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RESUMO

A cromatografia de afinidade com ions metdlicos imobilizados (IMAC) tem sido
uma técnica bastante utilizada para a purificagdo de proteinas recombinantes que possuem
uma cauda de polihistidina acoplada na porgio N ou C-terminal Como alternativa aos géis
de agarose (tradicionalmente empregados em IMAC) tem sido proposto o emprego de
membranas, cuja vantagem prncipal é a transferéncia de massa ser governada
principalmente por convecgio. Este trabalho investigou o potencial de membranas de fibras
ocas de alcool poli{etileno)vinilico (PEVA) com ions metalicos imobilizados para a
purificagio de pré-insulina recombinante com cauda de polithistidina) (PIS) a partir de
solugdes ndo clarificada (PIS-NC) (obtida apés solubilizagio dos corpos de inclusio e
sulfitélise) e clarificada (PIS-C) (obtida apds a centrifugagiio da solugdo ndo clarificada).
Com este objetivo, experimentos de adsorgio foram realizados com fibras finamente
cortadas e em modulo de filtragdo. Inicialmente as membranas de PEVA cortadas foram
ativadas e o agente quelante acido iminodiacético (IDA) foi imobilizado, sendo estas
membranas modificadas denominadas PEVA-IDA. A seguir, dentre as membranas PEVA-
IDA-Me?" (Me” equivalente aos ions Cu™", Ni**, Zn®" ou Co™"), PEVA-IDA-Ni*" ¢ PEVA-
IDA-Cu”" foram as que apresentaram melhor eficiéncia para adsorcfio de pré-insulina (90 e
97% do total de proteina alimentada, respectivamente), sendo entdo selecionadas para a
purificagiio de PIS a partir das solugdes PIS-NC e PIS-C. As membranas PEVA-IDA-Ni’'
apresentaram melhor seletividade e capacidade de adsorgio de PIS a partir de PIS-C e PIS-
NC (29 e 26% de PIS adsorvida, respectivamente) do que as memﬁranas PEVA-IDA-Cu*'
(7 e 0% de PIS adsorvida, respectivamente), sendo este adsorvente selecionado para a
continuacio do trabalho. A adsor¢do de PIS nas membranas cortadas foi avaliada através da
cinética e isoterma de adsor¢do utilizando, respectivamente, a expressido da taxa de vanagio
da concentracio de proteina na fase liquida com o tempo e o modelo de Langmuir. A
seguir, foi construido, um médulo de filtragio, no qual as membranas foram ativadas e IDA
foi imobilhizado (protocolos equivalentes aos utilizados para as fibras corfadas). Através de
experimentos de filtragdo, determinou-se curvas de ruptura e a capacidade dindmica para a
adsorcio de PIS a partir das solugdes PIS-NC e PIS-C. As capacidades de adsorcio de pro-

insulind das fibras cortadas, modulo de filtragio e gel foram comparadas. As membranas
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PEVA-IDA-Ni*" cortadas e o modulo de filtracio apresentaram menor capacidade de
adsorgio de PIS (4,0 e 4,62 mg/g seca, respectivamente) do que o gel Sepharose-IDA-Ni**
(12,26 mg/g seco). Visando methorar o desempenho das membranas de PEVA, estas foram
ativadas e um método de polimerizagio foi utilizado para a imobilizagio do ligante acido
vinilbenziliminodiacético (VBIDA) nas membranas, sendo apds este procedimento,
denominadas PEVA-VBIDA. As membranas PEVA-VBIDA-Ni*', apesar de maior
densidade de ligantes (148 umol de Ni**/g seca), demonstraram capacidades de adsorgio de
PIS de 2,4 e 8,0 vezes menores, quando alimentadas com, respectivamente, solugdes PIS-C
e PIS-NC, do que PEVA-IDA-Ni* (37 umol de Ni*/g seca). Contudo, apesar das
membranas terem apresentado menor capacidade de adsor¢io de PIS em relagio ao gel, a
possibilidade de processar solugles contendo material particulado sem a necessidade de

prévia clarificagio, tornam este suporte vantajoso para a purificacio de proteinas.
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ABSTRACT

The Immobilized metal 1on affinity chromatography (IMAC) is a technique that has
been used for the purification of recombinant proteins that have a polvhistidime tag coupled
at the N or C-terminal portion. The use of membranes has been proposed as an alternative
to the agarose gels traditionally employed in IMAC. The main advantange of membranes
systems is that the mass transfer is mainly govemed by convection. In this work, we
investigated the potential of poly(ethylene) viny! alcohol (PEVA) hollow fibers membranes
containing immobilized metal ions for the purtfication of recombinant His-tag human
proinsulin (PIS) from non-clarified (PIS-NC) (obtained after inclusion body solubilization
and sulfonation reaction} and clanfied (PIS-C) (obtained after centrifugation of non-
clarified solution) solutions. Adsorption experiments were carried out usmg fixed bed
(finelly cut fibers) composed of column and filtration module. In the first part of this work,
fixed bed experiments aimed to select a metal ion of high efficiency in adsorbing the
proinsulin in terms of capacity, selectivity and kinetics. Initially, finely cut PEVA hollow
fiber membranes were activated and then iminodiacetic acid (IDA) was immobilized on
them. These modified membranes were named PEVA-IDA. Then, among PEVA-IDA-Me*"
membranes (PEVA-IDA onto which different metal ions - Cu®’, Ni**, Zn”" or Co”’- were
immobilized), PEVA-IDA-Ni*" and PEVA-IDA-Cu®® showed higher efficiency for
proinsulin adsorption (90 and 97% of total fed protein, respectively), and they were
selected for PIS purification from PIS-NC and PIS-C solutions. The PEVA-IDA-Ni*"
membranes presented better PIS selectivity and adsorption capacity for the PIS-C and PIS-
NC solutions (29 and 26% of PIS adsorbed, respectively) than PEVA-IDA-Cu”" (7 and 0%
of PIS adsorbed, respectively). In the second part of this work a filtration module was built,
and their membranes were activated and IDA and the Ni°’ ion were immobilized using
similar protocols used for cut membranes. The breakthrough curves and the dynamic
capacity of this module for the PIS adsormption from PIS-NC and PIS-C solutions were
determined. The PIS adsorption capacities using cut fibers, filtration module and
Sepharose-IDA-Ni”" were compared. The PEVA-IDA-Ni** finely cut membranes and the
filtration module presented lower adsorption capacity {(4.00 and 4.62 mg/g dry,
respectively) than Sepharose-IDA-Ni®' (12.26 mg/g dry). Aiming to improve the
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performance of PEVA membranes, they were activated and the iminodiacetic vinylbenzyl
acid (VBIDA) was immobilized to them. After this procedure the membranes were named
PEVA-VBIDA. The PEVA-VBIDA-Ni*" membranes, in spite of the high ligand density
(148 umol of Ni* /g dry), demonstrated lower adsorption capacities for proinsulin when
PIS-C and PIS-NC solutions were used as feed (2.4 and 8.0-fold, respectively) than those
obtained in PEVA-IDA-Ni* (37 umol of Ni*'/g dry). However, even through PEVA
membranes presented a lower PIS adsorption capacity than Sepharose gel, the possibility of

processing solutions containing particulate material without prior clarification, makes this

support advantageous for protein purification.
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LISTA DE NOMENCLATURAS

PEVA = Alcool poli{etileno)vinilico;

IMAC = Cromatografia de afinidade por ion metalico imobilizado;

VBIDA = Acido vinilbenziliminodiacético;

