fe**, Ca?* e AI** formam ligages mais estaveis
com atomos de oxigénio, enquanto os ions metalicos fracos Cu*, Hg®* e Ag*

coordenam preferencialmente com enxofre e os intermediarios Cu?*, Ni?*, Zn?* e
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Co?* com nitrogénio, mas também com oxigénio e enxofre (Porath, 1988; Chaga,
2001).

Em solugbes aquosas, nas quais os ions metalicos sdo solvatados por
moléculas de agua, o ion metélico atua como acido de Lewis e a 4gua como base
de Lewis. Quando a agua é substituida por uma base forte, um complexo de
coordenacgao é formado. O quelato, no entanto, é formado quando dois ou mais
atomos de uma mesma molécula coordenam com um Unico metal que possui
varios pares de elétrons (Porath et al., 1975; Sulkowski, 1985; Wong et al., 1991).
A geometria de coordenacao octaédrica é alcangada quando o ion metalico forma
um hibrido sp®d? com os doadores de elétrons, onde cada doador ocupa um dos
vértices que circundam o metal (Beitle e Ataai, 1992).

Segundo Porath et al. (1975) e Sulkowski (1985), o anel imidazol da
histidina é responsavel pela ligagao da proteina aos ions metalicos Cu®*, Zn?*, Ni?*
e Co*" quelatados, devido & coordenacdo entre o par de elétrons presentes no
nitrogénio do anel e o ion metdlico. Desta maneira, tem-se estudado, em diversos
trabalhos, a incorporacdo de caudas de polihistidina na proteina de interesse,
conferindo a possibilidade de sua purificacao através de IMAC (Chaga et al.,
1999).

2.3.3. Escolha do agente quelante

O numero de ligacbes formadas entre o ion metalico e o quelante
imobilizado determina a afinidade total do adsorvente pelas proteinas. Todos os
sitios de coordenacao disponiveis do metal que estdo sendo ocupados por
interacoes anidnicas fracas ou por moléculas de solventes sdo os centros de
adsorcao efetivos do gel, sendo, portanto, importante a escolha do agente
quelante. Quanto mais forte a imobilizagdo do metal, mais fraca sera a interacao
com a proteina (Porath, 1988).

Dentre os compostos utilizados como agentes quelantes em IMAC, como
o acido nitrilotriacético (NTA), o acido aspartico carboximetilado (CM-Asp) e o tris-
carboximetil etileno diamina (TED), o &cido iminodiacético (IDA) € o mais utilizado
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(Chaga, 2001). No tridentado IDA, o metal se liga ao atomo de nitrogénio e a dois
oxigénios, deixando trés sitios livres para interacao com as proteinas (Ueda et al.,
2003). De acordo com Sulkowski (1989), no caso do agente quelante IDA, a forca
de retencédo depende do metal envolvido na coordenacéo, sendo maior quando os

fons imobilizados sdo Cu?* ou Ni?*, e menor quando sédo Zn®** ou Co*".

Os agentes quelantes tetradentados como NTA e o CM-Asp ocupam
quatro sitios de coordenacao, trés ocupados por atomos de oxigénio e um pelo
atomo de nitrogénio, proporcionando maior afinidade com os ions metélicos que o
IDA, mas deixando livres apenas dois sitios de coordenagdo no caso de
imobilizacdo de metais hexacoordenados. Isso € mais pronunciado para o TED,
agente quelante pentadentado que possui trés sitios ocupados por atomos de
oxigénio e dois por atomos de nitrogénio, deixando livre apenas um sitio de
coordenacgao livre para interacdo com as proteinas (Gaberc-Porekar e Menart,
2001). A Figura 2.3 apresenta as estruturas de alguns agentes quelantes

complexados aos ions metalicos.

e N,

H,0 i "0--"C
H:0  cm-Asp-Me (1)

CO TED-Me(ll)

Figura 2.3. Estruturas de agentes quelantes complexados aos ions metalicos. (a) IDA—
Me?*; (b) NTA-Me*; (c) CM-Asp—Me*; (d) TED-Me** (adaptado de Gaberc-Porekar e
Menart, 2001; Beitle e Ataai, 1992).
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A Figura 2.4 € uma representacao simplificada da capacidade de adsorgao
e seletividade em funcao de varios agentes quelantes e ions metalicos, mostrando
que o fon Cu?*, por exemplo, possui uma maior capacidade de adsorcdo de
proteinas, porém menor seletividade e o agente quelante TED, uma menor
capacidade de adsorcao, proporcionando, porém, uma melhor seletividade na
purificacdo. Portanto, para escolher o sistema mais adequado para a purificacao
de uma determinada proteina, é necessario conhecer as caracteristicas da
proteina e as propriedades dos agentes quelantes e dos ions metélicos

imobilizados.

ions Metélicos Imobilizados
Crudt > Nid = Ot 2 Zn

Aumento de Especificidade

4
Aumento da Capacidade de Adsorgao

DA% NTAY= CI‘u‘I-Asp" = TED?
Agentes Quelantes

Figura 2.4. Agentes quelantes e ions metdlicos: especificidades vs. capacidade de

adsorcdo de proteinas (adaptado de Chaga, 2001). * Agente quelante tridentado; *

Agente quelante tetradentado; > Agente quelante pentadentado.

2.3.4. Selecao do ion metalico

Em principio, todos os metais suscetiveis de interagir com proteinas
podem ser utilizados em IMAC. No entanto, Fe*®, Co*?, Ni*?, Cu*?, Zn*?, AI*® e
Ca* sdo os fons metdlicos mais freqiientemente utilizados. Os fons Cu*?, Zn*?,
Co*?, Ni*? apresentam interagdo com residuos de histidina, triptofano e cisteina,
enquanto que os fons Fe*® e AI*® ligam-se a grupamentos fosfato e fosfoésteres
primarios, oferecendo, desta forma, a possibilidade de serem utilizados para
separar fosfoproteinas (Andersson e Porath, 1986; Sulkowski, 1989). O fon Ca*?
coordena o atomo de oxigénio presente no grupo carboxilico dos residuos de



2. Revisao Bibliografica 17

glutamato e aspartato da molécula e pode ser utilizado, portanto, para purificar
proteinas que contenham varios grupamentos carboxilicos proximos (Wong et al.,
1991).

Em IMAC, a retencdo depende do numero e tipo de grupos de
aminoacidos que podem interagir com o metal, sendo influenciada por variaveis
independentes tais como pH, temperatura, tipo de solvente, tipo e concentragao
do sal, natureza do metal imobilizado, densidade de ligantes e tamanho da
proteina (Wong et al., 1991). A andlise da retencao de peptideos e proteinas em
géis de IDA-Cu*?, IDA-Ni*2, IDA-Zn*? e IDA-Co*? mostrou forte afinidade desses
géis pelos residuos histidina acessiveis presentes nessas proteinas e peptideos.
Sulkowski, em 1989, estabeleceu as seguintes regras que, em presenca de
tampao fosfato a pH 7,0, governam a interagdo entre histidina e IDA-Cu*?, IDA-
Ni*?, IDA-Zn*? e IDA-Co**:

1. A auséncia de residuos de histidina na superficie da proteina
correlaciona com a ndo retengéo da proteina em qualquer coluna IDA-
Me2+.

2. A presenga de pelo menos um residuo de histidina disponivel para a
coordenacéo resulta na retencdo da proteina em um gel de IDA-Cu*?;

3. A presenca de dois residuos histidina disponiveis para a coordenacao
resulta em uma mais forte retencao da proteina em um gel de IDA-
Cu+2.

4. E necessario que a proteina possua em sua superficie pelo menos

dois residuos de histidina disponiveis para ser retida em um gel de
IDA-Ni*;

5. A presenca de multiplos residuos de histidina, se disponiveis para
coordenagao, resulta em um aumento da probabilidade de ligagdo em
todas as colunas IDA-Me?*;
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6. A presenca de dois residuos de histidina espacialmente localizados
em uma a-hélice e separados por dois ou trés aminoacidos é

requerida para a retencdo em géis de IDA-Zn*? e de IDA-Co*?;

7. A retencdo de uma proteina que possui dois residuos de histidina
vicinais (efeito quelato) sera mais forte, em todos os géis IDA-Me*?,
que a retencado de uma proteina que possui dois residuos de histidina

bem espacados na estrutura tridimensional.

Assim, Sulkowski (1989), mostrou que a forca de retencao das proteinas
seguia a seguinte ordem: Cu*? > Ni*? > Zn*? = Co?*.

2.3.5. Mecanismos de adsorcao e dessorcao

Na técnica de IMAC, a adsorgéo de proteinas é baseada na coordenagao
entre o ion metalico imobilizado e o grupo doador de elétrons na superficie da
proteina e ocorre em pHs onde o grupo doador de elétrons (imidazol dos residuos
de histidina, ou tiol da cisteina), presente na superficie da proteina, esteja pelo
menos parcialmente desprotonado. Portanto, a adsorgédo geralmente acontece sob
condigOes alcalinas (Vijayalakshmi, 1989; Gaberc-Porekar e Menart, 2001; Ueda
et al., 2003). Sal (NaCl geralmente em concentracédo de 0,5 a 1 M) é adicionado
nao apenas para impedir a adsorcao ibnica nao-especifica, mas também para
aumentar a seletividade e a estabilidade do complexo formado entre 0 metal e os
residuos de aminoacidos da superficie da proteina (Vijayalakshmi, 1989).

A eluicdo das proteinas adsorvidas pode ser realizada por adicdo de
EDTA, abaixamento de pH ou por alimentacdo de um agente competidor com
capacidade de interacdo com o metal. Na eluicdo por adicdo de EDTA, ocorre a
formacdo de complexos deste quelato com o metal imobilizado, excluindo
efetivamente a proteina, porém, ndo é um método seletivo (Vijayalakshmi, 1989).
Geralmente o EDTA é utilizado para regenerar a coluna apés a etapa de eluigao.
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Quando a eluicao é realizada por abaixamento de pH, deve-se controlar
as condicbes acidas de eluicdo para evitar a desestabilizacdo da biomolécula e a
perda de atividade; evitar a precipitacdo isoelétrica das proteinas dentro da
coluna, que pode provocar baixa recuperacdo de proteinas; e controlar o
desprendimento do metal da coluna, provocado pelo enfraquecimento da interacao
entre o agente quelante e o metal imobilizado, devido ao abaixamento do pH
(Sulkowski, 1985).

A eluicdo realizada através de agentes competidores, como histidina,
glicina e imidazol, que competem com a proteina pelos sitios de adsorcao, é
adequada uma vez que evita a utilizacdo de baixos pHs para recuperar as
proteinas adsorvidas na matriz. No entanto, pode ser necessaria a realizacao de
mais uma etapa de processo para se eliminar, assim, o imidazol ou glicina do meio
contendo a proteina purificada, caso a presenca do agente de eluicdo nao seja
desejada (Sulkowski, 1985; Wong et al., 1991; Beitle e Ataai, 1992).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

3.1.1. Adsorventes

O gel Sepharose 4B e a coluna Histrap HP de 5,0 mL, uma coluna pré-
empacotada com niquel imobilizado, com densidade de ligantes de 15,0 umol
Ni®*/mL gel e capacidade de adsorcdo de proteinas com cauda de histidina de
40,0 mg proteina-(his)sg/mL gel, foram obtidos da Amersham Biosciences (Suécia).
A matriz de afinidade Concanavalin A — agarose 4B (agarose-Con A), constituida
de gel de agarose (4% de agarose), ativada com brometo de cianogénio e com
densidade de ligantes de 10,0 a 16,0 mg Con A/mL gel, foi obtida da Sigma (EUA).

A coluna de dessalinizacao PD — 10 Sephadex G 25 Medium foi adquirida
da Amersham Biosciences (Suécia).

3.1.2. Reagentes

Acido iminodiacético (IDA), MES (4cido 2-morfolinoetano sulfénico),
MOPS (4cido 3-N-morfolinopropanosulfénico), albumina bovina, Ponceau S,
Tween 20, imidazol e metil-a-D-glucopiranosideo foram obtidos da Sigma (EUA).
Acido etileno-dinitrilo-tetraacético sal dissédico (EDTA), acetato de sédio anidro,
sulfato de niquel, sulfato de cobre, Tris(hidroximetil)-aminometano (Tris) foram
obtidos da Merck (Alemanha). Cloreto de sédio, fosfato de sédio monobasico
anidro, fosfato de sodio bibasico anidro, metanol, etanol, &cido cloridrico e
carbonato de sodio foram obtidos da Synth (Brasil) e hidréxido de sédio e
glutaraldeido da Nuclear (Brasil). SDS (dodecil sulfato de sédio), acrilamida e
glicina obtidos da BioAgency (Brasil), acido acético e acido fosférico da ECIBRA
(Brasil) e nitrato de prata da CENNABRAS (Brasil), foram usados para realizacdo
de eletroforese. Azul de bromofenol, TEMED (N, N, N’, N’-tetra-metilenodiamina),
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persulfato de amoénio, glicerol, ditiotreitol e marcadores de baixa massa molecular
para eletroforese foram adquiridos da Amersham Biosciences (Suécia) e o
reagente Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate, utilizado na
realizacdo do western blotting foi adquiridos da Pierce (EUA). Utilizou-se como
marcador de eletroforese imunoglobulina G humana (IgG, 99% de pureza) obtida
da Aventis Behring (Alemanha). Os demais reagentes utilizados foram todos de
grau analitico. Utilizou-se agua ultrapura Milli-Q (Millipore, EUA) para a preparagao

das solucgdes.

3.1.3. GPV do virus da raiva recombinante

Neste trabalho foram utilizadas amostras de sobrenadante de cultura
celular e de lisado de células contendo GPV, obtidas em reator a partir de células
de inseto Drosophila melanogaster Schneider 2 (S2AcGPV2) transfectadas com o
vetor pAc 5.1/V5-His A (Yokomizo et al., 2007). As células S2AcGPV2 modificadas
geneticamente foram desenvolvidas pelo grupo do Dr. Carlos Augusto Pereira do
Instituto Butantan — SP (Yokomizo et al., 2007) e as amostras contendo GPV
produzidas em meios de cultura Sf900ll (Gibco — Invitrogen, EUA), com
formulacdo fechada e TC 100 insect medium (Cultilab, Brasil) (formulacdo no
apéndice A) foram fornecidas pela equipe da Profé. Dr2. Angela Maria Moraes, do
Departamento de Processos Biotecnoldgicos — FEQ/Unicamp.

3.1.3.1. Sobrenadantes de cultura celular

Dois tipos de sobrenadantes de cultura celular foram utilizados neste
estudo de purificacdo de GPV, de acordo com a disponibilidade de amostras:
sobrenadante de cultura celular em meio Sf900Il, com concentra¢des de proteinas
totais de aproximadamente 0,06 mg/mL (Lote A) e, sobrenadante de cultura
celuar em meio TC 100, com concentracdo de proteinas totais de
aproximadamente 0,08 mg/mL (Lote C).
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O sobrenadante de cultura celular contendo GPV obtida utilizando o meio
de cultivo Sf900ll, coletado ao final do cultivo onde a concentragéo de células era
de 1,5 x 107 células/mL, foi cedido j4 livre de células, em aliquotas de 50,0 mL em
recipiente estéril, congelado e estocado a temperatura de -20°C.

O sobrenadante de cultura celular produzido no biorreator Biostat MD (B.
Braun - Alemanha), utilizando-se células S2AcGPV2 e meio de cultivo TC100
suplementado com 3,0 g/L de yeastolate, 10,0 g/L de glicose (concentragao final),
3,5 g/L de glutamina (concentragao final), 1% (v/v) de emulsao lipidica e 0,1%
(m/v) de Pluronic F68, com um volume de trabalho de 1,5 L, foi coletado apéds
164,5 h de cultivo, com concentracdo de células no final do cultivo de 5,14 x 10°
células/mL, com viabilidade de 89,5%. O sobrenadante livre de células, fornecido
em aliquotas de 50,0 mL, foi congelado e estocado a —20°C.

Antes do uso em cromatografia, os sobrenadantes foram descongelados,
filtrados através de uma membrana de microfiltracao de celulose regenerada com
didametro de poro de 0,45 um (Corning, Alemanha) e posteriormente passados em

coluna PD-10 (Amersham Biosciences, Suécia).

3.1.3.2. Lisados de células

Dois tipos de lisados de células foram utilizados neste estudo de
purificacdo de GPV, de acordo com a disponibilidade de amostras: lisado de
células produzidos em meio Sf900Il, com concentracdo de proteinas totais de
aproximadamente 0,23 mg/mL (Lote A) e lisado de células produzido em meio TC
100, com concentracao de proteinas totais de aproximadamente 2,15 mg/mL (Lote
C).

O lisado de células contendo GPV, obtido utilizando o meio de cultivo
Sf900Il e tampéo de lise (Tris 50 mM, pH 7,8; NaCl 150 mM e 1% de Nonidet P-
40), foi fornecido livre de fragmentos de células em aliquotas de 50,0 mL,

congeladas e mantidas a —20°C.
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O lisado de células produzido em meio de cultivo TC100 suplementado
com 3,0 g/L de yeastolate, 10,0 g/L de glicose (concentragéo final), 3,5 g/L de
glutamina (concentracao final), 1% (v/v) de emulsao lipidica e 0,1% (m/v) de
Pluronic F68, com volume de trabalho de 1,5 L, também foi utilizado. A lise foi
realizada por sonicacao e as amostras fornecidas livre de células, em aliquotas de
50,0 mL e estocadas a —20°C.

Antes do uso em cromatografia, as aliquotas de lisado necessérias ao
ensaio foram descongeladas, filtradas através de uma membrana de microfiltragao
de celulose regenerada com diametro de poro de 0,45 um (Corning, Alemanha) e

posteriormente passadas em coluna PD-10 (Amersham Biosciences, Suécia).

3.2. METODOS

3.2.1. Ativacao da matriz de agarose 4B com epicloridrina

O gel de agarose 4B (Amersham Biosciences, Suécia) foi ativado com
epicloridrina, baseado no procedimento descrito por Porath e Olin (1983). A matriz
(gel de agarose), previamente lavada com agua ultra pura, foi colocada em um
frasco Erlenmeyer de 250 mL, onde adicionou-se 50,0 mL de solu¢cdo de NaOH 2
M contendo 5,0 mL de epicloridrina e 0,266 g de boroidreto de sodio (NaBH4). A
suspensao foi deixada sob agitacdo por 15 minutos em temperatura ambiente,
gotejando-se, em seguida, durante um periodo de 2 h, 50,0 mL de NaOH 2 M e
23,3 mL de epicloridrina simultaneamente, a uma vazao de 0,27 e 0,13 mL/min,
respectivamente, para evitar o aumento da temperatura durante a reagdo. A
mistura foi deixada sob agitacao por mais 16 h em temperatura ambiente e apés o
término da reacdo, lavou-se a matriz com agua ultra pura para remogao de

excesso de epicloridrina até verificagdo de mesmo valor de pH da agua ultra pura.
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3.2.2. Imobilizacao do acido iminodiacético (IDA)

Ao gel de agarose previamente ativado com epicloridrina, adicionou-se
uma solucao de carbonato de sodio 2 M. Preparou-se, entdo, uma solugéo de 26,0
g de IDA dissolvida em 65,0 mL de NaOH 2 M onde adicionou-se pastilhas de
NaOH até se atingir pH 10 e, em seguida, uma solucao de carbonato de sédio 2 M
(65,0 mL). Mantendo-se o pH 10, as solugcbes de IDA e carbonato foram
misturadas e adicionadas a matriz, mantendo-se sob agitacdo por 24 h e em
temperatura de 65°C. Ao término da reacdo, com o intuito de remover o excesso
de IDA nao imobilizado, o gel foi lavado com agua até verificacado de mesmo valor
de pH da agua ultra pura (Porath e Olin, 1983).

3.2.3. Determinacao da quantidade de ion metalico niquel imobilizado

A determinacéo da quantidade de metal quelatado na matriz agarose-IDA
foi determinada segundo procedimento descrito por Serpa (2002). Primeiramente
alimentou-se, na coluna cromatogréfica, solucao de sulfato de niquel 50 mM até a
saturacao e lavou-a com agua ultra pura e tampao acetato 100 mM a pH 4,0 para
retirar o ion metalico fracamente quelatado. Realizou-se, entdo, a eluicdo do ion
niquel alimentando-se solu¢do de EDTA 50 mM a pH 7,0, recolhendo-se as
fracoes de eluicdo em fragbes de 3,0 mL e analisando-as por medida de
absorbancia a um comprimento de onda de 378 nm, determinado por varredura
em espectrofotdmetro. A concentragao de niquel foi determinada utilizando-se um
coeficiente de extingdo obtido a partir de curva de calibracao do niquel em solugéao
de EDTA 50 mM pH 7,0 no comprimento de onda de 378 nm.
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3.2.4. Experimentos Cromatograficos

3.2.4.1. Cromatografia em agarose-IDA-Me?*

As cromatografias foram realizadas para determinar o perfil de eluicdo da
GPV em diferentes sistemas tamponantes. Uma coluna cromatografica da
Amersham Biosciences (Suécia) (modelo C 10/10; 10 mm de diametro interno x 10
cm de altura) foi preenchida com 5,0 mL de gel agarose-IDA e conectada a um
sistema de cromatografia de baixa pressao (Gilson, EUA). A corrente de saida foi
conectada a um monitor de medida de absorbancia a 280 nm e este ligado ao
coletor de fragbes (Figura 3.1).

ying

Figura 3.1. Sistema cromatografico: 1. Amostra, 2. Bomba peristaltica, 3. Coluna
cromatogréfica, 4. Medidor de absorbancia a 280 nm, 5. Coletor de fracdes, 6.
Registrador.

A coluna contendo o adsorvente (agarose-IDA) foi alimentada, até a
saturagao, com uma solugao a 50 mM de sulfato de niquel e, em seguida, lavada
seqliencialmente com agua ultra pura e com tampéao de eluicdo, com o objetivo de
remover o metal fracamente adsorvido na matriz. Em seguida, a coluna foi

equilibrada com o tampao de adsor¢éo (tampao de equilibrio) a uma vazao de 0,5



3. Materiais e Métodos 26

mL/min e em temperatura ambiente. A alimentacdo de amostra protéica foi
realizada na mesma vazao da etapa de equilibrio, alimentando-se a coluna
cromatografica com 5,0 mL de sobrenadante ou 5,0 mL de lisado. Para favorecer
a adsorcao, realizou-se a troca do tampdo em que amostras de lisado e
sobrenadante se encontravam inicialmente, para o tampao de equilibrio utilizado
na coluna e, para isso, utilizou-se colunas PD-10 Sephadex G 25 Medium
(Amersham Biosciences, Suécia).

Apds o término da alimentagéo, a coluna foi lavada com o mesmo tampéo
de adsorcdo, na mesma vazao, até que todas as proteinas nao adsorvidas fossem
retiradas da coluna. Apds a lavagem, a eluicao foi realizada em etapas, de
maneira gradativa, por abaixamento de pH ou com adicdo de um agente
competitivo (imidazol) no tampao de equilibrio e, entdo, a coluna foi regenerada
com solugdo de EDTA 50 mM a pH 7,0. A corrente de saida foi coletada durante
todo o experimento em fragdes de volume de 2,5 mL para analises posteriores. Os
experimentos foram realizados em duplicata (Apéndice A).

O ion metélico cobre também foi imobilizado, porém, neste caso, a coluna
foi preenchida com 3,0 mL de gel de agarose-IDA. Alimentou-se, portanto, a
coluna com 3,0 mL de lisado de células e coletou-se fragbes cromatograficas de
1,5 mL na corrente de saida.

3.2.4.2. Cromatografia em agarose - Concanavalina A

A coluna cromatografica da Amersham Biosciences (Suécia) (modelo C
10/10) foi preenchida com 3,0 mL de gel agarose-Con A e conectada ao sistema
de cromatografia de baixa pressao (Gilson, EUA), conforme descrito na Figura 3.1.

A coluna foi equilibrada a temperatura ambiente a uma vazédo de 0,2
mL/min com o tampdo de adsor¢cdo. Para a etapa de adsorgdo, utilizou-se o
tampao 20 mM Tris-HCI com 500 mM de NaCl, 1 mM MnCl; e 1 mM de CaCl, a
pH 7,4. A alimentacao foi realizada a uma vazao de 0,3 mL/min, injetando-se 3,0
mL de lisado em tamp&o de adsorgao.
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Apoés o término da alimentacao, a coluna foi lavada com o mesmo tampao
de adsorcao, na vazao de 0,4 mL/min , até que todas as proteinas ndo adsorvidas
fossem retiradas da coluna. A eluicdo foi realizada com o tampao metil-o-D-
glucopiranosideo 500 mM, Tris-HCI 20 mM e NaCl 500 mM a pH 7,4, a vazéo de
0,3 mL/min. A coluna foi regenerada primeiramente com tampao de equilibrio a
uma vazao de 0,4 mL/min e posteriormente com solugdo contendo 500 mM NaCl e
20 mM Tris-HCI, pH 8,5 (vazéo de 0,4 mL/min) e solugdo contendo 500 mM NacCl
e 20 mM acetato, pH 4,5 (vazado de 0,4 mL/min), repetindo este procedimento 3
vezes. Para remocao de substancias fortemente adsorvidas, injetou-se uma
solugdo 20% de etanol com vazdo 0,4 mL/min. A coluna foi, entdo, reequilibrada
com tampao de equilibrio (vazao de 0,4 mL/min), seguindo-se com a injecao de
tampao de armazenagem (20% etanol em 0,1 M acetato, 1 M NaCl, 1 mM CaCl, 1
mM MnCl; e 1 mM MgCly) a pH 6,0 (vazéo 0,4 mL/min).

A corrente de saida foi coletada durante todo o experimento em fragdes de
volume de 1,5 mL. As fragcGes obtidas foram monitoradas a 280 nm, quantificadas
pelo procedimento descrito por Bradford (1976) e aquelas situadas nos picos de
proteina foram agrupadas e analisadas por eletroforese SDS-PAGE.

3.2.4.3. Cromatografia em coluna Histrap

Os ensaios cromatograficos foram realizados com a coluna comercial
Histrap (Amersham Biosciences, Suécia), que consiste em uma coluna contendo 5
ml de agarose com niquel imobilizado em um agente quelante nao informado pelo
fabricante. A cromatografia foi realizada em um sistema de baixa presséo,
conforme descrito na Figura 3.1.

A coluna foi equilibrada com o tampéao fosfato 20 mM, NaCl 500 mM,
imidazol 2 mM pH 7,0, ou tampao fosfato 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 20 mM
pH 7,4, a uma vazao de 0,5 mL/min e em temperatura ambiente. Alimentou-se a
coluna cromatografica com 5 mL de lisado e posteriormente lavou-se a coluna
com tampao fosfato 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 2 mM pH 6,0, ou tampao
fosfato 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 20 mM pH 7,4, na vaz&o de 0,5 mL/min,
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até que todas as proteinas ndo adsorvidas fossem retiradas da coluna. Apos a
lavagem, a eluicao foi realizada em etapas, com aumento da concentragao de um
agente competitivo (imidazol) no tampao de lavagem. A corrente de saida foi
coletada durante todo o experimento em fracées de volume de 2,5 mL para
analises posteriores. Os experimentos foram realizados em duplicata (Apéndice
A).

3.2.5. Quantificacao de proteina total

A concentracao de proteina total nas amostras foi determinada utilizando o
método de Bradford, conforme o procedimento descrito por Bradford (1976), com

albumina do soro bovino (BSA) como proteina de referéncia.

3.2.6. Eletroforese SDS-PAGE “SDS-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis”

Com o intuito de verificar a seletividade do adsorvente em funcdo do
sistema tamponante, as fragées obtidas nas etapas cromatograficas de lavagem,
eluicao e regeneracao foram analisadas por eletroforese SDS-PAGE realizada no
equipamento Mini Protean lll (BioRad, EUA) utilizando gel de poliacrilamida 10%,
sob condigbes nao-redutoras, conforme procedimento descrito por Delm et al.
(1999). As proteinas das amostras foram primeiramente desnaturadas aquecendo-
as a 100°C por 7 min e entdo aplicadas em aliquotas de 10 uL nos géis de
eletroforese, submetidos a uma voltagem de 180 V em cuba vertical contendo
tampao de corrida Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 3,5 mM.

A coloracdo dos géis foi feita com nitrato de prata, conforme Morrissey
(1981), pré-fixando o gel por 20 min sob agitacdo em 50% de metanol e 10% de
acido acético e posteriormente em 5% de metanol e 7% de acido acético
novamente por 20 min. Em seguida, colocou-se o gel em solucdo aquosa de
glutaraldeido a 10% por 20 min e lavou-se o gel com &gua destilada por 1 h.
Adicionou-se ao gel solucao de ditiotreitol a uma concentragcédo de 5,0 ug/mL, que

permaneceu em contato com o mesmo por 20 min e, em seguida, adicionou-se
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solugcédo contendo 0,1% de nitrato de prata, mantendo sob agitacdo por 20 min.
Posteriormente, lavou-se o gel com agua destilada e adicionou-se solugéao
reveladora (50 mL de formaldeido a 37% (m/v) em 100 mL de carbonato de sbdio
a 3% (m/v)), mantendo sob agitacdo até a visualizacao das bandas de proteinas
no gel. Para finalizar a reacao, adicionou-se 5,0 mL de &cido citrico 2,3 M e apés
agitar por 10 min, lavou-se o gel por 30 min com agua destilada.

Utilizou-se nas eletroforeses marcador de baixa massa molecular
(Amersham Biosciences, Suécia) contendo as seguintes proteinas: fosforilase b
(97 kDa), albumina (66 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase carbénica (30 kDa),
inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-lactalbumina (14,4 kDa). Utilizou-se também IgG
humana como marcador (sob condi¢des redutoras), apresentando bandas de 50
kDa e 25 kDa.

3.2.7. Eletroforese nativa

A eletroforese nativa foi realizada com mesmo protocolo da eletroforese
SDS—-PAGE, porém retirando-se o SDS (dodecil sulfato de sédio) dos géis e
tampdes, nao desnaturando a proteina e utilizando tampao de corrida em pH 7,5.
As proteinas das amostras foram aplicadas em aliquotas de 10 uL nos géis de
poliacrilamida de 7,5% e 10%, submetidos a uma voltagem de 180 V em cuba

vertical contendo tampao de corrida Tris 25 mM, glicina 192 mM pH 7,5.

Utilizou-se nas eletroforeses marcador de baixa massa molecular
(Amersham Biosciences, Suécia) contendo as seguintes proteinas: fosforilase b
(97 kDa), albumina (66 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase carbénica (30 kDa),
inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-lactaloumina (14,4 kDa) e, marcador de alta
massa molecular (Amersham Biosciences, Suécia) contendo as seguintes
proteinas: miosina (212 kDa), ap — macroglobulina (170 kDa), B — galactosidase

(116 kDa), transferrina (76 kDa) e desidrogenase glutamica (53 kDa).

A coloracédo dos géis foi feita com nitrato de prata, conforme Morrissey
(1981), apresentado anteriormente.