IDA = Acido iminodiacético;

EDTA = Acido etilenodiamino tetracético;

HEMA = Hidroxietiimetacrilato;

AIBN = o, o’ azoisobutironttrilo;

PEVA-IDA = Membranas de PEVA ativadas com epicloridrina contendo o agente quelante
IDA imobilizado;

PEVA-VBIDA = Membranas de PEVA ativadas com cloreto de metacriloil contendo o
agente quelante VBIDA imobilizado;

Sepharose-IDA = Gel de agarose ativado com epicloridrina contendo o agente quelante
IDA imobilizado;

PISR = Pré-insulina sulfonada purificada por IMAC e por troca 10nica e renaturada;
PIS-IMAC = Pré-insulina sulfonada purificada por IMAC;

PIS-NC = Solugio obtida apés a solubilizagio dos corpos de inclusio e sulfitdlise;

PIS-C = Sclucio obtida apds a solubilizagio dos corpos de inclusfo, sulfitélise e
centrifugacio,

PIS = Pro-insulina sulfonada quantificada por HPLC;

HPLC = Cromatografia liquida de alta eficiéncia;

k, = Constante cinética de adsorgio,

ks = Constante cinética de dessorgio;

Q = Quantidade de soluto adsorvido por massa ou volume de adsorvente;

C = Concentragio de soluto livre em solugdo;

Q.. = Capacidade méaxima do adsorvente;

1 = Tempo,

K4 = Constante de dissociagio da reagio em equilibrio;

C., = Concentragio de soluto em equilibrio com o adsorvente;

V = volume total do tanque agitado;
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m = Massa do adsorvente;

C, = Concentracio inicial de proteina em solucéo;
n = Raziio massa ou volume de adsorvente e o volume da solugio protéica no tanque;
Qr = Vazio do filtrado;

Q; = Vazio de alimentacio,

tg = Tempo de residéncia;

V; = Volume intersticial das membranas;

A = Area superficial das membranas;

r; = Raio intermo das membranas;

L = Comprimento das membranas;

N = Numero de fibras;

V., = Volume das membranas;

rp = Raio externo das membranas;
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CAPITULO 1

INTRODUCAO E OBJETIVO

1.1, Intreducio

O recente avanco da Biotecnologia nas Oltimas décadas, particularmente em relagio
& tecnologia de DNA recombinante, tem possibilitado intenso desenvolvimento da
produgdo em larga escala de proteinas e peptideos para a preparaciio de farmacos. O meio a
partir do qual estas proteinas sio produzidas €, de uma maneira geral, complexo, contendo
sélidos dissolvidos e biomassa em suspensdo de varias massas moleculares e tamanhos,
respectivamente. A recuperagio e purificagio de bioprodutos (RPB) a partir do meio de
cultivo é uma etapa critica e, muitas vezes, a de maior custo do bioprocesso, uma vez que,
na maioria dos casos, € necessérnio a obtencio da substincia ativa com alto grau de pureza.
Para alcancar ¢ grau de pureza desejado, seja para a proteina acumulada no interior das
células ou excretada para o meio, sdo requeridas uma sére de etapas de purificacio, através
de uma combinacio de diferentes operagdes unitarias.

Os avangos da engenharia genética tem possibilitado a incorporagio de caudas
(“tag”) de proteinas ou peptideos na proteina de interesse, tais como B-galactosidase,
proteina A, poli(arginina), poli(histidina) e outras. A proteina hibrida resultante apresenta
algumas das caracteristicas fisico-quimicas inerentes ao “tag” que facilitam a subseqiiente
purificagio. Finalizada a etapa de purificacfo, a ligagio entre a cauda e a proteina alvo
pode ser rompida empregando métodos quimicos ou enzimaticos que preservam a estrutura
e atividade da proteina de interesse (Flaschel e Freihs, 1993).

A fus@o de uma seqiiéncia de seis histidinas na porgo C- ou N-terminal da proteina
alvo tem sido bastante utilizada e confere 4 mesma a possibilidade de purificagdo através da
cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC). Esta técnica, a qual

explora a interagio entre os residuos de histidina da cauda acoplada e o ion metalico
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imobilizado (Porath er al, 1975; Porath e Olin, 1983; Sulkowski, 1985 e Sulkowski, 1989),
tem sido muito utilizada para a purificacio de proteinas recombinantes devido a seu baixo
custo, especificidade, alta capacidade, condigdes brandas de eluigio da proteina adsorvida e
facilidades de regeneracio do adsorvente e de ampliagio de escala (Vijayalakshmi, 1989,
Hochuli, 1988a, 1988b e Oswald eraf., 1997).

Embora a técnica de acoplamento de caudas nas proteinas recombinantes
proporcione maior simplicidade de operagfio, a purificagdo da proteina alvo dificilmente
pode ser efetuada em uma (nica etapa. Com o intuito de minimizar o nimero de etapas, o
tempo e o custo do processo de separagdo, varias estratégias de recuperagio tem sido
propostas. Uma delas € a técnica de filtragio em membranas de afinidade, a qual integra
separagdo solido-liquido e a purificacio em uma Unica etapa, muitas vezes sem
comprometimento da eficiéncia da purificagdo. Desta forma, a proteina recombinante pode
ser recuperada diretamente a partir do meio de cultivo de microrganismos ou células
rompidas, sem a necessidade de remocdo prévia dos solidos suspensos (Anspach ef al,
1989 e Weissenbom et al., 1997).

A adsorgfio em membranas de afinidade é mais vantajosa que a adsor¢io em leitos
fixos de particulas porosas tradicionais {geralmente géis), devido ao fato da transferéncia de
massa ser governada principalmente pela convecgio (a difusdo nos poros é negligenciavel),
possibilitando o tratamento de grandes volumes por unidade de tempo empregando-se
pressdes moderadas (Suen er al, 2003; Charcosset, 1998; Roper e Lightfoot, 1995;
Thommes e Kula, 1995; Klem, 1991 e Brandt et al., 1988).

Apesar das membranas de afinidade, tanto na configuracio plana, como na de fibras
ocas, serem muito empregadas para a purificagio de proteinas diversas, a literatura
consultada registra poucos artigos sobre a purificagio de proteina recombinante
empregando-se membranas contendo ions metalicos mmobilizados, sendo eles os trabalhos
desenvolvidos por Reif er al (1994), os quais empregaram membranas de copolimero
hidrofilico-TDA-Ni*" (Sartorius, Alemanha) para a purificagio de endonuclease
recombinante contende uma cauda com seis histidinas, Tsai ez /. (2001), que utilizaram
membranas planas de poli(fluoreto) de vinilideno (PVDF)-IDA-Cu”* parz a purificacio de
fator de crescimento de hepatocito e Liu e al. (2003) que utilizaram membranas planas de

celulose-IDA-Cu®” para a purificacio de penicilina G acilase recombinante.
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1.2. Objetivo

Esse trabalho visou investigar o potencial de utilizagio de membranas de fibras ocas
de alcool poli(etileno)vinilico (PEVA) como suporte de afinidade para a purificacio,
através da cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC), de pro-
insulina humana sulfonada recombinante contendo uma cauda de poli(histidina). A etapa
objeto deste estudo corresponde no processo de obtengdo de insulina 3 purificagio de pro-
insulina recombinante apos a solubilizacio dos corpos de inclusfo e sulfitdlise. Para tal
foram utilizadas as solugdes denominadas ndo clarificada (solugo obtida apds a
solubilizagio dos corpos de inclusio e sulfitolise) e clarificada (solugiio obtida apds
solubilizacio dos corpos de inclusio, sulfitlise e centrifugagio). A possibilidade de
processamento de solugBes contendo solidos em suspensio (o que seria impossivel em
colunas de leito fixo) e a quase mexisténcia de trabalhos publicados sobre o emprego de
membranas de afinidade com ion metalico imobilizado para a purificagio de proteinas
recombinantes serviram de motivagio para o desenvolvimento deste trabalho.