3. Materiais e Métodos 30

3.2.8. Precipitacao por sulfato de aménio

A precipitagéo de proteinas por sulfato de amdnio foi realizada de acordo
com o procedimento descrito por El-Kak e Vijayalakshmi (1991), utilizando-se
lisado de células produzidos em meio TC100.

As aliguotas de lisado de células foram descongeladas e precipitadas com
solucdo de sulfato de aménio a 40% (1,6 mL de sulfato de aménio, 2,4 mL de
lisado), 50% (2,0 mL de sulfato de aménio, 2,0 mL de lisado), 60% (2,4 mL de
sulfato de aménio, 1,6 mL de lisado), e 70% (2,8 mL de sulfato de aménio, 1,2 mL
de lisado) de saturacao, a 4 °C, acrescentando-se solu¢ao saturada de sulfato de
aménio gota-a-gota ao lisado e mantendo-se,em seguida, a solugdo sob agitacao
por 1h a 4 °C. Posteriormente, o material foi centrifugado a 10.000 g por 15 min e
o precipitado obtido foi dissolvido em 300 uL de tampédo PBS e dialisado, em
sacos de didlise com tamanho nominal de corte de 12 a 16 kDa de celulose
regenerada (Interlab, Brasil), por 30 h, sob agitagédo, contra 2 L do mesmo tampao,
trocados 3 vezes. Para a realizagdo do ELISA, o volume do precipitado foi

completado para 1 mL.

3.2.9. Quantificacao da GPV por ELISA (“Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay”)

A concentracdo da GPV presente nas fragbes cromatograficas foi
determinada por ensaios do tipo ELISA utilizando-se anticorpos monoclonais ou
policlonais disponiveis nos kits comerciais de ELISA (Sanofi Diagnostics Pasteur
S.A — Franga). Como anticorpo de sensibilizagao utilizou-se: anticorpo monoclonal
imunoglobulina G de camundongo anti-glicoproteina da raiva semi-purificado ou
anticorpo policlonal imunoglobulina G de coelho anti-glicoproteina G da raiva
purificado. Os testes ELISA foram realizados no Laboratério de Imunologia Viral
do Instituto Butantan (SP) conforme o procedimento indicado pelo fabricante do
kit, com as etapas descritas a seguir.
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3.2.9.1. Sensibilizacao da placa

Diluiu-se o anticorpo de sensibilizacao (1/200) em tampéo carbonato de
s6dio 0,05 M pH 9,6, distribuiu-se 200 uL/pogo e incubou-se a placa selada por 3 h
a 37°C. Verteu-se a placa e secou-se em papel de filtro por 5 min. Distribuiu-se,
entdo, 300 uL/pogo de solugdo de bloqueio (0,3% BSA, 5% sacarose em tampéao
carbonato de sédio 0,05 M pH 9,6) e incubou-se a placa selada durante 30 min a
37°C. Verteu-se a placa, secou-se em papel filtro durante 1 min, lavou-se 5 vezes
em solucéo de lavagem (Tween 0,05% em tampao PBS 4,6 mM, pH 7,0) e secou-

se novamente em papel de filtro durante 1 min.

3.2.9.2. Ensaio

Realizou-se a diluicdo da vacina de referéncia purificada e inativada, em
tampéo PBS 4,6 mM pH 7,0 suplementado com 0,05% de Tween 20 e 75 mM de
BSA, com 7 pontos de diluicdo (500; 250; 125; 62,5; 31,2; 15,6; 7,8 ng/mL) e
adicionou-se, em duplicata, 200 pL/poco, as referéncias diluidas, o branco (Tween
0,05%, BSA 75 mM em tampdo PBS 4,6 mM pH 7,00 e as fracoes
cromatograficas. Apés 1 h de incubacao a 37°C, a placa foi lavada 5 vezes em
solugéo de lavagem.

Distribuiu-se, entdo, 200 uL/po¢o de anticorpo monoclonal ou policlonal
conjugado a peroxidase diluido (1/200) em Tween 0,05%, BSA 75 mM em tampé&o
PBS 4,6 mM pH 7,0 e incubou-se a placa selada novamente durante 1 h a 37°C. A
placa foi lavada 6 vezes em solugéao de lavagem e seca em papel de filtro durante
1 min. Posteriormente, adicionou-se 200 plL/poco de solucdo de substrato
cromdgeno 2 mg/mL em tampao para peroxidase (tampao citrato trisédico 40 mM,
acido citrico 10 mM, peréxido de hidrogénio 0,1%) e incubou-se a placa selada por
30 minutos em temperatura ambiente no escuro. Distribuiu-se, por fim, 50 uL/poco
de solucdo de parada (acido sulfurico 4 N e agua) e realizou-se a medida de
absorbancia no leitor de microplacas a 492 nm. A concentracao de glicoproteina G
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das fragdes foi determinada comparando valores de densidade 6ptica (OD) das
amostras com os valores de OD das diluicdes da vacina de referéncia.

Cliquet et al. (2003) determinaram a precisdo do ELISA como sendo de
87% para vacinas virais. Como na quantificagdo da GPV purificada, utiliza-se,
como referéncia, a vacina anti-rabica viral, o resultado pode estar sendo
subestimado. Isso ocorre porque apesar do anticorpo primario se ligar a apenas
uma particula viral, o anticorpo secundario podera identificar as diversas
glicoproteinas que estdo na superficie do virus, potencializando o sinal na
referéncia.

O teste ELISA foi realizado inicialmente utilizando anticorpos monoclonais
como anticorpos primarios e secundarios. Porém, neste caso, devido a possivel
competicdo entre os anticorpos primarios e secundarios pelo mesmo sitio de
adsorcao, realizou-se também o teste ELISA utilizando anticorpos policlonais

como anticorpos primarios e secundarios.

3.2.10. Imunizacao de coelhos com virus da raiva inativados

Para a obtencdo do anticorpo primario utilizado no western blotting, a
equipe da Prof?. Wirla M. S. C. Tamashiro do Instituto de Biologia da Unicamp
imunizou trés coelhos albinos jovens, Nova Zelandia, com vacina Rabisin-i (Merial
Saude Animal Ltda, Brasil). Esta vacina inativada, € indicada pelo WHO (World
Health Organization) por ter maxima poténcia contra raiva sem apresentar

reversdo da viruléncia, recomendando-se a aplicacao de uma dose anual.

Primeiramente no dia zero, imunizou-se os coelhos com uma dose vacinal
por via subcutanea (sc), realizando-se, posteriormente, no dia 35, a aplicagéo de
uma dose vacinal por via intramuscular (im) e no dia 111 a aplicacao de uma dose
vacinal por via intramuscular (im). Constatou-se que apds a terceira dose de
imunizagdo com a vacina Rabisin-i (Merial Sadide animal Ltda, Brasil), os coelhos
produziram anticorpos séricos capazes de reconhecer as preparagdes de vacinas
anti-rabicas da Merial (Brasil) e do instituto Pasteur (Ag padrdao do ELISA) por dot
blotting.
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3.2.11. Western Blotting

Preparou-se o gel de poliacrilamida 10% e injetou-se 50 uL de amostra de
alimentacéo, lavagem e eluicdo, previamente preparadas com tampéo de amostra
4X (1 M Tris-HCI pH 6,8; B-mercaptoetanol; glicerol; SDS; 0,1% azul de
bromofenol e 4gua deionizada) na proporcao de 4:1, nos respectivos pogos.

Para realizar-se a transferéncia, tiras de membrana de nitrocelulose
(BioRad, EUA), esponjas, papel Wattman 3 e a eletroforese foram umedecidas em
tampéo de transferéncia (25 mM Tris, 192 mM de glicina, 20% metanol pH 8,1-
8,4), montados de acordo com a Figura 3.2 e inseridas no equipamento Mini
Transblotting (BioRad, EUA). Aplica-se, entdo, uma corrente elétrica entre as
placas alocadas no equipamento, que promove a transferéncia das proteinas
carregadas do gel para a membrana de nitrocelulose, mantendo a mesma posi¢cao
em que se encontravam no gel. A transferéncia foi realizada aplicando-se uma

voltagem constante de 100 V por cerca de 2 h.

Acrilico

Esponja

' 1 Papel VWattman
' 1 Gel

L 1 Membrana de nitrocelulose

' 1 Papel Wattman
Esponja

Acrilico

Figura 3.2. Montagem para a realizagéo da transferéncia.

Apds a corrida de transferéncia, corou-se a membrana de nitrocelulose
com solugdo de Ponceau S (Sigma, EUA) 0,5%, cortou-se o pedago de tira de
membrana de nitrocelulose que continha as proteinas padrédo de baixa massa
molecular e corou-a com solu¢ao de amido black 0,5%.
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As outras tiras de membrana de nitrocelulose foram bloqueadas,
incubando-as por 1 h a temperatura ambiente em tampao de bloqueio (PBS 0,02
M pH 7,2 contendo 5% de leite desnatado (Molico, Brasil) e 0,1% de Tween 20
(Sigma, EUA)). Decantou-se, entao, o tampao de bloqueio e adicionou-se solu¢ao
de lavagem (PBS 0,02 M pH 7,2 contendo 0,1% de Tween 20 (Sigma, EUA)).
Agitou-se por 5 min, descartou-se a solugao e repetiu-se o procedimento mais 2
vezes. Entéo, adicionou-se o anticorpo primario (soro de coelho imunizado com a
vacina Rabisin-i (Merial Saude animal Ltda, Brasil), como descrito no item 3.2.10.),
diluido 1:200 em tampao PBS 0,02 M pH 7,2 contendo 2% de leite desnatado
(Molico, Brasil) e 0,1% de Tween 20 (Sigma, EUA), e incubou-se por 1 h a 37°C e
em seguida durante uma noite a 4°C.

Decantou-se a solugdo do anticorpo primario e adicionou-se solugéao de
lavagem, lavando por 30 min sob agitacdo ocasional, trocando o tampé&o a cada 6
min. Decantou-se a solucdo de lavagem e adicionou-se o0 anticorpo secundario
(anticorpo IgF de carneiro anti-lgG de coelho conjugado com peroxidase),
preparado pela equipe da Prof?. Wirla M. S. C. Tamashiro do Instituto de Biologia
da Unicamp, diluido 1: 16000 em tampao PBS 0,02 M pH 7,2 contendo 2% de leite
desnatado (Molico, Brasil) e 0,1% de Tween 20 (Sigma, EUA) e, incubou-se a
37°C por 2 h. Decantou-se, entéo, a solugéo do anticorpo secundario e adicionou-
se tampao de lavagem, lavando por 30 min, sob agitagcdo ocasional, trocando

tampé&o a cada 5 min.

Apo6s decantar a solucdo de lavagem, adicionou-se o0 reagente Super
Signal West Pico Chemiluminescent Substrates (Pierce, EUA) as membranas de
nitrocelulose e deixou reagir por 5 min. Posteriormente, em camara escura, as
tiras secas de membrana de nitrocelulose foram colocadas entre folhas
transparentes sobre as quais colocou-se o filme de raio X, deixando-se o conjunto
em contato por 2 min. Revelou-se entdo o filme de raio X em solugao reveladora
para uso odontolégico (Kodak, Brasil), agitando até o aparecimento das bandas.
Levou-se entdo o filme a agua por alguns segundos e posteriormente em fixador
dental (Kodak, Brasil).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. EFEITO DO SISTEMA TAMPONANTE NA ADSORCAO DE GPV EM
AGAROSE-IDA-NI*

Em IMAC de proteinas (nativas ou recombinantes com cauda de
polihistidina), a seletividade e a capacidade do adsorvente sdo, em geral,
fortemente afetadas pelo pH e pelos sistemas tamponantes empregados nas
etapas de adsorcao e eluicdo. Com o objetivo de verificar a influéncia destas duas
variaveis em IMAC na purificacdo de GPV, selecionou-se cinco sistemas
tamponantes. A selecdo dos tampdes baseou-se no seguinte critério: a) estudar
diferentes estratégias de dessorcdo (abaixamento de pH e adicdo de agente
competitivo); b) estudar o efeito de tampdes e agentes competitivos ndo classicos
em IMAC (tampao MMA e Tris-HCI como agente competitivo). Assim, foram
empregados os sistemas tamponantes MMA e fosfato-acetato para estudo da
dessorcao por abaixamento de pH e os sistemas fosfato-imidazol, MOPS-imidazol
e Tris-HCI para estudos da dessorcdo por aumento de concentracdo agente

competitivo.

4.1.1. Efeito do sistema tamponante e da eluicao por abaixamento de pH na
purificacao de GPV

4.1.1.1. Efeito do sistema tamponante MMA

O tampao MMA é composto de MOPS, MES e acetato de sddio. MOPS e
MES sao “Good buffers” (Good et al., 1966), que contém grupos positivos e
negativos ionizaveis na mesma molécula, e se encontram na forma zwiteridnica
quando empregados em pHs abaixo de seu pKa (pKa igual a 7,2 e 6,15 para
MOPS e MES, respectivamente). O tampao MMA é recomendado em somas
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equimolares dos trés componentes quando se deseja manter 0 mesmo sistema

tamponante em todo o processo cromatografico.

Uma vez que MMA tampona em uma ampla faixa de pH, € possivel utiliza-
lo nas etapas de adsor¢do (pH 7,0) e eluicdo (pHs 6,0, 5,0 e 4,0), sem
necessidade de alterar os ions do sistema tamponante (Mrabet, 1992; Sidenius et
al., 1999; Todorova-Balvay et al., 2004) e, quando empregado por Vangan et al.
(2002) para a purificacdo de IgG humana em agarose-IDA-Ni?*, este tamp&o
promoveu maior retencdo da proteina na coluna comparado ao sistema

tamponante fosfato-acetato.

Com este sistema tamponante, foi realizada a comparagcdo do perfil
cromatografico e eletroforético em fungcdo da solucdo de alimentagao:
sobrenadante e lisado, provenientes de ensaios realizados em meio Sf9001l e TC
100. Primeiramente apresentam-se os perfis cromatograficos e eletroforéticos para
alimentacdo de sobrenadante de cultura celular em meio Sf900ll e lisado de
células contendo GPV (Figura 4.1). Observa-se nas duas amostras, lisado e
sobrenadante, uma grande variedade de proteinas.

No caso do sobrenadante, as eletroforeses indicaram a presenca de uma
proteina com massa molecular de aproximadamente 57 kDa, que se supde ser a
GPV, nas fracbes de lavagem com presenca de impurezas, € uma pequena
quantidade desta proteina presente nas fracdes de eluicdo. Para o lisado de
células, a eletroforese indicou a presenca da proteina de aproximadamente 57
kDa nas fragcdes de eluicdo, porém com grande quantidade de impurezas,
demonstrando, para ambos os casos (sobrenadante e lisado), que o sistema
tamponante MMA ndo promoveu alta seletividade na purificacdo da proteina

desejada.
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Figura 4.1. Cromatografia de sobrenadante de cultura celular (Sf900Il — lote A) (a) e do
lisado de células (Sf900Il — lote A) (b) no sistema tamponante MMA em agarose-IDA-Ni?*.
Alimentagéo 5,0 mL. Vazao 0,5 mL/min. Adsor¢cdo com MMA 50 mM, NaCl 1 M pH 7,0,
dessor¢cdo com MMA 50 mM, NaCl 1 M pH 4,0 e regeneracdo EDTA 50 mM pH 7,0.
Eletroforese em gel de acrilamida 10% (corrida em 180V): 1. marcador de baixa massa
molecular (LWM), 2. alimentacao (l), 3-5. lavagem (L), 6-8. eluicdo (E), 9. regeneracao
(R), 10. marcador de IgG humana (Aventis). Realizado em duplicata (Apéndice A).
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A Tabela 4.1 apresenta os balancos de massa das cromatografias em
termos de proteina total. Observa-se nos balangos de massa, que a maior parte
das proteinas foi eliminada nas fracoes de lavagem para ambas as alimentacoes
(sobrenadante e lisado).