Para serem utilizadas como suportes em IMAC, as membranas de PEVA foram
modificadas através de dois métodos: pelo método tradicional utilizado para géis de agarose
(ativagdo com epicloridrina e imobilizaciio do agente quelante acido iminodiacético (IDA))
e, com o objetivo de aumentar a densidade de ligantes imobilizados nas membranas de
PEVA, foi desenvolvida uma técnica de polimenizagio para a mmobilizagio do agente
guelante {acido vinilbenziliminodiacético) (VBIDA) nas membranas. O VBIDA ¢ um
mondmero sintetizado inicialmente por Moms et al. (1959), e tem sido polimenizado
juntamente com etileno glicol dimetacrilato, para o recobrimento de particulas de silica
destinadas a separagdo de enantidmeros através da técnica “molecular mmprinting”
(Vidyasankar e al., 1997). Nio ha relatos na literatura do emprego do VBIDA como agente

quelante em sistemas IMAC.
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CAPITULO2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sio abordados conhecimentos basicos e relevantes para a
compreensfo deste trabalho. A revisdo da literatura € dividida em cinco tdpicos:
recuperacio e purificagio de proteinas recombinantes, cromatografia de afinidade por ion
metalico imobilizado, obten¢io e purificagio de pro-insulina recombinante, membranas de

afinidade e determinagio de pardmetros de adsorgio.

2.1. Recuperacio e purificacio de proteinas recombinantes

O desenvolvimento da tecnologia de DNA recombinante tem, nos Gltimos anos,
possibilitado a produgdo em larga escala de varias proteinas e peptideos destinados a
aplicagbes terapéuticas. A recuperagdo e purificagido do produto € uma etapa fundamental
onde é desejavel a obtencdo de alta pureza associado a um baixo custo. Através da
tecnologia do DNA recombinante, proteinas podem ser obtidas intra ou extracelularmente
em uma célula hospedeira, sendo comumente utilizada a bactéria Escherichia coli por ser
considerado um microrganismo modele de caracteristicas genéticas bem conhecidas. Estas
proteinas sdo denominadas heterdlogas por serem obtidas por células que n#o as produzem
naturalmente. As proteinas heterologas podem ser obtidas na célula hospedeira em altas
concentragdes na forma de agregados densos de proteina inativa, chamados corpos de
inclusio ou em concentragbes menores na forma solavel Em sistemas bactenanos,
geralmente as proteinas sio obtidas intracelularmente como corpos de inclusio e
representam 25% ou mais da proteina total no material produzido (Dyr e Suftnar, 1997 e
Bailey e Meagher, 2000).

Durante a produgio de uma proteina recombinante, somente a etapa de recuperacio

e purificagdo representa cerca de 60 a 70% dos custos operacionais. A recuperagio €
5
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purificagio de um produto recombinante exige basicamente a remocio de fragmentos
celulares, de alguns precursores de proteina e de impurezas e contaminantes derivados da
cultura de células.

No caso das proteinas obtidas sob a forma de corpos de inclusdo, a recuperacéo
pede ser efetuada de acordo com 0s seguintes passos:

1. Rompimento da célula hospedeira através de sonicacio ou no caso de operagdes em
larga escala, emprega-se um homogeinizador de alta pressio associado com um pré-
tratamento enzimatico para reduzir a quantidade de fragmentos celulares;

2. Separacdo dos corpos de incluséo por centrifugacio;

Inativagio viral (quando necessario), por exemplo, por microondas;

4. Solubilizagio dos corpos de inclusio com desnaturantes como uré€ia, guanidina,
actdo cloridrico ou dodecilsulfato de sédio (Dyr e Suttmar, 1997 e Bailey e
Meagher, 2000).

A solubilizag@io dos corpos de inclusio resulta em uma mistura complexa, que além
da proteina principal, contém peptideos, mondmeros e constituintes celulares com
caracteristicas distintas (tamanho, carga e hidrofobicidade) que dificultam o processo de
purificagio. Como conseqiéncia, a purificagio da proteina exige uma série de etapas, cuja
finalidade € a obtengio de um produto final concentrade e biologicamente ativo.
Atualmente, os processos industriais empregam varias metodologias, tais como
precipitagdo, extra¢do liquido-liquido, filtraciio em gel, filtragio em membranas e as
cromatografias de afinidade, de interagdo hidrofébica, de troca idnica e de fase reversa que,
em combinagio, resultam em produtos com elevado grau de pureza. Em fais processos,
geralmente € necessario uma seqiiéncia de multiplos passos cromatograficos, dos quais a
cromatografia por afinidade destaca-se como um dos métodos mais eficientes em termos de
purificagiio (Dyr e Suttnar, 1997 e Bailey e Meagher, 2000).

Um aumento na seletividade e diminui¢iio do namero de etapas cromatograficas do
processo de purificagio de proteinas recombinantes tem sido alcangado com a incorporagio
de caudas (“tag”) de proteinas ou peptideos na proteina de interesse. A proteina hibrida
resultante apresenta caracteristicas fisico-quimicas inerentes a4 cauda que facilitam a
subseqiiente purtficagdo por técnicas tais como cromatografias de troca 16nica, de interacio
hidrofébica ou de afinidade. Finalizada a etapa de purificagio, a ligacio entre a cauda e a
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proteina alvo pode ser rompida para, assim, se poder separar esta proteina alve na sua
forma final. Esta cis8o da cauda pode ser efetuada empregando-se métodos enzimaticos ou
quimicos que preservam a estrutura e a atividade da proteina de interesse. Uma variedade
de caudas tem sido acopladas visande a purficacio da proteina de interesse: B-
galactosidase, glutationa S-transferase, proteina A, pequenos peptideos - poli{arginina),
poli{lisina} ou poli(histidina) - e sistemas baseados na seqiéncia de reconhecimento por
anticorpos monoclonais imobilizados como os peptideos “Flag” (Flaschel e Freihs, 1993).

A fusio de sequéncia de seis histidinas na porg¢do C ou N-terminal da proteina alvo
tem sido bastante utilizada e confere 4 mesma a possibilidade de purificacdo através da
cromatografia de afinidade por ions metilicos imobilizades (IMAC - “Immobilized Metal
fon Affinity Chromatography”). Esta técnica explora a mteragfo entre grupos doadores de
elétrons na proteina {como residuos de histidina, cisteina, triptofano, arginina, lisina,
metionina, asparagina, glutamina e tirosina) principalmente os residuos de histidina da
cauda acoplada, triptofano e cisteina e o ion metalico imobilizado (Porath ef al., 1975;
Porath e Olin, 1983; Sulkowski, 1985 e Sulkowski, 1989), além da contnibuigio de
interacdes hidrofobicas e eletrostaticas. A interagfo destes residuos (histidina, triptofano e
cisteina) com ions metilicos decorre de uma ligagfio de coordenagio entre os grupamentos
imidazol, indol e tiol, respectivamente e o ligante: um ion metalico quelatado por agentes

tais como acido iminodiacético (IDA) ou acido nitrilotriacético (NTA).

2.2, Cromatografia de afinidade por quelato metilico

A técnica de cromatografia IMAC, introduzida por Porath e colaboradores (1975), €
baseada na capacidade que as proteinas tém de serem reversivelmente ligadas aos ions
metalicos através de ligagdes de coordenagdo, onde a proteina atua como uma base de
Lewis, doando elétrons para o ion metélico (Porath ez al., 1975; Sulkowski, 1985 e Wong ef
al., 1991). O metal que interage com a proteina encontra-se imobilizado por meio de um
agente quelante, que por sua vez estd ligado covalentemente, via um espacador
{epicloridrina ou bisoxirano, por exemplo), a matriz. As interagdes entre o fon metilico
imobilizado e a proteina sdo complexas e combinam efeitos eletrostaticos, hidrofébicos e
de coordenacio. Geralmente, todos os trés tipos de interacio devem ser considerados, no
entanto, nem sempre € possivel determinar suas relativas contribuicSes (Sharma e Agarwal,
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2001). Estudos realizados com proteinas padrio (Sulkowski, 1985 ¢ Belew et al., 1987) ¢
aminoacidos {Hemdan e Porath, 1985) comprovaram a importincia dos residuos de
histidina, cisteina e triptofano entre os aminoacidos presentes nas proteinas para ligacdes de
coordenagdo com os ions metalicos imobilizados.

A cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados demonstrou ser
eficiente na purificacdo de varias proteinas (Wong et al., 1991) e, recentemente, com o
advento da engenharia genética, proteinas que na sua forma original nio possuiam
histidinas disponiveis para ligagio com fons metilicos imobilizados, recebem através de
técnicas de recombinagio genética, uma cauda de histidina que possibilita sua purificacio
por IMAC.

Ha muitas vantagens na utilizacio de IMAC como técnica de purificagdo, gragas a
sua versatilidade em relagio aos adsorventes de afinidade. Diferentes metais podem ser
imobilizados na mesma matniz cromatografica e podem ser facilmente removidos através
de agentes competidores fortes (ex: EDTA) (alimentados na coluna) sem que haja perda da
capacidade da matriz. Métodos de separagio especificos podem ser empregados para cada
tipo de proteina, apenas com a escolha adequada do metal e das condigdes de eluicdo
(Wong et al., 1991). Além do seu uso em purificagio, IMAC também pode ser utilizado no
estudo da estrutura das proteinas. O conhecimento das interacdes metal-proteina pode ser
uma ferramenta no estudo da mteracdo entre a proteina e outras moléculas, como por
exemplo, a relagdo entre enzima-inibidor (Wong ez al., 1991).

Em IMAC, o processo de purificacio depende de varios fatores, como a escolha da
matriz, que deve possuir basicamente as mesmas caracteristicas requeridas aos outros
suportes utilizados em cromatografias de afinidade, do agente quelante, do ion metélico e

das condigbes de adsor¢do e dessor¢o para que a interagdo entre a proteina e o metal seja

favorecida e resulte em alta recuperacgio e seletividade.

2.2.1. Escolha do agente quelante

(s ions metalicos sdc imobilizados através de um agente quelante covalentemente
ligado & matriz. Varios agentes quelantes sio utilizados em IMAC, dentre eles o
carboximetil etileno diamino (TED), o acido nitrilotriacético (NTA), o acido carboximetil
aspartico (CM-Asp)}, o tetraetilenopentamina (TEPA), acido carboximetil o, B diamino
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succinico (CM-DASA) e o acido iminodiacético (IDA). Em geral, quanto mais polidentade
o agente quelante, mais estavets séo os complexos formados com os ions metalicos, porém,
j4 que permanecem poucos sitios disponiveis para a ligagio da proteina, esta pode ser
adsorvida apenas fracamente. A ligacfio entre o ligante e o jon metdlico é chamada de efeito
quelato, por ser mais forte ¢ mais estavel do que a formacio de um complexo de
coordenacdo. O 4cido iminodiacético (IDA) € o ligante mais utilizado em IMAC, sendo um
composto tridentado que ocupa tré€s sitios de coordenacio ao quelatar o ion metalico. No
caso de ions hexacoordenados, trés sitios sio ocupados pelo IDA e os outros trés ficam
disponiveis para a ligagio com a proteina (Wong ef al., 1991). A representagiio esquematica
do complexo IDA-Me”™, em gel de agarose ativado com epiclonidrina esta apresentada na

Figura2.1.

///1//
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Superficie sélida ”

IDA-Me**

Figura 2.1: Representacio esquemdtica da formacio do complexo IDA-Me*" em uma
superficie s6lida ativada com epicloridrina (Figura adaptada de Gaberc-Porekar ¢ Menart,
2001).

2.2.2. Selecio de ion metilico

Um fator fundamental na técnica de IMAC é a escolha do ion metilico a ser
imobilizado. De um modo geral, qualquer metal capaz de interagir com as proteinas pode
ser utilizado em IMAC, porém, Fe™, Co®, Ni*", Cu®, Zn*, A" e Ca*. sio os fons
metalicos mais comumente empregados. Os fons metilicos Cu”™, Ni*', Co* ¢ Zn* sdo
utilizados na purificacdo de proteinas que possuam residuos acessiveis de histidina,

triptofano e cisteina, onde os metais interagem com os grupamentos imidazol, indol e tiol
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(Figura 2.2), respectivamente, de cada aminoacido. Os ions F e e AIY ligam-se a fosfato e
fosfoésteres primarios podendo ser utilizados para separar fosfoproteinas (Sulkowsk:, 1988
¢ Andersson e Porath, 1986) e o ion Ca”" coordena o atomo de oxigénio presente em grupos
carboxilicos dos residuos dos amincacidos acidos aspartico e glutdmico, podendo ser

utilizado para purificagio de proteinas ricas em grupamentos carboxilicos (Mantovaara ef
al., 1991).

|
R l
i
R
" “NH
NM S"
Tmidazol Indol Ticl

Figura 2.2: Representacio dos grupamentos imidazol, indol e tiol, respectivamente, dos

aminoacidos histidina, triptofano e cisteina (R corresponde & estrutura CH,CHNH,COOH)
(Lehninger, 1984).

Em 1989, Sulkowski, utilizando tampdo fosfato 20 mM 2 pH 7,0 e 1,0 M NaCl,
estudou a importincia dos residuos de histidina acessiveis presentes em proteinas e
peptideos na sei)arac;éo por IMAC e determinou regras de interagdo entre estes residuos
com adsorventes contendo }DA-Cuz“'“, IDA—NE%, IDA-Co™ e IDA-Zn™, que sd30 as
seguintes:

I A presenca de pelo menos um residuc de histidina disponivel na superficie da proteina
para a coordenagdo € suficiente para a retencio da mesma em um gel de IDA-Cu™;

. A presenca de dois residuos histidina disponiveis para a coordenagio resulta em uma
mais forte retenciio da proteina em um gel de IDA-Cu™’;

11 A presenga de dois residuos histidina disponiveis para a coordenacgio é requerida para a

retencio em um gel de IDA-Ni**;
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IV. A presenca de dois residuos histidina espacialmente localizadas em uma «-hélice
separadas por dois ou trés aminoacidos € requerida para a retengdo em géis de IDA-Zn" e
de IDA-Co®";

V. A retengdo de uma proteina que possui dois residuos histidina vicinais sera mais forte,
em todos os géis IDA-Me”", do que a retengio de uma proteina que possui dois residuos

histidina bem espacados na estrutura tridimensional.