Tabela 4.1. Balancos de massa para proteina total das cromatografias em agarose-IDA-
Ni?* utilizando o sistema tamponante MMA, com alimentacdo de sobrenadante e lisado
(Sfoooll).

Tipo de Alimentagéo
Sobrenadante (lote A)  Lisado (lote A)

Fracdes (mg)’ (%)? (mg)'  (%)?
Alimentagao 0,30 100,00 1,12 100,00
Lavagem 0,15 49,98 0,61 54,72
Eluigao 0,06 21,20 0,22 19,37
Regeneracéao 0,07 23,87 0,14 12,35
Recuperacao 0,28 95,05 0,97 86,44

' Massa calculada por meio de dosagem de proteinas totais (Bradford, 1976)
2 Porcentagem relativa & massa de proteina total injetada

Para quantificar a GPV nas fragcbes cromatograficas, realizou-se o teste
ELISA (Tabela 4.2). O teste ELISA foi realizado com as fragdes cromatograficas
de lavagem, eluicdo e regeneracdo que apresentaram maior concentracdo de
proteinas totais e ndo com os “pools” das etapas cromatogréficas. Por esse motivo
nao foi possivel realizar o balango de massa em termos de GPV. Além disso,
como a curva padrao para a dosagem de GPV (Apéndice A) abrange uma faixa de
concentracao de 7,5 a 250 ng/mL de GPV, valores abaixo de 7,5 ng/mL foram
obtidos por extrapolacéo.

Observa-se pelo teste ELISA maior concentracdo de GPV nas amostras
de alimentagao de lisado que nas de sobrenadante. Porém, o teste nao detectou a
proteina de interesse nas fragcdes cromatograficas de lavagem, eluicdo e

regeneragao. Isso pode ter ocorrido devido ao fato da concentragdo de GPV nas
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fracoes analisadas ser supostamente muito baixa, que provocaria interferéncia no
resultado do ELISA uma vez que o teste seria mais adequado para concentragdes
de GPV maiores que 25 ng/mL, ou por uma possivel instabilidade da proteina em
decorréncia da queda de pH, uma vez que uma permanéncia prolongada da
proteina em pHs baixos poderia inativar a proteina (Da Poian et al., 2005). As
fracoes dosadas nos ensaios do tipo ELISA nao foram neutralizadas para evitar
que as amostras fossem diluidas, o que poderia prejudicar a andlise.

Tabela 4.2. Concentracdo de GPV nas fragbes cromatograficas (sistema tamponante
MMA) e alimentagao de sobrenadante e lisado (Sf900ll).

Tipo de Alimentacéo

Sobrenadante (lote A) Lisado (lote A)
Fragcdes Concentracdo  GPV* (ng) Concentragcdo GPV* (ng)
GPV (ng/mL)* GPV* (ng/mL)
Alimentagao 25,20 126,00 44,87 224,35
Lavagem nd** - nd** -
Eluicao nd** - nd** -
Regeneracao nd** - nd** -

* Teste ELISA realizado com anticorpos policlonais
** nd: ndo detectado

Posteriormente verificou-se o perfil cromatografico com a alimentacao de
lisado de células em meio TC100 no mesmo sistema tamponante, porém com
dessorcao primeiramente realizada por abaixamento de pH para 4,0 e
posteriormente por abaixamento degrau de pH para 6,0, 5,0 e 4,0, na tentativa de
se obter uma maior concentracdo de proteinas nas fracbes de eluicdo. O
sobrenadante de cultura celular produzido em meio TC 100 nao foi utilizado, uma
vez que foi observada maior concentracdo de proteinas totais no lisado (2,15
mg/mL) do que no sobrenadante (0,08 mg/mL). Os cromatogramas e eletroforeses
estdo apresentados nas Figuras 4.2 e 4.3.

As eletroforeses indicaram para ambos os tipos de eluicdo a presenca de
uma proteina com massa molecular de aproximadamente 57 kDa nas fragbes de
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eluicdo, porém em maior quantidade nas fragdes de regeneracdo com a presenca
de muitas impurezas. Além disso, observa-se pouca diferenca nos perfis de
eluicdo comparando-se a elui¢cdo a pH 4,0 com a eluigdo gradativa (pH 6,0; 5,0 e
4,0).

0,10 -

I e e e L e e e e S
D 3 B 9 12 158 18 21 ¥ 27 3 313 % 3 42

Fragoes

Concentragio de proteinas (mg/mL)

Figura 4.2. Cromatografia de lisado de células (TC100 — lote C) no sistema tamponante
MMA em agarose-IDA-Ni?*. Adsorgdo com MMA 50 mM, NaCl 1 M pH 7,0; dessorcéo por
abaixamento de pH para 4,0 e regeneracdo com EDTA 50 mM pH 7,0. Alimentagéo 5,0
mL. Vazado 0,5 mL/min. Eletroforese em gel de acrilamida 10% (corrida em 180V): 1.
marcador de baixa massa molecular (LWM), 2. alimentacdo (I), 3-4. lavagem (L), 5-6.
eluicdo (E), 7-8. regeneracédo (R), 9. marcador de IgG humana (Aventis). Diluicdes de
amostras para a eletroforese: 2 (20X), 3/4/5 (5X), 6 (10X).
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Figura 4.3. Cromatografia de lisado de células (TC100 — Iote C) no sistema tamponante
MMA em agarose-IDA-Ni?. Adsorcdo: MMA 50 mM, NaCl 1 M pH 7,0; dessorgdo por
abaixamento de pH para 6,0, 5,0 e 4,0, e regeneracdo com EDTA 50 mM pH 7,0.
Alimentagéo 5,0 mL. Vazao 0,5 mL/min. Eletroforese em gel de acrilamida 10% (corrida
em 180V): 1. marcador de baixa massa molecular (LWM), 2. alimentacao (I), 3. lavagem
(L), 4-5. eluicdo 1 (E1), 6-7. eluicdo 2 (E2), 8. eluicdo 3 (E3), 9. regeneracado (R), 10.
marcador de IgG humana (Aventis). Diluigdes de amostras para a eletroforese: 2 (30X), 3
(7X),4/5 (2X), 6 (5X), 7 (3X).

A Tabela 4.3 apresenta os balangos de massa das cromatografias, na qual
nota-se de 50 a 65% de proteinas totais nas fracdes de lavagem. Comparando-se
as duas formas de eluicdo utilizadas, maior quantidade de proteinas totais foi

obtida nas fracdes de eluigcdo quando esta foi realizada gradativamente.
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Tabela 4.3. Balancos de massa para proteina total de cromatografias em agarose-IDA-
Ni?* utilizando o sistema tamponante MMA, com alimentacéo de lisado (TC 100).

Tipo de Alimentacéo

Lisado (lote C)' Lisado (lote C)?

Fracdes (mg)® (%)* (mg)? (%)*
Alimentacao 6,85 100,00 8,17 100,00
Lavagem 4,43 64,65 414 50,62
Eluicéo 1 2,34 34,22 1,92 23,42
Eluicéo 2 - - 1,72 21,03
Eluicdo 3 - - 0,17 2,11
Regeneracao 0,52 7,65 0,19 2,27
Recuperacao 7,29 106,53 8,13 99,46

! Sistema tamponante MMA, dessorcéo por diminuicao de pH para 4,0

2 Sistema tamponante MMA, dessorgao por diminuicdo gradativa de pH para 6,0, 5,0, 4,0
% Massa calculada por meio de dosagem de proteinas totais (Bradford, 1976)

* Porcentagem relativa & massa de proteina total injetada

Para quantificar a GPV nas fragbes cromatograficas, realizou-se o teste
ELISA (Tabela 4.4). Observa-se uma elevada massa de GPV na fracdo de
alimentacao e maior quantidade da proteina nas fragcbes de lavagem que nas de

eluigéo, para ambos os casos analisados.
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Tabela 4.4. Concentracdo de GPV nas fragbes cromatograficas (sistema tamponante
MMA) e alimentagao de lisado (TC100).

Tipo de Alimentacéo

Lisado (lote C)’ Lisado (lote C)?
Fracdes Concentragdo ~ GPV (ng)” Concentragdo  GPV (ng)’
GPV (ng/mL) GPV (ng/mL)

Alimentagao 52,56 262,80 60,99 304,95
Lavagem 4,61 11,53 2,87 7,18
Eluicao 1 0,69 1,73 nd** -
Eluigéo 2 - - nd** -
Eluicéo 3 - - nd** -
Regeneracao nd** - nd** -

! Sistema tamponante MMA, dessorcéo por diminuicao de pH para 4,0

2 Sistema tamponante MMA, dessorgao por diminuicdo gradativa de pH para 6,0, 5,0, 4,0
* Teste ELISA realizado com anticorpos policlonais

** nd: ndo detectado

Conclui-se que para o sistema tamponante MMA, as eletroforeses
indicaram a presenga de uma proteina com massa molecular de aproximadamente
57 kDa nas fragdes de eluicdo e de regeneracao, porém com muitas impurezas.
Comparando-se as diferentes amostras de alimentacao (sobrenadante Sf900lIl -
lote A, lisado Sf900II - lote A e lisado TC100 - lote C), observa-se pela eletroforese
maior captura de uma proteina de aproximadamente 57 kDa, quando alimentado
lisado de células proveniente de cultura em meio TC100, porém os testes ELISA

nao detectaram presenga de GPV nas fragbes de eluigao.
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4.1.1.2. Efeito do sistema tamponante fosfato—acetato

No sistema tamponante fosfato-acetato, classico em IMAC, os ions do
sistema tamponante sdo alterados durante o processo cromatogréfico,
diferentemente do que ocorre com o sistema tamponante MMA. O tampao fosfato
foi utilizado na etapa de adsor¢cdao como competidor fraco. Os sais de fosfato
apresentam afinidade por ions metalicos por interagirem com estes através da
formacéao de ligacdes de coordenacao.

O fosfato forma complexos de coordenagdo pouco estaveis com o ion
metdalico niquel, pois de acordo com Pearson (1968(a) e 1968(b)) esses
complexos sao resultantes da associagcao de um &cido e de uma base de carater
diferentes. Segundo a classificagcdo acido-base de Lewis, o fosfato é classificado
como base forte e o ion metalico niquel como &cido intermediario de Lewis e,
desta forma, podem ocorrer interacdes tampao-ion metalico através de ligacoes
de coordenacdo, o fosfato agindo como um competidor fraco em IMAC e
melhorando, em muitos casos, a seletividade de adsorgao.

A eluicdo das proteinas foi realizada por abaixamento de pH, e como o
sistema NaH,PO3;/NaHPO,4 tampona na faixa de pH 5,8 a 8,0, a dessor¢gao das
proteinas da coluna com este tampao foi realizada somente a pH 6,0, e a valores
de pH mais baixos, as proteinas foram eluidas com o tampéo acetato de sodio (pH
5,0 e pH 4,0).

Nas cromatografias, utilizou-se sobrenadante de cultura celular e lisado de
células em meio TC100, devido a disponibilidade destas amostras. As
eletroforeses das cromatografias realizadas com alimentacédo de sobrenadante de
cultura celular indicaram a presenga de proteina de aproximadamente 57 kDa nas
fracoes de lavagem, porém, uma pequena quantidade desta proteina presente nas
fracbes de eluicdo (Figura 4.4 (a)). Para o lisado (Figura 4.4 (b)), a eletroforese
indicou a presenca da mesma proteina que supde ser a GPV, nas fracdes de
eluicao.
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Figura 4.4. Cromatografia de sobrenadante de cultura celular (TC100 — lote C) (a) e do
lisado de células (TC100 — lote C) (b) no sistema tamponante fosfato-acetato em agarose-
IDA-Ni*. Alimentacdo: 5,0 mL. Vaz&do 0,5 mL/min. Adsorcdo com fosfato 25 mM, NaCl 1
M pH 7,0; dessorcdo com tampao fosfato 25 mM, NaCl 1 M pH 6,0, acetato 25 mM, NaCl
1 M pH 5,0 e 4,0 e regeneragdo com EDTA 50 mM pH 7,0. Eletroforese em gel de
acrilamida 10% (corrida em 180V): 1. marcador de baixa massa molecular (LWM), 2.
alimentacao (), 3-4. lavagem (L), 5-6. eluicdo 1 (E1), 7-8. eluigdo 2 (E2), 9. eluicdo 3 (E3),
10. marcador de IgG humana (Aventis). Diluicoes na eletroforese (a): 2 (2X). Diluigdes na
eletroforese (b): 2 (30X), 3/4 (10X), 6 (2X), 8 (2X). Realizado em duplicata (Apéndice A).
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A Tabela 4.5 apresenta o balanco de massa em termos de proteinas
totais.

Tabela 4.5. Balangco de massa para proteina total da cromatografia de sobrenadante de
cultura celular (TC100) e lisado de células (TC100) em agarose-IDA-Ni?* utilizando o
sistema tamponante fosfato-acetato.

Tipo de Alimentacéo

Sobrenadante (lote C) Lisado (lote C)

Fragoes (mg)' (%) (mg)' (%)
Alimentagao 0,39 100,00 11,65 100,00
Lavagem 0,14 35,66 8,57 73,55
Eluicéao 1 0,11 27,07 1,77 15,17
Eluicéo 2 0,12 30,13 0,91 7,84
Eluigao 3 0,01 2,62 0,10 0,82
Regeneracéo 0,03 7,00 0,05 0,43
Recuperacéao 0,40 102,49 11,39 97,81

' Massa calculada por meio de dosagem de proteinas totais (Bradford, 1976)
2 Porcentagem relativa & massa de proteina total injetada

Observa-se novamente que a maioria das proteinas ndo foram adsorvidas
na coluna cromatografica, sendo obtidas nas fracées de lavagem. Comparando-se
os resultados obtidos do teste ELISA, o lisado mostrou maior massa de GPV
eluida (Tabela 4.6).

O teste ELISA foi realizado com anticorpos monoclonais e, por isso, uma
menor concentracdo de GPV foi detectada na fracdo de alimentagcdo em
comparagdo com a encontrada anteriormente, uma vez que 0s anticorpos
monoclonais detectam apenas a forma trimérica da GPV , os policlonais, também
detectam os mondmeros e os dimeros. Além disso, a competicdo pelo sitio de
adsorcdo dos anticorpos monoclonais utilizados como primarios e secundaros
pode ter provocado a perda de GPV na etapa de lavagem da placa, resultando em
uma menor deteccao de GPV.
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Tabela 4.6. Concentragdo de GPV nas fragdes cromatograficas para sistema tamponante
fosfato-acetato e injecao de sobrenadante e lisado (TC100).

Tipo de Alimentacéo

Sobrenadante (lote C) Lisado (lote C)
Fracoes Concentracdo  GPV (ng)* Concentracdo GPV (ng)*
GPV (ng/mL)* GPV (ng/mL)*

Alimentagao 4,00 20,00 12,75 63,75
Lavagem 4,24 10,60 7,51 18,78
Eluicao 1 4,38 10,95 5,95 14,88
Eluicao 2 4,62 11,55 5,44 13,60
Eluicdo 3 - - - -
Regeneracao - - - -

* Teste ELISA realizado com anticorpos monoclonais

Comparando-se o sistema tamponante MMA com fosfato-acetato, pode-se
verificar através do ELISA da cromatografia do lisado de células, uma maior
quantidade de GPV presente na eluicdo para o sistema tamponante fosfato-
acetato.