Como resultado desta regra, ele pbéde determinar uma ordem crescente de forga de
retencio de proteinas (determinada pela eluigio das proteinas por abaixamento de pH)
contendo histidinas acessiveis, em géis IDA-Me™", da seguinte forma: Co™ > Ni*” > Zn™" >

Co™.

2.2.3. Mecanismos de adsorcio e dessergio

Como j& mencionado, em IMAC a adsorgio de proteinas ocorre através de uma
ligagio de coordenagio, onde a proteina doa pares de elétrons ao metal que estd
imobilizado. Embora muitos residuos de aminoacidos (asparagina, glutamina, tirosina,
cisteina, arginina, lisina, metionina, e histidina) podem participar da ligagio, a retencio das
proteinas em IMAC tem sido baseada primariamente na disponibilidade de residuos de
histidina na superficie. Esta adsorgio ¢ favorecida em uma faixa de pH alcalino (entre 6 e
8) onde os nitrogénios do anel imidazol dos residuos de histidina estdo na forma
desprotonada. O grupamento tiol das cisteinas se no estado reduzido também pede
contribuir para a interagdo com ¢ metal (Sulkowski, 1985 e Gaberc-Porekar e Menart,
2001). Cadeias aromaticas de triptofano, fenilalanina e tirosina podem contribuir para as
interagdes em IMAC, quando vicinais a residuos de histidina acessiveis. (Gaberc-Porekar e
Menart, 2001). Além dos residuos de aminoacidos, as extremudades N-terminal das
proteinas também participam diretamente na interacio com o metal imobilizado.

- Além do pH, a forga ibnica também é uma variavel que pode influenciar na
adsorciio. O quelato metalico unobilizado se encontra altamente solvatado por moléculas de
dgua, possuindo assim elevado niimero de grupos hidroxila na vizinhanga formando uma
rede de cargas negativas. Estas cargas sugerem a participacio de interagOes eletrostaticas
ou mdugio de cargas envolvende residuos de aminoécidos positivamente carregados, na

associagio da proteina com o quelato. Para diminuir as interagGes nfio especificas do tipo
1
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eletrostaticas utiliza-se, em geral, cloreto de sddio adicionado aos tampdes, em
concentracdes que podem variar de 0,1 a 1,0 M (Vijayalakshmi, 1989).

A dessorgio das proteinas adsorvidas na matriz cromatografica pode ser conduzida
utilizando-se quatro metodos: 1) abaixamento de pH da fase movel (pH < 6), ocasionando a
protonagdo de residuos de histidina; 2) adi¢io de agente competidor, que também possua
capacidade de mteragir com o metal; 3) deslocamento do complexo metal-proteina
utilizando outro agente quelante mais forte (por exemplo, EDTA) e 4} eluicio isocratica
que consiste na eluicdo das proteinas a condigBes constantes (Sulkowiski, 1985). Os
métodos mais comumente empregados sdo o abaixamento de pH e a adigdo de um agente
competidor na fase movel da cromatografia.

No primeiro caso, abaixamento de pH, alguns cuidados devem ser tomados durante
a eluigdo: 1) utilizagio de condigBes acidas de eluigio moderadas, a fim de evitar a
desestabilizacio da biomolécula, acarretando perda irreversivel da atividade; 2) cuidados
com a possivel precipitagio isoelétrica das proteinas dentro da coluna, também ocasionada
pelas condigSes de baixo pH (dependendo da proteina em questio); e 3) monitoramento do
desprendimento do metal da coluna, causado pelo enfraquecimento da interagio entre o
agente quelante e o metal imobilizado.

No segundo método, a eluicio das proteinas é feita a pH neutro, através de agentes
competidores, tais como histidina e imidazol, que competem com a proteina pela ligagiio
com o metal. Este método de eluic@o € conveniente, pots evita a utilizag3o de condigdes de
baixo pH na recuperagio das proteinas adsorvidas na matriz, porém torma-se necessaria a
introdugio de mais uma etapa de processo a fim de eliminar o imidazol do meio contendo a
proteina purificada.

O deslocamento do complexo metal-proteina utilizando um agente quelante mais
forte, como por exemplo o EDTA, é normalmente utilizado para a regeneragio da coluna
apbés o término da etapa de eluicio feita através de outro método. Porém, as vezes, a
interacio entre o metal e a proteina de interesse € o forte, que o inico meio de retira-la da
coluna é proporcionar o deslocamento do metal.

A eluigdo isocratica é mais utilizada quando a interagdo entre 0 metal e a proteina
¢ fraca e para pequenas proteinas e peptideos. Neste método a eluigio € realizada em

condi¢Bes constantes (composi¢do de tampdo) como na etapa de lavagem.
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Nas cromatografias de afinidade, independentemente do ligante utilizado, o fator
decisivo para que ocorra a adsorgio das biomoléculas, € que elas tenham acesso aos sitios
de interagio com a matriz, que se encontram no interior dos seus poros. Este acesso pode
ser facilitado ou dificultado de acordo com o tipo de matriz utilizada. Dentre as matrizes
disponivels comercialmente, as membranas s#o as que mais favorecem o transporte de
massa até o interior dos poros, portanto, favorecem o processo de adsorgio das proteinas

nos ligantes imobilizados.

2.3. Pro-insulina recombinante: Obtencio e purificagio

A tecnologia de DNA recombinante tem sido empregada na produgio de insulina
humana desde 1978, quando foram expressados separadamente em Escherichia coli os
genes artificials para a obtencio das cadeias A e B, as quais foram interligadas, apés
purifica¢io, por pontes dissulfeto. Atualmente a msulina humana tem sido obtida a partir da
produgic de pré-insulina recombinante, uma proteina a-hélice de massa molecular 9,5 kDa
a qual contém as cadeias A e B da insulina interligadas por trés pontes de dissulfeto e o
peptideo C (Figura 2.3). Esta tecnologia tem como vantagem principal o enovelamento
espontineo para a formacio da estrutura de insulina, sendo o peptideo C posteriormente
removido através de clivagem proteolitica (Winter et al., 2002 e Winter et al ., 2000).

Geralmente o gene da pro-insulina é expressado em FEscherichia coli, sob a forma
de corpos de inclusdo, devido a habilidade deste hospedeiro em multiplicar-se a altas taxas
atingindo altas densidades celulares na presenga de substratos de baixo custo, além de
possuir caracteristicas genéticas bem definidas. Apesar disto, € dificil a producdo de
algumas proteinas recombinantes em Escherichia coli, sobretudo as de baixa massa
molecular, devido a presenca de proteases e peptidases encontradas no citoplasma da
bactéria, as quais provocam a degradagio do produto. Com o objetivo de contornar este
problema, tradicionalmente a pré-insulina humana tem sido produzida sob a forma de
proteina fusfo, ou seja, acoplada a aminoacidos que a protegem do ataque proteolitico.
Uma outra opegdo sena a produgdo da proteina no espaco perisplasmatico da bactéria, uma

vez que a maioria das proteases estiio localizadas no citoplasma (Mergulhio ez al., 2004).
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Figura 2.3: Representaciio da estrutura de pro-insulina: cadeias A e B (em vermelho) ¢
peptidec C (em cinza} (www_sh.isuhsc.edu/intragrad/foundations/217/aw/3).

Geralmente o0s processos de obtengio de pré-insulina humana recombinante
relatados na literatura exigem uma ou mais etapas cromatograficas de purificacio, onde os
géis sd0 as matrizes mais comumente empregadas. Alguns destes trabalhos estio
apresentados na Tabela 2.1.

Dentre os processos mencionados {Tabela 2.1), destaca-se a produgio de pro-
insulina com cauda de poli(histidma), a qual tem sido amplamente utilizada pela indistria
{como por exemplo, pela BIOMM, Montes Claros, M), cuja purificagdo é facilitada por
cromatografia de afinidade por ions metlicos imobilizados (IMAC).
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Tabela 2.1: Producio e purificacio de pré-insulina humana recombinante.

Pro-insulina humana

recombinante produzida

FEtapa(s) cromatogrifica(s)

Fonte

Pro-isulina contendo o

peptideo histidina-triptofano

Cromatografia de afimidade por
ion metalico imobilizado
(IMAC)

Smith e al. {1988)

Pro-insulina

Cromatografia de troca i0nica ¢

interacdo hidrofobica

Petrides et al. (1995)

Pré-insulina-ZZ*

Cromatografia de afinidade
(IzG-Sepharose)

Nilsson ef gl (1996) ¢
Mergulhio et al. (2004)

Filtragdo em gel, MAC ¢
Pro-insulina contendo um canda | SFomatografia liquida de alta Mackin (1999)
de poli(histidina) eficiéncia por fase reversa (RP-
HPLC).
Pré-insulina Filtragdo em gel ¢ Cowley e Mackin (1997)

cromatografia de troca idnica

Pré-insulina contendo DsbA *#*

Cromatografia de troca iénica

Winter et al. (2000)

Cromatografia de troca idnica )
Pro-insulina contendo uma seguido por IMAC Tikhonov et al, (2001)
cauda de polihistidina)
Cromatografia liquda de alta
Pro-insulina

eficiéncia por fase reversa (RP-
HPLC)

Mackin ¢ Choquette (2003)

*A pro-insulina-ZZ ¢ pro-insulina contendo uma cauda de afinidade ZZ, ou seja, um dominio de ligagdo &
IgG, baseado no dominio B da proteina A encontrada na parede celular de bactérias Staphviococcus aureus.
#* DsbA ¢ uma proteina que favorece a formag#o correta das pontes de dissulfeto.

Um dos procedimentos, descrito em literatura, para a obteng¢io de insulina humana a

partir da pré-insulina recombinante com cauda de poli(histidina) esta esquematizado no
diagrama de blocos da Figura 2.4 (modificado de Petrides er al., 1995), cujas etapas de

purificagio de pro-insulina foram descritas segundo Tikhonov ez al. (2001).
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Célula hospedeira

1 Rompimento da célula

Corpos de mclusdo

l Solubilizagao dos corpos de inclusio
Pro-insulina-His-"tag”
desnaturada

], Sulfitdlise
Pro-insulina-His-“tag™-S-SO5

l * Etapas de purificagio — IMAC e cromatografia
por froca idnica

Pro-msulina-His-“tag” - S-
S0; de alta pureza

wlv Formacdo das pontes de dissulfeto

Pro-msulina-His-“tag”
renaturada de alta purcza
l Conversio enzimatica ¢ remogdo da cauda de
oli(histidina)
Insulina P

"’ Etapas de purificacdo ¢ cristalizagio

Insulina de alta pureza

(99.5 2 99,9%)

* Etapa objeto deste estudo: purificacio de pré-insulina apos a solubiliza¢iio dos corpos de

inclusio e sulfitlise.

Figura 2.4: Esquema das etapas de recuperagio e purificagio de pré-insulina humana
recombinante contendo uma cauda de poli(histidina) (modificado de Petrides eral, 1995 e

adaptado de Tikhonov etal., 2001).

Primemramente, ocorre o rompimento da célula hospedeira (Escherichia coli} em um
homogeinizador de alta pressio. Os corpos de inclusdo sdo, entfio, separados dos
constituintes celulares por centrifugacdo ou microfiltracdo e, em seguida, os corpos de
inclusio sfo lavados com solugbes tamponantes e solubilizados com uréia e 2-B-
mercaptoetanol. A pré-insulina recuperada contendo uma cauda de poli(histidina),

denominada pré-insulina-His-“tag”, é, em seguida, submetida a uma sulfitolise, que rompe
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todas as pontes de dissulfeto e adiciona grupos sulfito (SO} a todos os residuos de enxofre
nas cisteinas. A presenca de um agente desnaturante nesta etapa, uréia ou guanidina-HCl,
previne o reenovelamento da molécula. A pré-insulina-His-“tag” sulfonada resultante ¢
submetida a etapas de punficacio (IMAC e cromatografia de troca idnica) para uma
posterior renaturagio da molécula com a formacio correta das pontes de dissulfeto. A
seguir, a proteina renaturada € purnficada por cromatografia de interagio hidrofobica, e
convertida 4 insulina pelas enzimas tripsina e carboxipeptidase B. Finalmente, a insulina é
submetida as etapas finais de purificacio por cromatografia de troca idnica, cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) por fase reversa, filtragio em gel e cnstalizacio (Petrides
etal., 1995 e Tikhonov et al., 2001).

No processo de producio de insulina humana via pro-insulina recombinante,
descrito segundo Petrides er al. (1995), os custos de recuperacio e purifica¢iio do produto
chegam a quase 97% do custo total (onde aproximadamente 60% do custo total esta
associado a modificagdes quimicas e etapas intermedidrias de punficagio, 30% do custo
total estd associado as etapas finais de purifica¢iio e cerca de 7% corresponde a etapa inicial
de recuperagdo), sendo as cromatografias as etapas de mais alto custo do processo,
correspondente a quase 70% do custo operacional total.

Em geral os processos de purificacio empregam géis de agarose como matrizes
cromatograficas, os quais podem apresentar problemas de colmatagem (entupimento)
durante o processamento de solu¢les contendo material particulado devido a limitagSes
difusionais no intertor dos poros. A adsorgic em membranas de afinidade seria uma
alternativa devido ac fato da transferéncia de massa ser governada principalmente pela
convecgio, minimizando as himitacSes difusionais no interior dos poros ocasionadas em
vazbes elevadas quando empregado géis tradicionais. O fluxo convectivo através das
membranas permite ¢ emprego de vazdes elevadas de alimentagfo, resultando em tempos
reduzidos para efetuar as etapas de adsorgio, lavagem e eluiciio, em condigdes moderadas
de quedas de pressao, e obten¢io de altas taxas de separacio de proteina por quantidade de
ligante imobilizado. Devido a estes fatores, o emprego de membranas em cromatografia
tem demonstrado potencial para o processamento de grandes quantidades de solugBes
brutas {contendo material particulado) sem a necessidade de uma etapa prelimimnar de
centrifugacdo para a remocdo dos solidos em suspensio (Suen ¢ Etzel, 1992; Charcosset ef

al., 1995; Kochan ef al., 1996; Zeng e Ruckenstein, 1999 e Zou et af., 2001}
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A literatura relata poucos trabalhos relacionados ao emprego da técnica IMAC em
membranas de afinidade para a purificagio de proteinas recombinantes. Reif ef al. (1994),
empregaram membranas de copolimero hidrofilico-IDA-Ni*" (Sartorius, Alemanha) para a
purificacio de endonuclease recombinante contendo uma cauda com seis histidinas e
demonstraram que este sistema apresentou seletividade e atividade especifica da enzima
recuperada similar a obtida pelo gel Sepharose FF-IDA-Ni*". Tsai ef al. (2001) utilizaram
membranas planas de poli(fluoreto) de vimlideno (PVDF)—H)A«CUZ”: as quais
demonstraram seletividade para a punificagio de fator de crescimento de hepatocito. Liu et
al. (2003) utilizaram membranas planas de celulose-IDA-Cu” para a purificagio de
penicilina G acilase recombmante e obtiveram resultados de recuperagiio e fator de
purificacio comparaveis aos obtidos comumente em gel de Sepharose-IDA-Cu” {onde a
enzima € recuperada apds trés etapas de eluigdo) utilizando uma (nica etapa de eluicio e
com a vantagem de maior area superficial, menores caminhos difusionais, baixos tempos de

residéncia e menores quedas de pressio.

2.4. Membranas de afinidade
2.4.1. Principio de adsorcio

A cromatografia de adsorcio em membranas de afinidade foi introduzida como um
método de purificacio de bioprodutos a partir de 1980 e desde entdo as membranas vém
sendo derivatizadas com ligantes bioldgicos e nio biologicos, incrementando-se assim, a
utilizacfio destes suportes como matrizes em cromatografias de afinidade.

Segundo Thommes e Kula (1995), a cromatografia em membranas de afinidade
pode ser diferenciada da cromatografia em gel convencional, pois quando o fluido passa
através dos poros da membrana, o transporte das moléculas da solugfio até o interior dos
poros é regido pela convecgio e nio pela difusio, ao contrario do que ocorre nos géis. Este
transporte convectivo facilita o acesso da biomolécula ao sitio de fixagdo do ligante,
conforme esta ilustrado na Figura 2.5.

O principio da separagio consiste na adsor¢io da biomolécula de interesse no
ligante, imobilizado na superficie e, principalmente, no interior dos poros da membrana.
Assim, a solugio contendo a biomolécula a separar é forcada a passar através da membrana.

As moléculas grandes e particulas, que nio atravessam os poros, sio eliminadas no
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retentado, enquanto que as moléculas pequenas, inclusive a de interesse, atravessam o0s
poros onde o ligante estd imobilizado. A adsor¢io da biomolécula representa a primeira
etapa da separagdo; a segunda etapa consiste na lavagem, onde todas as moléculas no
adsorvidas sdo eliminadas nas linhas do filtrado e do retido. A eluigio representa a terceira
etapa, onde a biomolécula € dessorvida do suporte sélido, podendo ser recuperada, se ela

for o produto de interesse, ou descartada, se ela for uma impureza.

Poros

. : Limitacdes por : Limitacdes por :
.Y
g\;:'lg? ‘ (D Difusdo no filme P @ Difusio no filme
c @ 1;::5 (3 Cinética de ligacdo ®}\? ¥ (2)Difusio no poro
\—."‘-._CD R P — Prﬁtefna @ Ciﬂética ﬂe liga(,‘fie
L = Ligante
Sistemas baseade em membranas Sistemas baseado em géis

Figura 2.5: Representagio esquematica dos mecanismos envolvidos durante a adsorgio em

sisternas baseados em membranas e géis de afinidade (Thémmes e Kula, 1995).

A cromatografia em membranas de afinidade tem sido vista como uma técnica com
grande potencial de utilizagdo nos processos de purificagio de bioprodutos, pois em uma
tinica etapa, pode-se eliminar impurezas particuladas, através da filtragio e recuperar as
proteinas de interesse que ficam adsorvidas nos ligantes de afinidade, podendo-se ainda,
utilizar grandes volumes de alimentagio, trabalbando-se a baixas pressdes e sem a
possibilidade de formacio de caminhos preferenciais (Labrou e Clonis, 1994; Haupt ¢
Bueno, 2000; Zou et al., 2001 e Ghosh, 2002).
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A utilizagio de membranas em cromatografias de afinidade deriva da tecnelogia de
filtracdo e ultrafiltragio utilizando membranas microporosas; assim, muitos dos moédulos
em diversas configuracgbes disponiveis comercialmente e utilizadas hoje s3o denivados dos

modulos empregados também nas técnicas de filtragdo.

2.4.2. Configuracio das membranas e modos de operacio

Fregiientemente, as membranas sdo apresentadas na forma de discos ou como fibras
ocas. As membranas planas sdo mais comumente utilizadas, pela facilidade de aplicagio em
larga escala e por possuirem uma estrutura interna de poro mais homogénea do que as
outras formas de membranas. Por outro lado, as membranas na forma de fibras ocas
possuem como vantagem maior razdo area superficial por volume, proporcionando uma
maior densidade de ligantes imobilizados e, conseqiientemente, uma maior capacidade de
adsorgdio, além da facilidade de aplicacdo em larga escala pelo simples agrupamento de um
namero maior de fibras ocas. Apesar das vantagens, ambas configuracbes de membranas
podem apresentar problemas tais como: distribuigiio irregular do fluxo e efeitos de
dispersdio axial e de espagos vazios. {(Suen et al, 2003; Suen er al., 2000; Kubota ef al,
1997 e Roper e Lightfoot, 1995).

Os sistemas cromatograficos que empregam membranas como suportes para a
purificagio de proteinas podem operar tanto em modo de filtragio frontal (“dead-end”)
como em modo de filtragdo tangencial (“cross flow”). Independente do modo operacional,
quando se processa uma solugdo utilizando membrana, pode ser observado uma diminuigio
do fluxo do permeado com o tempo, ocasionado por efeitos de polarizacio que consiste na
concentragdo de soluto na regiio proxima a interface membrana/solugio e efeitos
denominado “fouling”, o qual engloba, além da polarizacio, adsor¢io ndo especifica de
moléculas do soluto na superficie e/ou no interior dos poros, entupimento de poros e
deposito de material em suspensdo sobre a superficie da membrana, os quais podem ser
irreversiveis. No caso da filtragio classica, em modo frontal, geralmente, o efeito da
polariza¢io € maior, devido a passagem do permeado pela membrana, acumulando soluto
ou material em suspensfio na interfaice membrana/solucio (Figura 2.6A). Na filtracio
tangencial, a polanzacio existe, mas pode ser minimizada, visto que a solugdo escoa

paralelamente a superficie da. membrana, enquanto o permeado ¢ transportado
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transversalmente a mesma (Figura 2.6B). Devido a este fato, geralmente, emprega-se a
filtragio em modo tangencial para recuperagio de uma moiécula de interesse de solugdes
complexas tais como, plasma sanguineo, misturas contendo fragmentos celulares ou
solucbes contendo materiais particulados (apostila do curso “on line” de processos de

separagio com membranas. Homepage: www.peq.coppe.ufrj.br /piloto/membranas.htmi;

Suen et al., 2000 e Haupt ¢ Bueno, 2000).
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Figura 2.6: Esquema da formagdo da camada de polarizagio em membranas nos modos

operacionais (A) frontal (“dead-end™) e tangencial (“cross-flow™) (apostila do curso “on

line” de processos de separagio com membranas. Homepage: www.peq.coppe.ufij.br
/piloto/membranas.html ).
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2.4.3, Seleciio de membranas

E aconselhavel que a selegio de membranas visando a utilizagio como matrizes
para a imobilizagdo de ligantes seja baseada em alguns aspectos fisicos, quimicos ¢
biolégicos. Em relagio aos aspectos fisicos, as membranas devem apresentar porosidade
adequada com distribui¢io uniforme, de forma a permitir a penetragio da proteina e sua
acessibilidade aos ligantes imobilizados, elevada resisténcia mecénica e elevada area
superficial, possibilitando a imobilizagio de uma quantidade elevada de ligantes. Quanto
aos aspectos quimicos, as membranas devem ser altamente hidrofilicas para evitar a
adsorcio ndo especifica de proteinas, devem apresentar grupos funcionais que permitam a
modificagdo quimica do material para imobilizagio de ligantes, devem ser estaveis em uma
ampla faixa de pH, na presenca de sais, solventes orgénicos, reagentes utilizados nas etapas
de ativagdo e imobilizagdo de ligantes e nas etapas cromatograficas (equilibrnio, adsorgéo,
lavagem, eluigdo e regeneragdo do adsorvente). Finalmente, em relagio a aspectos
biolégicos, as matrizes membranas devem ser biocompativeis, pnincipalmente se aplicadas
em tratamentos extracorporeos, como por exemplo a plasmaferese (Klein, 1991;
Charcosset, 1998; Haupt e Bueno, 2000 e Senel e al,, 2001).