4.1.2. Efeito do sistema tamponante e da eluicao com adicao de agente
competitivo na purificacao de GPV

4.1.2.1. Sistema tamponante fosfato—imidazol

O sistema tamponante fosfato-imidazol é classico em IMAC, promovendo
altos niveis de purificacdo de amostras protéicas de diferentes fontes (Wong et al,
1991; Winzerling et al., 1992; Zatloukalova e Kuéerova, 2004; Kracalikova et al.,
2006). O agente competitivo imidazol foi utilizado para promover a dessorgao das
proteinas na etapa de eluicdo (formacao de complexo entre imidazol livre com o
metal quelatado) (Sulkowski, 1996). Em IMAC, recomenda-se a eluicdo com

imidazol para purificagdo de proteinas recombinantes contendo cauda de
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polihistidina, uma vez que a forte interacao da cauda com o metal quelatado pode
ser enfraquecida com concentracao de imidazol na faixa de 20 a 500 mM (Lim et
al., 2004; Atkins et al., 2005; Gupta et al., 2005). Imidazol em baixa concentracao
(2 mM) foi adicionado no tampao de adsorcdo, pois segundo Sulkowski (1996),
apds a adsorcao da proteina na coluna cromatografica ainda se encontram muitos
quelatos livres que, durante a eluicdo, podem formar complexos com o imidazol
perdendo um préton e abaixando o pH na coluna. Quando este fenémeno ocorre,
forma-se uma zona de pH muito baixo (de 1 a 2) que precede a dessor¢ao da
proteina e assim, a proteina pode ser eluida devido a queda de pH e ndo devido a
adicao de imidazol (competicdo). Para evitar o abaixamento de pH, Sulkowski
(1996) recomenda a pré-saturacdo da coluna com imidazol e a sua adigdo ao

tampéo de adsorcao, a fim de minimizar a liberagcao de protons durante a eluigcao.

Realizou-se cromatografias para purificacdo de sobrenadante de cultura
celular e lisado de células produzidas em meio TC100, utilizando-se tampao
fosfato 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 2 mM pH 7,0 no equilibrio da coluna. Na
etapa de lavagem utilizou-se tampao fosfato 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 2 mM
pH 6,0, realizando-se a dessor¢gao por aumento de concentracao de imidazol para
200 e 500 mM pH 6,0 (Figuras 4.5 e 4.6), procedimento este utilizado por Gupta et
al. (2005) para purificar a GPV-his-tag a partir de sobrenadante de cultura celular
de “Madin Darby bovine kidney’” (MDBK). Nao se realizou este ensaio para
sobrenadante e lisado de células em meio Sf900Il devido a indisponibilidade
destas amostras.

A Tabela 4.7 apresenta o balango de massa para proteinas totais. Pode-
se observar que uma grande quantidade de proteinas foi eliminada na etapa de
lavagem, no lisado em maior quantidade que no sobrenadante. Para o
sobrenadante, observa-se na eletroforese (Figura 4.5) uma proteina de
aproximadamente 57 kDa nas fragdes de lavagem e, apenas tragos desta proteina
nas fragbes de eluicdo. Quando o lisado foi alimentado, verifica-se a mesma
proteina nas fragbes de eluicdo com poucas impurezas presentes (Figura 4.6),
demonstrando a seletividade deste sistema tamponante.
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Figura 4.5. Cromatografia de sobrenadante de cultura celular (TC100 — lote C) no sistema
tamponante fosfato-imidazol em agarose-IDA-Ni?*. Alimentacdo 5,0 mL. Vazdo 0,5
mL/min. Equilibrio com fosfato 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 2 mM pH 7,0; lavagem
com fosfato 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 2 mM pH 6,0; dessorcao com tampao fosfato
20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 200 e 500 mM pH 6,0 e regeneracdo com EDTA 50 mM
pH 7,0. Eletroforese em gel de acrilamida 10% (corrida em 180V): 1. marcador de baixa
massa molecular (LWM), 2. alimentacdo (l), 3-4. lavagem (L), 5-6. eluicdo 1 (E1), 7-8.
eluicdo 2 (E2), 9. regeneracao (R), 10. marcador de IgG humana (Aventis). Diluicbes de
amostra para a eletroforese: 2 (2X). Realizado em duplicata (Apéndice A).
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Figura 4.6. Cromatografia de lisado de células (TC100 — lote C) no sistema tamponante
fosfato-imidazol em agarose-IDA-Ni?*. Alimentacéo 5,0 mL. Vazao 0,5 mL/min. Equilibrio
com fosfato 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 2 mM pH 7,0; lavagem com fosfato 20 mM,
NaCl 500 mM, imidazol 2 mM pH 6,0; dessor¢édo com tampéao fosfato 20 mM, NaCl 500
mM, imidazol 200 e 500 mM pH 6,0 e regeneragédo com EDTA 50 mM pH 7,0. Eletroforese
em gel de acrilamida 10% (corrida em 180V): 1. marcador de baixa massa molecular
(LWM), 2. alimentacao (I), 3-4. lavagem (L), 5-6. eluigcdo 1 (E1), 7-8. eluicdo 2 (E2), 9.
regeneracao (R), 10. marcador de IgG humana (Aventis). Diluicdes de amostras para a
eletroforese: 2(30X), 3/4 (10X), 5/6 (4X). Realizado em duplicata (Apéndice A).



4. Resultados e Discussao 51

Tabela 4.7. Balanco de massa para proteina total da cromatografia em agarose-IDA-Ni**
utilizando o sistema no sistema tamponante fosfato-imidazol. Alimentagdo de
sobrenadante e lisado de células (TC100).

Tipo de Alimentacéo

Sobrenadante (lote C) Lisado (lote C)

Fracdes (mg)’ (%)? (mg)’ (%)?
Alimentagao 0,41 100,00 10,69 100,00
Lavagem 0,24 58,10 8,96 83,78
Eluigao 1 0,16 39,38 1,17 10,93
Eluigéo 2 0,00 0,54 0,14 1,33
Regeneracéo 0,03 14,08 0,01 0,11
Recuperacéo 0,42 106,21 10,28 96,16

' Massa calculada por meio de dosagem de proteinas totais (Bradford, 1976)
2 Porcentagem relativa & massa de proteina total injetada

O teste ELISA (Tabela 4.8) mostrou quantidades similares de GPV
adsorvida para ambas as solugcbes de alimentacdo (lisado e sobrenadante).
Devido as baixas concentracoes de GPV apresentadas no teste ELISA, tentou-se
realizar a concentracdo das amostras por ultrafiltracdo, de modo que a leitura do
ELISA fosse mais precisa, porém observou-se a agregacao de proteinas na
amostra concentrada, o que poderia prejudicar a captura da GPV pelos anticorpos
utlizados no teste ELISA.
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Tabela 4.8. Concentracdo de GPV nas fragbes cromatograficas (sistema tamponante
fosfato-imidazol) e alimentacao de sobrenadante € lisado (TC100).

Tipo de Alimentacéo

Sobrenadante (lote C) Lisado (lote C)
Fracoes Concentracdo  GPV (ng)* Concentracdo GPV (ng)*
GPV (ng/mL)* GPV (ng/mL)*
Alimentagéo 5,50 27,50 17,50 87,50
Lavagem 4,15 10,38 12,80 32,00
Eluicao 1 4,90 12,25 6,52 16,30
Eluicao 2 - - - -
Regeneracao - - - -

* Teste ELISA realizado com anticorpos monoclonais

Devido aos baixos valores de concentracao de GPV detectados pelo teste
ELISA nas fracoes cromatograficas, independente do sistema tamponante
utilizado, realizou-se um western blotting (Figura 4.7) para confirmar a presenca
de GPV na fracao de eluicao e, uma eletroforese nativa (Figura 4.8), para verificar
se a forma trimérica da GPV é mantida, uma vez que os anticorpos monoclonais
utilizados no teste ELISA detectam a proteina apenas na forma trimérica. Fraces
cromatograficas do experimento em que se alimentou lisado de células em meio
TC100 em uma coluna de agarose-IDA-Ni?* com sistema tamponante fosfato-
imidazol foram utilizadas para a realizacdo do western blotting e da eletroforese
nativa, devido aos bons resultados apresentados por este.

Apesar de na literatura constar que a GPV na forma monomérica possui
massa molecular de 65 kDa (Gaudin et al. 1992), observou-se na Figura 4.7 a
presenca de uma proteina de massa molecular em torno de 57 kDa nas fragdes
cromatograficas, proteina esta que pode, possivelmente, ser a GPV, uma vez néao
detectada no lisado de células selvagens. Para confirmar se a proteina identificada
corresponde realmente a GPV e que a mesma possui 57 kDa, seria necessario
sequenciar esta proteina ou realizar um western blotting com um anticorpo
monoclonal especifico que reconheca apenas a GPV, teste este nao realizado

devido a indisponibilidade deste anticorpo.
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Figura 4.7. Western Blotting. LWM: marcador de baixa massa molecular (Sigma, EUA); I:
lisado de células em meio TC 100; L: Lavagem; E: eluicdo; S2: lisado da célula selvagem.

Através das eletroforeses nativas verifica-se a presenga de uma proteina
com massa molecular de aproximadamente 170 kDa. Devido ao fato do western
blotting apontar a possibilidade da proteina com massa molecular em torno de 57
kDa ser GPV, existe uma probabilidade desta proteina verificada na eletroforese
nativa ser a GPV na forma trimérica, o que demonstraria que a proteina mantém
sua estrutura apdés a cromatografia, podendo, assim, ser detectada no teste
ELISA.
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Figura 4.8. Eletroforese nativa de fragdes cromatograficas obtidas com alimentacédo de
lisado de células (TC100 — lote C) no sistema tamponante fosfato-imidazol em agarose-
IDA-Ni?*. Alimentagdo 5,0 mL. Vaz&o 0,5 mL/min. Equilibrio com fosfato 20 mM, NaCl 500
mM, imidazol 2 mM pH 7,0; lavagem com fosfato 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 2 mM
pH 6,0; dessorcdo com tampéo fosfato 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 200 e 500 mM pH
6,0 e regeneracdo com EDTA 50 mM pH 7,0. Eletroforese em gel de acrilamida 7,5% (a) e
10% (b) (corrida em 180V): 1. marcador de baixa massa molecular (LWM), 2. alimentagéao
(, 3-4. lavagem (L), 5-6. eluicdo 1 (E1), 7. eluicdo 2 (E2), 8. regeneragao (R), 9.
marcador de baixa massa molecular (LWM). Diluicbes de amostras para as eletroforeses:
2(20X), 3/4 (5X), 5 (2X).
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Devido ao fato de, sistematicamente, o sobrenadante de cultura celular
apresentar, em relacao ao lisado, menor concentragdo de GPV, e das amostras de
sobrenadante e lisado em meio Sf900ll nao estarem disponiveis, os experimentos
subseqiientes em agarose-IDA-Ni?* foram todos realizados apenas com lisado de
células em meio TC100.

4.1.2.2. Efeito do sistema tamponante MOPS-imidazol

O sistema MOPS-imidazol também é um sistema tamponante classico em
IMAC (Winzerling et al., 1992; Vancan et al., 2002). Para o estudo do efeito do
sistema tamponante MOPS-imidazol na adsor¢do da GPV, empregou-se na etapa
de adsorcdo MOPS (“Good buffer’) 25 mM contendo 1 M de cloreto de sédio e 2
mM de imidazol a pH 7,0, realizando-se a dessorgao por degrau do aumento da
concentracao de imidazol de 200 e 500 mM (Figura 4.9). Da mesma forma que
para o sistema tamponante fosfato-imidazol, o imidazol foi adicionado no tampao
de adsor¢do na concentracao de 2 mM, seguindo a recomendacgao de Sulkowski
(1996).

Para o sistema tamponante MOPS-imidazol, alimentando-se lisado de
células em meio TC100, a eletroforese indicou a presenca da proteina com massa
molecular de aproximadamente 57 kDa, equivalente a GPV, nas fracbes de
eluicdo com boa seletividade, uma vez que se verificou a presenca de poucas

impurezas, da mesma forma que para o sistema tamponante fosfato-imidazol.
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Figura 4.9. Cromatografia de lisado de células (TC100 — lote C) no sistema tamponante
em Mops-imidazol em agarose-IDA-Ni#*. Alimentacdo 5,0 mL. Vazao 0,5 mL/min.
Adsorcao MOPS 25 mM, NaCl 1 M, imidazol 2 mM pH 7,0; dessorgdo com tampao MOPS
25 mM, NaCl 1 M, imidazol 200 e 500 mM pH 7,0 e regeneragdo com EDTA 50 mM pH
7,0. Eletroforese em gel de acrilamida 10% (corrida em 180V): 1. marcador de baixa
massa molecular (LWM), 2. alimentacdo (I), 3-4. lavagem (L), 5-6. eluicdo 1 (E1), 7.
eluicao 2 (E2), 8. regeneracao (R), 9. marcador de IgG humana (Aventis). Diluicdes na
eletroforese: 2(30X), 3/4 (10X), 5/6 (10X).

A Tabela 4.9 apresenta o0 balango de massa para proteinas totais,
encontrando-se grande quantidade de proteinas na fragao de lavagem.
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Tabela 4.9. Balanco de massa para proteina total da cromatografia de lisado de células
(TC100) em agarose-IDA-Ni* utilizando o sistema no MOPS-imidazol.

Tipo de Alimentagéo
Lisado (lote C)

Fracdes (mg)’ (%)?
Alimentagao 9,31 100,00
Lavagem 5,69 61,07
Eluicao 1 3,03 32,53
Eluicao 2 0,06 0,65
Regeneragao 0,06 0,64
Recuperacgéo 8,84 94,89

' Massa calculada por meio de dosagem de proteinas totais (Bradford, 1976)
2 Porcentagem relativa & massa de proteina total injetada

O teste ELISA (Tabela 4.10) detectou GPV nas fracdes de eluicdo, porém
maior concentragdo de GPV na fragao de lavagem.

Tabela 4.10. Concentracdo de GPV nas fragdes cromatograficas para o sistema
tamponante MOPS-imidazol e alimentagéo de lisado (TC100).

Tipo de Alimentacéo
Lisado (lote C)

FracGes Concentragao GPV GPV (ng)*
(ng/mL)*
Alimentagao 59,87 299,35
Lavagem 32,18 80,45
Eluicao 1 4,32 10,80
Eluicéo 2 nd** -
Regeneracao nd** -

* Teste ELISA realizado com anticorpos policlonais
** nd: ndo detectado
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4.1.2.3. Efeito do sistema tamponante Tris-HCI

O Tris-HCI nao € um tampao classico em IMAC quando utilizado como
agente competidor (dessorcao por aumento da concentracdo de Tris). Tris como
agente competidor tem promovido a dessorcao seletiva de IgG1 monoclonal e de
lgG humana quando a purificacdo é feita a partir do sobrenadante de cultura
celular de hibridomas e do plasma humano, respectivamente (Serpa et al., 2005;
Bresolin, 2006; Ribeiro, 2006).

O Tris apresenta carga positiva em pH 7,0, uma vez que apresenta pKa de
8,3. Apesar do grupo NH3" carregado, este possui um par de elétrons disponivel
para formar ligagdo de coordenagdo com ions metdlicos. O tampéao Tris-HCI age
como agente competidor em IMAC, promovendo seletividade de adsorcado de
proteinas. O tampéao Tris-HCI foi empregado na concentracao de 25 mM a pH 7,0,
e a dessorcao foi efetuada por degrau de aumento da concentragcéo de Tris-HCI
(100, 300, 500 e 700 mM) a pH 7,0.

A Figura 4.10 apresenta o cromatograma e eletroforese quando utilizado
este sistema tamponante. A eletroforese indicou a presenca da proteina de
aproximadamente 57 kDa nas fra¢des de eluicdo, porém com maior quantidade de
impurezas do que no sistema tamponante fosfato-imidazol. A Tabela 4.11
apresenta o balanco de massa para proteinas totais, onde se verifica novamente

uma grande quantidade de proteinas sendo retirada na etapa de lavagem.
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Figura 4.10. Cromatografia de lisado de células (TC100 — lote C) no sistema tamponante
Tris-HCI em agarose-IDA-Ni**. Alimentacdo 5,0 mL. Vaz&do 0,5 mL/min. Adsorcdo com
Tris-HCI 25 mM pH 7,0; dessorcdo com tampao Tris-HCI a 100, 300, 500 e 700 mM pH
7,0 e regeneracdo com EDTA 50 mM pH 7,0. Eletroforese em gel de acrilamida 10%
(corrida em 180V): 1. marcador de baixa massa molecular (LWM), 2. alimentacao (l), 3.
lavagem (L), 4. eluicdo 1 (E1), 5. eluigao 2 (E2), 6. eluicdo 3 (E3), 7. eluicao 4 (E4), 8.
regeneracdo (R), 9. marcador de IgG humana (Aventis). Diluicdes na eletroforese: 2
(50X), 3 (20X), 8 (2X). Realizado em duplicata (Apéndice A).



4. Resultados e Discussao 60

Tabela 4.11. Balanco de massa para proteina total da cromatografia de lisado de células
(TC100) em agarose-IDA-Ni** utilizando o sistema tamponante Tris-HCI.

Tipo de Alimentagéo
Lisado (lote C)

Fracdes (mg)’ (%)?
Alimentagao 13,51 100,00
Lavagem 8,38 62,00
Eluicao 1 0,40 2,99
Eluicdo 2 1,29 9,51
Eluicdo 3 0,80 5,90
Eluicédo 4 0,52 3,84
Regeneracéao 0,80 5,89
Recuperacao 12,18 90,14

! Massa calculada por meio de dosagem de proteinas totais (Bradford, 1976)
2 Porcentagem relativa & massa de proteina total injetada

O teste ELISA mostrou maior concentracdo de GPV na fracado de eluicéo
do que nas fragcbes de lavagem (Tabela 4.12). Percebe-se uma baixa
concentracdo de GPV na fracdo de alimentacao de lisado, provocado ou por
interferéncia do tampao no resultado do ELISA, por precipitacdo de proteinas ou
pelo fato da concentracdo de GPV nas amostras analisadas estar muito abaixo da
concentracao adequada para a realizagao do teste ELISA (25 ng/mL).
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Tabela 4.12. Concentracdo de GPV nas fragdes cromatogréficas para o sistema
tamponante Tris-HCI e alimentagéo de lisado (TC100).

Tipo de Alimentacéo
Lisado (lote C)

Fragcdes Concentragcao GPV GPV (ng)*
(ng/mL)*
Alimentagao 5,44 27,20
Lavagem 2,65 6,63
Eluicao 1 3,13 7,83
Eluigéo 2 3,13 7,83
Eluicdo 3 nd** -
Eluicao 4 2,65 6,63
Regeneracéao nd** -

* Teste ELISA realizado com anticorpos monoclonais
** nd: ndo detectado

Para todos os sistemas tamponantes utilizados na tentativa de purificagéo
da GPV em agarose-IDA-Ni** observa-se pelas eletroforeses a presenca da
proteina de massa molecular de aproximadamente 57 kDa, supostamente a GPV,
nas fracbes de lavagem, confirmado pelo teste ELISA (Tabelas 4.13 e 4.14),
indicando que a GPV n&o esta sendo totalmente adsorvida na coluna
cromatografica.
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Tabela 4.13. Concentracdo de GPV nas fragdes cromatogréficas para o sistema
tamponante MMA com alimentagédo de sobrenadante (S) e lisado (L) (Sf900Il — lote A) e
lisado (L) (TC100 — lote C), e para o sistema tamponante fosfato-acetato com alimentacao
de lisado (L) (TC100-lote C).

Tipo de Alimentagéo

*

Concentracao GPV (ng/mL) Concentracao GPV

*k

(ng/mL)
Fragbes S (lote A) L (lote A) L (lote C)' L (lote C)* S (lote C)° L (lote C)*
Alimentagao 25,20 44,87 52,56 60,99 4,00 12,75

Lavagem nd*** nd*** 4,61 2,87 4,24 7,51
Eluicao 1 nd*** nd*** 0,69 nd*** 4,38 5,95
Eluicdo 2 - - - nd*** 4,62 5,44
Eluicdo 3 - - - nd*** - -
Regeneracao nd*** nd*** nd*** nd*** - -

! Sistema tamponante MMA, dessorcéao por diminuicdo de pH para 4,0 (Eluicéo 1)

2 Sistema tamponante MMA, dessorcao por diminuicdo de pH para 6,0 (Eluicdo 1), 5,0
(Eluigao 2), 4,0 (Eluicéao 3)

% Sistema tamponante fosfato-acetato, dessorgao por diminuicdo de pH para 6,0 (Eluigao
1), 5,0 (Eluigéo 2), 4,0 (Eluigao 3)

* Teste ELISA realizado com anticorpos policlonais
** Teste ELISA realizado com anticorpos monoclonais
*** nd: ndo detectado
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Tabela 4.14. Concentracdo de GPV nas fragdes cromatogréficas para o sistema
tamponante fosfato-imidazol com alimentacao de sobrenadante (S) e lisado (L) (TC100 —
lote C), para o sistema tamponante Tris-HCl e MOPS-imidazol com alimentagao de lisado
(L) (TC100-lote C).

Tipo de Alimentacao

*k

Concentracao GPV (ng/mL) Concentragéo
GPV (ng/mL)
Fracdes S (lote C)' L (lote C)' L (lote C)? L (lote C)®
Alimentacao 5,50 17,50 5,44 59,87
Lavagem 4,15 12,80 2,65 32,18
Eluicédo 1 4,90 6,52 3,13 4,32
Eluicdo 2 - - 3,13 nd***
Eluicdo 3 - - nd*** -
Eluicao 3 - - 2,65 -
Regeneracao - nd*** nd***

! Sistema tamponante fosfato-imidazol e dessorgdo por aumento da concentracdo de

imidazol para 200 mM (Eluicdo 1) e 500 mM (Eluicéo 2).

2 Sistema tamponante Tris-HCI, dessorcdo por aumento da concentragdo de Tris-HCI para
100 mM (Eluigao 1), 300 mM (Eluigao 2), 500 mM (Eluigao 3) e 700 mM (Eluigao 4).

% Sistema tamponante MOPS-imidazol, dessorcdo por aumento da concentracdo de
imidazol para 200 mM (Elui¢cdo 1) e 500 mM (Eluigéo 2).

* Teste ELISA realizado com anticorpos policlonais
** Teste ELISA realizado com anticorpos monoclonais
*** nd: ndo detectado

4.2. ADSORCAO DE GPV A PARTIR DO LISADO DE CELULAS EM
AGAROSE-IDA-Cu?

Tendo-se constatado a baixa eficacia de captura de GPV do adsorvente
agarose-IDA-Ni?* em todos os sistemas tamponantes empregados, propds-se a
substituicado do ion niquel por cobre. O ion metélico cobre foi selecionado com
base nos estudos de Sulkowski (1989), que demonstrou que a forca de retencao
em IMAC de proteinas com histidinas acessiveis seguia a seguinte ordem: Cu*? >

Ni*? > Zn*? = Co?*. Além da alta forca de retengdo de proteinas, pode-se citar
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como exemplo, o trabalho de Boulis et al. (2003), que purificaram esporamina
recombinante a homogeneidade em cobre imobilizado. Assim, o gel agarose-IDA-
Cu®* foi utilizado com o intuito de melhorar a captura de GPV. O sistema
tamponante empregado foi fosfato-imidazol, uma vez que promoveu melhor
seletividade para o sistema agarose-IDA-Ni?*. O cromatograma e eletroforese da
purificacdo de GPV em agarose-IDA-Cu?* estdo apresentados na Figura 4.11.
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Figura 4.11. Cromatografia de lisado de células (TC100 — lote C) no sistema tamponante
fosfato-imidazol em agarose-IDA-Cu?*. Alimentagdo 3,0 mL. Vaz&do 0,5 mL/min. Equilibrio
com fosfato 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 2 mM pH 7,0; lavagem com fosfato 20 mM,
NaCl 500 mM, imidazol 2 mM pH 6,0; dessorgdo com tampao fosfato 20 mM, NaCl 500
mM, imidazol 200 e 500 mM pH 6,0 e regeneracdo com EDTA 50 mM pH 7,0. Eletroforese
em gel de acrilamida 10% (corrida em 180V): 1. marcador de baixa massa molecular
(LWM), 2. alimentagdo (l), 3-4. lavagem (L), 5-6. eluicao 1 (E1), 7. eluicdo 2 (E2), 8.
regeneracao (R), 9. marcador de IgG humana (Aventis). Diluicdes de amostras para a
eletroforese: 2(20X), 3/4 (5X), 5/6 (2X).
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A eletroforese mostrou a presengca de uma proteina com a massa
molecular de aproximadamente 57 kDa na fragdo de elui¢gdo, porém com menor
seletividade que em agarose-IDA-Ni** para o mesmo sistema tamponante.
Considerando-se o balanco de massa (Tabela 4.15) para o sistema agarose-IDA-
Cu®", nota-se uma maior captura de proteinas totais quando o ion cobre é

utilizado, com menor quantidade de proteinas sendo eliminadas na etapa de
lavagem.

Tabela 4.15. Balango de massa para proteina total da cromatografia em agarose-IDA-

Cu?* utilizando o sistema tamponante fosfato-imidazol. Alimentacdo de lisado de células
(TC100).

Tipo de Alimentagéo
Lisado (lote C)

Fracoes (mg)’ (%)?
Alimentacao 3,68 100,00
Lavagem 1,63 44 14
Eluicéo 1 1,33 36,17
Eluigéo 2 0,13 3,50
Regeneragao 0,03 0,70
Recuperacao 3,11 84,51

' Massa calculada por meio de dosagem de proteinas totais (Bradford, 1976)
% Porcentagem relativa & massa de proteina total injetada

Este resultado é tipico de cromatografias realizadas com o ion metalico
cobre imobilizado (alta captura e baixa seletividade). Apesar disso, o teste ELISA
(Tabela 4.16) detectou quantidade similar de GPV nas fracbes de lavagem e

menor quantidade de GPV na fragao de eluicao quando comparado ao adsorvente
agarose-IDA-Ni?".
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Tabela 4.16. Concentracdo de GPV nas fragdes cromatogréficas para o sistema
tamponante fosfato-imidazol e alimentagao de lisado (TC100).

Tipo de Alimentacéo
Lisado (lote C)

Fragcdes Concentragcao GPV GPV (ng)*
(ng/mL)*
Alimentagao 28,95 86,85
Lavagem 24,32 36,48
Eluicao 1 1,70 2,55
Eluigéo 2 1,27 1,91
Regeneracao nd** -

* Teste ELISA realizado com anticorpos policlonais
** nd: ndo detectado

Pelo fato da GPV supostamente conter uma cauda com seis histidinas,
esperava-se uma forte adsorcdo em agarose-IDA-Cu®*, o que nao ocorreu. Pode-
se explicar a baixa adsor¢gdo de GPV em agarose-IDA-Cu?* através de duas
hipéteses. Uma seria adsor¢do competitiva entre a GPV e proteinas
contaminantes contendo residuos de histidina acessiveis presentes no lisado, uma
vez que a presenga de pelo menos um residuo de histidina disponivel para a
coordenacdo resulta na retencdo da uma proteina em um gel de IDA-Cu*?. Como
a GPV esta em baixa concentracao (ng/mL) na solucdo e € uma proteina de alta
massa molecular quando na sua forma trimérica, a adsorgcdo seria dificultada
devido a fatores estéricos, e, no caso de competicao de proteinas menores pelos
sitios de adsorcao, a GPV estaria em desvantagem. Outra hipétese seria de parte
da GPV produzida no lisado nao apresentar a cauda de histidina acessivel, e a
sua adsorcao em agarose-IDA-Me**, portanto, ser ineficiente.

Aquino et al. (2006) também obtiveram menor adsor¢cado de pro-insulina
com cauda de polihistidina em agarose-IDA-Cu®* quando comparado a agarose-
IDA-Ni**. No entanto, a baixa adsorcdo de proinsulina em cobre imobilizado foi
devido a natureza da amostra utilizada, que continha agentes redutores e

perdxidos provenientes da solubilizacao de corpos de inclusdo e da sulfitélise,



4. Resultados e Discussao 67

constituintes que possivelmente ocasionaram reagdes oxidativas na presenca ion
cobre, provocando perda parcial dos residuos de histidina disponiveis da
superficie da proinsulina e impedindo a interacao proteina-metal.

4.3. CONCENTRACAO DE GPV: PRECIPITACAO COM SULFATO DE
AMONIO

A precipitacdo de biomoléculas com adicdo de sais é uma técnica muito
utilizada em processos de recuperacéao e purificagdo de bioprodutos por promover
a concentracdo do material de interesse e, em muitos casos, eliminar parte das
impurezas e contaminantes da amostra. Dentre os diversos agentes de
precipitacdo esta o sulfato de aménio, que aumenta o efeito hidrofébico na
solugdo, promove a agregacao das proteinas e pode ser usado em etapa inicial
para separacao de proteinas (Ersson et al., 1989; Shih et al., 1992). Com o intuito
de concentrar a GPV na solugéo, foram realizadas precipitacdes da solucdo de
lisado de células com concentracdes de sulfato de aménio de 40%, 50%, 60% e
70%, uma vez observada a agregacao de proteinas e a retencao destas proteinas
na membrana quando se tentou concentrar a GPV por ultrafiltracao.

A adicao de sulfato de aménio no lisado néo foi eficiente para precipitar a
GPV, como pode ser observado na eletroforese (Figura 4.12) e nos resultados do
teste ELISA (Tabela 4.17). Nota-se a presenca de uma proteina de massa
molecular de aproximadamente 57 kDa em todos os sobrenadantes, sendo que a
fracdo mais pura foi obtida para a razdo de 40% lisado, 60% solucao de sulfato de

amonio.
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Figura 4.12. Eletroforese do sobrenadante e precipitado, obtidos na precipitacao de lisado
de células em meio TC100 por adigcao de sulfato de amdnio em diferentes concentracoes
(40%, 50%, 60% e 70%). Eletroforese em gel de acrilamida 10% (corrida em 180V): 1.
marcador de baixa massa molecular (LWM), 2. sobrenadante (50% lisado, 50% sulfato de
amoénio) (S1), 3. sobrenadante (40% lisado, 60% sulfato de aménio) (S2), 4. sobrenadante
(30% lisado, 70% sulfato de aménio) (S3), 5. sobrenadante (60% lisado, 40% sulfato de
amoénio) (S4), 6. precipitado (50% lisado, 50% sulfato de aménio) (P1), 7. precipitado
(40% lisado, 60% sulfato de aménio) (P2), 8. precipitado (30% lisado, 70% sulfato de
amoénio) (P3), 9. precipitado (60% lisado, 40% sulfato de aménio) (P4), 10. marcador de
IgG humana (Aventis). Diluicdes de amostras para a eletroforese: 2(10X), 3 (5X), 4 (3X), 5
(10X), 6/7/8/9 (50X).
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Tabela 4.17. Concentragdo de GPV nas amostras de sobrenadante e precipitado obtidas

na precipitacao de lisado (TC100) com sulfato de amébnio.