Membranas de diversos materiais tém sido empregadas como matrizes para a
imobilizagio de ligantes tais como: celulose, acetato de celulose, polisulfona,
poli(éter)sulfona, policaprolactama, poli(metil metacrilato), poli(hidroxietil dimetacrilato),
poli(fluoreto) de vinilideno (PVDF), poli(éter-uretano-uréia), alcool poli(etileno)vinilico
(PEVA), alcool polivinilico (PVA), poliamida, polietileno e vibras de vidro (Haupt e
Bueno, 2000 e Suen er al., 2000). A maioria das membranas disponiveis comercialmente
sio hidrofobicas portanto, suscetivels 3 adsor¢io ndo especifica de proteinas, ou
apresentam uma baixa concentracdo de grupos funcionais para a ativagio e imobilizagio de
ligantes, sendo necessanio a modificagio quimica da superficie para toméa-las membranas
adsortivas destinadas a processos de adsorgdo e purificacio de proteinas. Ja as membranas
hidrofilicas so, as vezes, instaveis as condi¢es de ativa¢io e imobilizacio de ligantes,
sendo necessario a escolha criteriosa da matriz e dos métodos de derivatizacio de acordo
com a aplicagio desejada (Zeng e Ruckenstein, 1996; Beeskow ef al., 1995; Klem et al.,
1997; Weissenborm ef ai., 1997 e Castilho er al., 2000}
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2.4.4. ModificacOes quimicas em membranas de afinidade

Membranas hidrofilicas de celulose sfio vantajosas para aplicagiio em sistemas de
adsorgio e purificagio de proteinas, devido a baixa adsorgio nfo especifica e
disponibilidade de grupamentos hidroxilas, os quais permitem a ativagdo por reagentes
bifuncionais, epicloridrina ou bisoxirano, e subseqiiente imobilizagio de ligantes. No
entanto, essas membranas sio pouco estiveis as reagdes de ativagdo e imobilizagio de
ligantes e a condigGes de pH alcalmo, além de possuirem uma densidade de grupos reativos
{(-CH,OH) muito menor do que a encontrada em géis de agarose. Membranas de celulose
regenerada e acetato de celulose, apesar de elevada densidade de grupos reativos ¢ baixa
adsorcio ndo especifica, necessitam ainda de modificages quimicas para melhorar a
resisténcia mecanica (Zou ez al., 2001). Por outro lado, as membranas de dlcool polietileno
vinilico (PEV A) e alcool polivinilico (PV A), devido a sua hidrofilicidade e estabilidade em
pHs alcalinos, podem ser facilmente ativadas com reagentes como brometo de cianogénio,
epicioridrina e bisoxirano para imobilizagio de ligantes de afinidade como histidina,
agentes quelantes como IDA e outros. Além disso, devido a sua excelente
biocompatibilidade as membranas de PEVA tém sido empregadas para a remogio de
heparina do sangue utilizando poli(l-lisina) imobilizada (Ma er al., 1992).

A quitina (poli{N-acetil-D-glicosamina) ¢ um material de facil disponibilidade por
estar presente em exoesqueletos de msetos, em paredes celulares de fungos e em crusticeos
(especialmente de camarQes e caranguejos) e a quitosana (poli{2-amino-2-deoxi-D-glicose},
¢ a forma desacetilada da quitina (Machado, 2003). Membranas de quitosana tém
demonstrado boa estabilidade quimica e mecdnica. Membranas de quitina sio estiveis em
solugBes acidas, basicas e solventes orginicos e contém grupamentos (N-acetil-D-
glucosamina), com afinidade para aglutinina e lisozima, podendo ser utilizadas para a
separagdo por afinidade dessas proteinas sem a necessidade de modificacBes quimicas {(Zou
et al., 2001).

Membranas hidrofébicas, como poliamida (nylon), polisulfona e poliétersulfona,
tém sido utilizadas em processos de separagio de proteinas, devido a estabilidade quimica e
mecinica e homogeinidade na distribuicio de poros. Contudo, para minimizar a adsorgio
nio especifica e aumentar a densidade de ligantes imobilizados, os pesquisadores tém

empregado técnicas de recobrimento, os quais permitem a introducBio de polimeros
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hidrofilicos tais como hidroxietilcelulose (HEC), alcoo! polivinilico (PVA), dextrana ou
quitosana nas membranas, que uma vez ativados (com por exemplo, epicloridrina ou
bisoxirano) possibilitam a imobiliza¢io de ligantes como o agente quelante IDA, proteina
A e outros. Os pesquisadores tém constatado que, apds o processo de recobrimento, €
necessario a ativacdo do polimero introduzido para a obtengio de uma elevada densidade
de ligantes imobilizados (Beeskow er al., 1995; Castitho ef al., 2000 e Camperi et al,
2004).

Apesar de varias aplicagdes, estes métodos de recobrimento apresentam como
desvantagem a formagio de camadas poliméricas instaveis, ocasionando desprendimentos
que podem afetar a eficiéncia do suporte. Para contormnar este problema, tem sido
empregado métodos alternativos de recobrimento de membranas utilizando solugdes
contendo um mondmero funcional (por exemplo metacrilato), um miciador de
polimerizagio (por exemplo persulfato de aménio) e um agente cross-linking (acrilamidas,
metacrilatos ou metileno bisacrilamida), os quats s#o subseqiientemente polimerizados em
condigdes de aquecimento, luz ultravioleta ou radiagio y (Zeng e Ruckenstein, 1999).

A polimenizagio induzida por radiagio é um método efetivo para a introdugio na
superficie de membranas de uma elevada densidade de cadeias poliméricas homogeéneas,
contendo grupos funcionais que, apés a ativago, proporcionam a imobilizagio de uma
elevada densidade de ligantes. Membranas de polipropileno e polietileno #m sido
polimerizadas com os mondémeros vinil acetato ou 2-hidroxietilmetacrilato, para a
introdugdo de grupos trocadores de ions, ou glicidil metacrilato, para a introdugdo de
grupos epoxi, 0s quais permitem a imobilizagio de grupos trocadores de ions (dietilamino,
hidroxietilamino ou acido sulfonico) (Tsuneda et 4/, 1995a e 1995b), grupos quelato {acido
iminodiacético) {Iwata er al, 1991), ou grupos hidrofébicos (fenil, butil, fenilalanina ou
triptofano) (Kubota er al, 1997 e Kiyohara er al, 1997). As membranas resultantes
apresentaram alta permeabilidade e boa resisténcia mecinica. Apesar de eficiente, a
polimerizagio induzida por radiagio € um método economicamente invidvel pois exige alto
consumo de energia, sendo mais adequado o emprego da polimerizagio induzida por
radicais livres (