Precipitacao

FragGes Concentragdo GPV GPV (ng)*
(ng/mL)*

Lisado (lote C) 19,64 78,56
Sobrenadante 1 4,30 17,20
Sobrenadante 2 nd** -

Sobrenadante 3 nd** -

Sobrenadante 4 8,48 33,92
Precipitado 1 2,82 2,82
Precipitado 2 5,38 5,38
Precipitado 3 5,92 5,92
Precipitado 4 6,86 6,86

* Teste ELISA realizado com anticorpos policlonais
** nd: ndo detectado

1: 50% lisado, 50% sulfato de amoénio.

2: 40% lisado, 60% sulfato de am®onio.

3: 30% lisado, 70% sulfato de amoénio.

4: 60% lisado, 40% sulfato de am®onio.

Tendo o teste ELISA mostrado maior quantidade de GPV no sobrenadante
da precipitacdo que no precipitado, o objetivo inicial de concentrar o material nao
foi atingido. Além disso, em termos de concentragdo, a GPV se encontrava mais
concentrada na solucao inicial (antes da precipitacao) do que no sobrenadante da
precipitagdo. Quando adicionado 60% de sulfato de aménio no lisado, obteve-se
um sobrenadante (sobrenadante 2), contendo uma proteina de massa molecular
similar a da GPV com poucas impurezas (Figura 4.12), no entanto, o teste ELISA

nao acusou a presenga de GPV neste sobrenadante.
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44. ADSORCAO DE GPV A PARTIR DO LISADO DE CELULAS:
COMPARAGCAO ENTRE GEL AGAROSE-IDA-Ni* E ADSORVENTES
COMERCIAIS

O desempenho do gel agarose-IDA-Ni?* sintetizado para adsorgéo de GPV
a partir do lisado de células foi comparado com géis comerciais. Para tanto, foram
escolhidos dois adsorventes:

a) O gel agarose com niquel imobilizado em um agente quelante nao
divulgado pelo fabricante, da marca Amersham Biosciences (coluna
Histrap). Esta escolha fundamentou-se no fato do fabricante
recomendar a utilizagdo deste gel para a purificagdo de proteinas

recombinantes contendo cauda de polihistidina;

b) O gel agarose-concanavalina A (Sigma, EUA). A escolha deste
adsorvente foi fundamentada em dados publicados por Perez et al.
(1998), que utilizaram este adsorvente para purificacdo da GPV

proveniente de virus da raiva que infecta peixes.

4.4.1. Adsorcao de GPV em coluna Histrap

Os ensaios com a coluna Histrap foram conduzidos em dois sistemas
tamponantes: a) Equilibrio com fosfato 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 2 mM pH
7,0, lavagem com fosfato 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 2 mM pH 6,0 e
dessorcao por aumento de concentracdo de imidazol para 200 e 500 mM pH 6,0,
melhor resultado encontrado utilizando-se agarose-IDA-Ni?* sintetizado; b)
Sistema tamponante indicado pelo fabricante da coluna Histrap (fosfato 20 mM,
NaCl 500 mM, imidazol 20 mM pH 7,4 com dessorgcdo por aumento da

concentracao de imidazol para 100, 300 e 500 mM pH 7,4.
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Os cromatogramas e as eletroforeses estdao apresentados nas Figuras
413 e 4.14. A Tabela 4.18 apresenta os balancos de massa para proteinas totais.
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Figura 4.13. Cromatografia em coluna Histrap de lisado de cultura celular (TC 100) no
sistema tamponante fosfato-imidazol. Alimentagao 5,0 mL. Vazéao 0,5 mL/min. Equilibrio
com fosfato 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 2 mM pH 7,0; lavagem com fosfato 20 mM,
NaCl 500 mM, imidazol 2 mM pH 6,0; dessorgdo com tampao fosfato 20 mM, NaCl 500
mM, imidazol 200 e 500 mM pH 6,0 e regeneracdao com fosfato 20 mM, NaCl 500 mM,
EDTA 50 mM pH 7,0. Eletroforese em gel de acrilamida 10% (corrida em 180V): 1.
marcador de baixa massa molecular (LWM), 2. alimentagao (I), 3-4. lavagem (L), 5-6.
eluicdo 1 (E1), 7-8. eluicdo 2 (E2), 9. regeneragao (R), 10. marcador de IgG humana
(Aventis). Diluicbes de amostras para a eletroforese: 2(20X), 3/4 (10X). Realizado em
duplicata (Apéndice A).
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Figura 4.14. Cromatografia em coluna Histrap de lisado de cultura celular (TC 100) no
sistema tamponante fosfato-imidazol. Alimentacdo 5,0 mL. Vazao 0,5 mL/min. Adsorgao
com fosfato 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 20 mM pH 7,4 e dessor¢cao por aumento de
concentragdo de imidazol 100, 300 e 500 mM. Eletroforese em gel de acrilamida 10%
(corrida em 180V): 1. marcador de baixa massa molecular (LWM), 2. alimentacao (), 3-4.
lavagem (L), 5-6. eluicdo 1 (E1), 7. eluicao 2 (E2), 8. eluicdo 3 (E3), 9. marcador de IgG
humana (Aventis). Diluicdes de amostras para a eletroforese: 2(20X), 3/4 (10X). Realizado
em duplicata (Apéndice A).
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Tabela 4.18. Balanco de massa para proteina total da cromatografia em coluna Histrap.
Alimentagédo de lisado de células (TC100).

Tipo de Alimentacéo

Lisado (lote C)' Lisado (lote C)?
Fracdes (mg)® (%)* (mg)® (%)*
Alimentagao 10,99 100,00 8,69 100,00
Lavagem 7,89 71,81 6,10 70,20
Eluicéao 1 0,99 9,03 0,56 6,48
Eluicéo 2 0,50 4,50 0,12 1,35
Eluicédo 3 - - 0,08 0,90
Regeneracéo 0,28 2,53 - -
Recuperacao 9,65 87,88 6,86 78,93

! Sistema tamponante fosfato-imidazol pH 6,0, dessorcdo por aumento da concentracdo
de imidazol para 200 mM (Eluigéo 1) e 500 mM (Eluigéo 2)

2 Sistema tamponante fosfato-imidazol pH 7,4, dessorcdo por aumento de concentracdo
de imidazol 100 mM (Elui¢éo 1), 300 mM (Eluicdo 2) e 500 mM (Elui¢éo 3)

% Massa calculada por meio de dosagem de proteinas totais (Bradford, 1976)
* Porcentagem relativa & massa de proteina total injetada

As eletroforeses, para ambos experimentos, indicaram a presenca de uma
proteina de aproximadamente 57 kDa nas fracoes de lavagem e também na
eluicdo, porém com maior quantidade de impurezas que o observado em agarose-
IDA-Ni?* para o mesmo sistema tamponante. Contrariamente a eletroforese, o
teste ELISA (Tabela 4.19) nado detectou a presenca de GPV nas fracbes de
lavagem quando empregado o sistema tamponante fosfato-imidazol a pH 6,0,
possivelmente devido a erros na detec¢do de GPV. O teste ELISA mostrou maior
concentracao de GPV nas fragdes de eluigcao para o sistema tamponante a pH 6,0,
comparado ao adsorvente agarose-IDA-Ni?*. Porém, para as cromatografias
realizadas nas condi¢des sugeridas pelo fabricante, o teste acusou quantidades
de GPV na fragdo de eluicdo similares ao adsorvente agarose-IDA-Ni?".

Devido a similaridade de resultados no balanco de massa e na

eletroforese para as duas cromatografias realizadas, supde-se um possivel erro na
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deteccao de GPV por ELISA na fragcdo de lavagem da cromatografia realizada
utilizando sistema tamponante a pH 6,0.

Tabela 4.19. Concentracdo de GPV nas fragbes cromatogréaficas do lisado de células
(TC100) em coluna Histrap.

Tipo de Alimentagéo

Lisado (lote C)' Lisado (lote C)?
Fracdes Concentracdo  GPV (ng)* Concentracdo GPV (ng)*
GPV (ng/mL)* GPV (ng/mL)*

Alimentacéo 17,00 85,00 17,00 85,00
Lavagem nd** - 6,15 15,38
Eluicao 1 6,35 15,88 4,80 12,00
Eluicédo 2 7,92 19,80 nd** -
Eluicdo 3 - - - -
Regeneracéao - - - -

! Sistema tamponante fosfato-imidazol pH 6,0, dessorcdo por aumento da concentracdo
de imidazol para 200 mM (Eluigédo 1) e 500 mM (Eluicdo 2)

2 Sistema tamponante fosfato-imidazol pH 7,4, dessorcdo por aumento de concentragéo
de imidazol 100 mM (Elui¢éo 1), 300 mM (Eluicdo 2) e 500 mM (Elui¢éo 3)

* Teste ELISA realizado com anticorpos monoclonais
** nd: ndo detectado

Portanto, a coluna Histrap ndo mostrou vantagens em relacdo ao
adsorvente agarose-IDA-Ni?* para o mesmo sistema tamponante. Analisou-se,
entdo, a adsor¢cdo de GPV por cromatografia de afinidade com concanavalina A
imobilizada.
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4.4.2. Adsorcao de GPV em agarose-Concanavalina A

As lectinas, proteinas de origem nao imunoloégica, sao classificadas como
ligantes bioespecificos com especificidade de grupo e se ligam reversivelmente a
varios tipos de glicoproteinas, dependendo de suas especificidades (Carlsson et
al., 1989). As moléculas de lectinas apresentam dois ou mais sitios de ligacao a
carboidratos (mono ou oligossacarideos) e, devido a esta habilidade, sao
empregadas como ligantes em cromatografia de afinidade. A Con A (massa
molecular de 106 kDa), lectina isolada de sementes da planta Canavalia
ensiformis, apresenta afinidade por a-D-glicose e a-D-manose.

Perez et al. (1998) exploraram a presenca de carboidratos na molécula de
glicoproteina G do virus da raiva que infecta peixes para purifica-la por
cromatografia de afinidade com concanavalina A imobilizada. Devido aos bons
resultados apresentados por Perez et al. (1998) em termos de pureza e
recuperacao de GPV através desta cromatografia (purificagdo em uma Unica etapa
conservando a atividade da GPV), realizou-se, neste trabalho, um estudo com Con
A imobilizada alimentando-se lisado de células. Para a realizagdo deste
experimento, utilizou-se lisado de células produzido em meio TC 100, devido a
indisponibilidade de lisado de células produzido em meio Sf900 Il. Obteve-se o
cromatograma e eletroforese apresentada na Figura 4.15. A Tabela 4.20

apresenta o balanco de massa para proteinas totais.
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Figura 4.15. Cromatografia de lisado de células (TC 100 — lote C) em agarose-Con A.
Alimentagédo 3,0 mL. Vazédo 0,3 mL/min. Adsorcao com Tris-HCI 20 mM, NaCl 0,5 M,
MnCl, e CaCl, 1 mM pH 7,4 e dessor¢cao com tampao em Tris-HCI 20 mM, NaCl 0,5 M,
metil-a-D-glucopiranosideo 0,5 M pH 7,4. Eletroforese em gel de acrilamida 10% (corrida
em 180V): 1. marcador de baixa massa molecular (LWM), 2. alimentacao (I), 3-4. lavagem
(L), 5-6. eluicdo (E), 7. regeneracao (R). Diluicdes de amostras para a eletroforese: 2
(20x), 3 (10x), 4 (15x).

Tabela 4.20. Balanco de massa para proteina total da cromatografia em agarose-Con A
com alimentacao de lisado de células (TC 100).

Tipo de Alimentagéo
Lisado (lote C)

Fracoes (mg)’ (%)?
Alimentagéo 5,49 100,00
Lavagem 5,20 94,75
Eluicéo 0,51 9,21
Regeneracéao 0,13 2,38
Recuperacgéo 5,84 106,33

' Massa calculada por meio de dosagem de proteinas totais (Bradford, 1976)
2 Porcentagem relativa @ massa de proteina total injetada
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Na cromatografia de afinidade com Con A imobilizada com alimentagao de
lisado de células a GPV provavelmente nao foi adsorvida, uma vez que a proteina
de massa molecular de aproximadamente 57 kDa n&o foi observada na fragao de
eluicdo. E possivel que a GPV obtida a partir de células de inseto de Drosophila
melanogaster Schneider 2 modificadas geneticamente (S2AcGPV2) ndo apresente
o-D-glicose e a-D-manose ou que estes ndo estejam acessiveis ao ligante,
dificultando a adsorcdo da GPV no gel agarose-Con A . Portanto, comparando-se
com o gel de agarose-IDA-Ni?*, conclui-se que o IMAC proporcionou melhor
adsorcao de GPV, quando utilizado com sistema tamponante fosfato-imidazol, do
que a agarose-Con A. Além disso, o gel de agarose—Con A €& de dificil
regeneragao, podendo-se reutilizar o gel poucas vezes, o0 que aumenta custos de
processo quando comparado ao gel de IMAC.

O teste ELISA (Tabela 4.21) mostrou GPV apenas na fracao de lavagem,

confirmando que a GPV néo foi adsorvida no gel agarose-Con A.

Tabela 4.21. Concentracao de GPV nas fragcdes cromatogréficas do lisado de células (TC

100) em agarose-Con A.

Tipo de Alimentacao
Lisado (lote C)

Fragcdes Concentragcao GPV GPV (ng)*
(ng/mL)*
Alimentacao 17,38 52,14
Lavagem 7,02 10,53
Eluicao nd** -
Regeneracao nd** -

* Teste ELISA realizado com anticorpos policlonais
** nd: ndo detectado
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5. CONCLUSOES

A cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados foi utilizada
neste trabalho para a purificagdo da glicoproteina G do virus da raiva (GPV)
recombinante expressa por células de Drosophila melanogaster Schneider S2
modificadas geneticamente, a partir de sobrenadante de cultura celular e de lisado
de células produzidos em meio Sf900Il e TC100.

Verificou-se que o sistema tamponante tem influéncia na adsorcao de
GPV em agarose-IDA-Ni?*. A melhor condigdo encontrada para a purificagdo da
GPV foi a alimentacdo de lisado de células em presenca de tampao fosfato de
s6dio 20 mM, NaCl 500 mM e imidazol 2 mM pH 7,0, com lavagem realizada
utilizando-se tampao fosfato de s6dio 20 mM, NaCl 500 mM e imidazol 2 mM pH
6,0 e eluicdo por aumento de concentracdo de imidazol para 200 e 500 mM pH
6,0, uma vez que se obteve uma proteina de massa molecular similar a da GPV
nas fragbes de eluicdo com pouca presenca de impurezas, proteina esta
verificada, também, por western blotting. No entanto, a captura da GPV por
agarose-IDA-Ni?* pode ter sido prejudicada pela inacessibilidade da cauda de
polihistidina para a interagdo com o metal imobilizado, uma vez que mesmo

utilizando-se Cu®* como ion imobilizado, pouca GPV foi adsorvida.

Destaca-se que devido ao fato do teste ELISA ser mais adequado na
deteccdo de concentragcbes de GPV maiores que 25 ng/mL, interferéncias no
resultado do ELISA podem ter ocorrido de modo que concentragcdes menores de
GPV nas fragdes cromatogréaficas fossem detectadas pelo método, subestimando
o resultado.

Comparando-se a coluna Histrap, contendo niquel imobilizado em um
agente quelante ndo divulgado pelo fabricante, e a coluna contendo agarose-IDA-
Ni?*, observou-se uma melhor seletividade quando utilizado agarose-IDA-Ni?*
sintetizada em nosso laboratério, apesar de ser indicada pelo fabricante para

purificacdo de proteinas com cauda de polihistidina.
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Ressalta-se que quando utilizado o gel de agarose-Con A, nao se
observou na eletroforese a presenca da proteina com massa molecular
equivalente a da GPV nas fragdes de eluicdo. Da mesma forma, o teste ELISA
nao detectou GPV na eluicdo, confirmando que a GPV nao foi adsorvida em
agarose-Con A, apesar dos resultados apresentados por Perez et al. (1998), terem
mostrado a adsorcao de glicoproteina G do virus da raiva que infecta peixes em
agarose-Con A. Assim, pode-se concluir que o melhor adsorvente para a
purificacdo da GPV foi agarose-IDA-Ni?*.

Portanto, os resultados obtidos permitem concluir que a cromatografia de
afinidade por ions metélicos imobilizados é uma técnica potencialmente viavel
para a purificacdo de GPV a partir de lisado de células, uma vez observada a
presenca da GPV nas fracoes de eluicdo com pouca presenca de impurezas,
assim como, a seletividade do método e sua reprodutibilidade.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Devido a importancia do desenvolvimento de vacinas de baixo custo e
eficazes, a grande demanda de vacina contra o virus da raiva no Brasil e a
importancia do desenvolvimento de pesquisas na area de purificacdo de proteinas
recombinantes, torna-se relevante a continuacdo de pesquisas envolvendo

purificacdo de GPV. Portanto, as sugestdes para trabalhos futuros sao:

a) Utilizar outros tipos lectinas como adsorvente para purificar
GPV;Estudar a purificacao da GPV por cromatografia de filtracado em
gel ou por cromatografia de interagao hidrofdbica;

c) Investigar o potencial de separacao da GPV por precipitacao;

d) Testar se a alimentacdo de lisado contendo maior concentragao de

GPV proporciona maior adsor¢ao de GPV no sistema cromatogréfico.
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APENDICE A

Neste apéndice estdo apresentados os cromatogramas e eletroforeses
das duplicatas realizadas, assim como os balancos de massa para proteina total
das cromatografias. Além disso, estao apresentadas as curvas de calibracao de
ELISA quando anticorpos monoclonais ou policlonais foram utilizados e a
formulagao do meio de cultivo TC100 insect medium (Cultilab, Brasil).
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Figura A1. Cromatografia de sobrenadante de cultura celular (Sf900Il — lote A) no sistema
tamponante MMA em agarose-IDA-Ni?*. Alimentacdo 5,0 mL. Vazdo 0,5 mL/min.
Adsorgao com MMA 50 mM, NaCl 1M pH 7,0; dessorgao com MMA 50 mM, NaCl 1 M pH
4,0 e regeneracdo EDTA 50 mM pH 7,0. Eletroforese em gel de acrilamida 10% (corrida
em 180V): 1. marcador de baixa massa molecular (LWM), 2. alimentacao (I), 3-5. lavagem
(L), 6-8. eluicdo (E), 9. regeneragao (R), 10. marcador de IgG humana (Aventis).
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Figura A2. Cromatografia de lisado de células (Sf900Il — lote A) no sistema tamponante
MMA em agarose-IDA-Ni**. Alimentacdo 5,0 mL. Vaz&do 0,5 mL/min. Adsorgdo com MMA
50 mM, NaCl 1M pH 7,0; dessor¢cao com MMA 50 mM, NaCl 1 M pH 4,0 e regeneracao
EDTA 50 mM pH 7,0. Eletroforese em gel de acrilamida 10% (corrida em 180V): 1.
marcador de baixa massa molecular (LWM), 2. alimentagéo (I), 3-5. lavagem (L), 6-8.
eluicdo (E), 9. regeneracao (R), 10. marcador de IgG humana (Aventis).

Tabela A1. Balancos de massa para proteina total das cromatografias em agarose-IDA-

Ni®* utilizando o sistema tamponante MMA e alimentacdo de sobrenadante e lisado
(Sfoooll).

Tipo de Alimentagéo
Sobrenadante (lote A) Lisado (lote A)

Fracdes (mg)’ (%)? (mg)'  (%)?
Alimentacao 0,26 100,00 1,03 100,00
Lavagem 0,14 55,95 0,44 42,91
Eluicao 0,08 30,04 0,20 19,16
Regeneracéao 0,04 16,43 0,12 11,91
Recuperacao 0,26 102,42 0,76 73,98

! Proteina Total 2 Porcentagem
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b) Fosfato-imidazol
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Figura A3. Cromatografia de sobrenadante de cultura celular (TC100 — lote C) no sistema
tamponante em fosfato-imidazol em agarose-IDA-Ni**. Alimentacdo 5,0 mL. Vazao 0,5
mL/min. Equilibrio com fosfato 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 2 mM pH 7,0; lavagem
com fosfato 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 2 mM pH 6,0; dessor¢cao com tampéo fosfato
20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 200 e 500 mM pH 6,0 e regenera¢cdo com EDTA 50 mM
pH 7,0. Eletroforese em gel de acrilamida 10% (corrida em 180V): 1. marcador de baixa
massa molecular (LWM), 2. alimentagéo (I), 3-5. lavagem (L), 6-7. eluicdo 1 (E1), 8.
eluicdo 2 (E2), 9. regeneracgédo (R), 10. marcador de IgG humana (Aventis). Diluicées das
amostras para a eletroforese: 2 (2X).
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Figura A4. Cromatografia de lisado de células (TC100 — lote C) no sistema tamponante
em fosfato-imidazol em agarose-IDA-Ni**. Alimentacdo 5,0 mL. Vazdo 0,5 mL/min.
Equilibrio com fosfato 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 2 mM pH 7,0; lavagem com fosfato
20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 2 mM pH 6,0; dessorcdo com tampao fosfato 20 mM,
NaCl 500 mM, imidazol 200 e 500 mM pH 6,0 e regeneragdo com EDTA 50 mM pH 7,0.
Eletroforese em gel de acrilamida 10% (corrida em 180V): 1. marcador de baixa massa
molecular (LWM), 2. alimentacao (l), 3-4. lavagem (L), 5-6. eluicdo 1 (E1), 7-8. eluigéo 2
(E2), 9. regeneracao (R), 10. marcador de IgG humana (Aventis). Diluicbes na
eletroforese: 2(30X), 3/4 (10X), 5/6 (4X).
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Tabela A2. Balanco de massa para proteina total da cromatografia em agarose-IDA-Ni**

utilizando o sistema no sistema tamponante fosfato-imidazol e alimentagdo de

sobrenadante (TC100) e lisado de células (TC100).

Alimentacao
Sobrenadante (lote C) Lisado (lote C)

Fracdes (mg)’ (%)? (mg)’ (%)?
Injecao 0,40 100,00 12,15 100,00
Lavagem 0,27 66,49 10,23 84,21
Eluicéo 1 0,17 42,97 1,24 10,19
Eluicéo 2 0,02 4,47 0,24 1,95
Regeneracéo 0,02 7,20 0,06 0,49
Recuperacéo 0,48 118,71 11,76 96,84

' Proteina Total 2 Porcentagem
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c) Fosfato-acetato
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Figura A5. Cromatografia de sobrenadante de cultura celular (TC100) (a) e do lisado de

células (TC100) (b) no sistema tamponante fosfato-acetato em agarose-IDA-Ni?*.
Alimentagdo 5,0 mL. Vazao 0,5 mL/min. Adsorcao com fosfato 25 mM, NaCl 1 M pH 7,0;
dessorcao com tampao fosfato 25 mM, NaCl 1 M pH 6,0, acetato 25 mM, NaCl 1 M pH
5,0/4,0 e regeneracdo EDTA 50 mM pH 7,0. Eletroforese em gel de acrilamida 10%
(corrida em 180V): 1. marcador de baixa massa molecular (LWM), 2. alimentacao (l), 3-4.
lavagem (L), 5-6. eluicdo 1 (E1), 7-8. eluicao 2 (E2), 9. eluigao 3 (E3), 10. marcador de
IgG humana (Aventis). Diluicdes na eletroforese (a): 2 (2X). Diluigdes das amostras para a
eletroforese (b): 2 (30X), 3/4 (10X), 5/6 (2X), 7/8 (2X).
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Tabela A3. Balanco de massa para proteina total da cromatografia de sobrenadante de

cultura celular (TC100) e lisado de células (TC100) em agarose-IDA-Ni?* utilizando o

sistema no sistema tamponante fosfato-acetato.

Alimentacao
Sobrenadante (lote C) Lisado (lote C)

Fracdes (mg)’ (%)? (mg)’ (%)?
Injecao 0,40 100,00 9,19 100,00
Lavagem 0,16 40,58 6,39 69,57
Eluigao 1 0,08 20,21 1,47 16,02
Eluicéo 2 0,16 40,22 0,62 6,73
Eluicéo 3 0,00 0,66 0,05 0,55
Regeneracao 0,02 5,47 0,05 0,49
Recuperacao 0,43 107,14 8,58 93,35

! Proteina Total

2 Porcentagem
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d) Tris-HCI
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Figura A6. Cromatografia de lisado de células (TC100) no sistema tamponante Tris-HCI
em agarose-IDA-Ni**. Alimentac&o 5,0 mL. Vazdo 0,5 mL/min. Adsorgao com Tris-HCI 25
mM pH 7,0; dessorgdao com tampao Tris-HCI 100/300/500/700 mM pH 7,0 e regeneracao
com EDTA 50 mM pH 7,0. Eletroforese em gel de acrilamida 10% (corrida em 180V): 1.
marcador de baixa massa molecular (LWM), 2. alimentacao (I), 3. lavagem (L), 4. eluicao
1 (E1), 5. eluicdo 2 (E2), 6. eluicdo 3 (E3), 7. eluicdo 4 (E4), 8. regeneracdo (R), 9.
marcador de IgG humana (Aventis). Diluicdes das amostras para a eletroforese: 2 (50X), 3
(20X), 8 (2X).



Apéndice A 99

Tabela A4. Balanco de massa para proteina total da cromatografia de lisado de células
(TC100) em agarose-IDA-Ni** utilizando o sistema no sistema Tris-HCI.

Alimentacao
Lisado (lote C)

Fracdes (mg)’ (%)?
Injecéao 10,24 100,00
Lavagem 6,17 60,28
Eluigao 1 0,62 6,10
Eluicdo 2 1,19 11,59
Eluigao 3 0,83 8,08
Eluigao 4 0,28 2,74
Regeneragéao 0,52 5,08
Recuperacao 9,61 93,86

! Proteina Total 2 Porcentagem



Apéndice A

100

Histrap
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Figura A7. Cromatografia em coluna Histrap de lisado de cultura celular (TC 100) no
sistema tamponante fosfato-imidazol. Alimentagéo 5,0 mL. Vazéo 0,5 mL/min. Equilibrio
com fosfato 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 2 mM pH 7,0; lavagem com fosfato 20 mM,
NaCl 500 mM, imidazol 2 mM pH 6,0; dessor¢édo com tampao fosfato 20 mM, NaCl 500
mM, imidazol 200 e 500 mM pH 6,0. Eletroforese em gel de acrilamida 10% (corrida em

180V): 1. marcador de baixa massa molecular (LWM), 2. alimentagéo (l), 3-4. lavagem (L),
5-6. eluicdo 1 (E1), 7-8. eluicdo 2 (E2), 9. regeneracgéo (R), 10. marcador de IgG humana

(Aventis). Diluicbes das amostras para a eletroforese: 2(20X), 3/4 (10X).



Apéndice A 101

i LWM I L L El Bt E2E3lgG

57 hEa
""H'— S "GPV

:r_!vl .

080

050 4

Concentracao de proteinas (mg/mL)

=

E;

040 =

o

=]

o o E

i a

! o

020 4 N e

6 ; E

: =

RN oo g

: { 8 ]
(ol o e T e o v ¢.-4""h.._1.-|-_al i
o 5 1o IS m 25 o 35 i

Fagles

Figura A8. Cromatografia em coluna Histrap de lisado de cultura celular (TC 100) no
sistema tamponante fosfato-imidazol. Adsorcdo com fosfato 20 mM, NaCl 500 mM,
imidazol 20 mM pH 7,4 e dessorcdo por aumento de concentracdo de imidazol
100/300/500 mM. Alimentacdo 5,0 mL. Vazdo 0,5 mL/min. Eletroforese em gel de
acrilamida 10% (corrida em 180V): 1. marcador de baixa massa molecular (LWM), 2.
alimentacao (l), 3-4. lavagem (L), 5-6. eluigdo 1 (E1), 7. eluigédo 2 (E2), 8. eluicdo 3 (E3),
9. marcador de IgG humana (Aventis). Diluicbes das amostras para a eletroforese: 2(20X),
3/4 (10X), 6 (2X).
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Tabela A5. Balanco de massa para proteina total da cromatografia em Histrap utilizando o
sistema no sistema tamponante fosfato-imidazol. Alimentagdo de lisado de células
(TC100).

Alimentacao
Lisado (lote C)’ Lisado (lote C)?
Fracdes (mg)® (%)* (mg)? (%)*
Injecéo 10,06 100,00 7,25 100,00
Lavagem 6,52 64,87 5,65 77,97
Eluigao 1 0,99 9,84 0,63 8,74
Eluigéo 2 0,36 3,59 0,12 1,62
Eluicéo 3 - - 0,02 0,33
Regeneracao - - - -
Recuperagéo 7,87 78,30 6,43 88,65

! Sistema tamponante fosfato-imidazol pH 6,0, dessorcdo por aumento da concentracdo
de imidazol para 200 mM (Eluigédo 1) e 500 mM (Eluicdo 2)

2 Sistema tamponante fosfato-imidazol pH 7,4, dessorcdo por aumento de concentragdo
de imidazol 100 mM (Elui¢éo 1), 300 mM (Eluicdo 2) e 500 mM (Elui¢éo 3)

% Proteina Total
* Porcentagem
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Curva de calibracao de ELISA — anticorpo monoclonal
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Figura A8. Curva de calibragao do ELISA quando utilizados anticorpos monoclonais.

Curva de calibracao de ELISA — anticorpo policlonal
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Figura A9. Curva de calibracao do ELISA quando utilizados anticorpos policlonais.
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Formulagao do meio de cultivo TC100 insect medium (Cultilab, Brasil).

TC-100 Insect Medium

13160

[Liguid]
Component g/l
norganic salts
CaClz 0.804g8
MgCL2 (anhyd) 1.068128
RS04 (anhyd) 1.257852
KiZ 2.47
MaHCO3 0.35
MNalHPO4L fanhyd) 02760232
Erning acids
L-Alanine 0.22%
L-Arginine « HCI 0.7
L-Asparagine 0.35
L-Aspartic acid 0.5
L-Cysline - 2HC 0.023
L-Glutamic acid 0.8
L-Glutamine 0.8
Glycine 0.85
L-Histdine 25
L-lzoleucine 0.05
L-Leucne 0.075
L-Lysine = HZI 0625
L-*ethicnine 0.05
L-Frenylalanmns 015
L-Fraline 0.5
L-Serine 0.55
L-Threonine 0178
L-Tryptzphan 0.1
L-Tyrosing = ZMa 0.07202
L-Yaline 0.1
Vitamins
p-Amincbenzoic acid 0.0oo02
D-Bictin 0.0o0ot
Choline chlorde 0.0002
Solic acid 0.ooooz
Miacin 0.0o0oz
D-Paniothenic acid - ¥2Ca 0.0ooo2
“yridoxine « HC 0.boooz
Riboflavin 0.ooooz
Thiarnine 0.00002
Sugars
O+ -Glucoss 1
Cther
Tryotose broth 2.0



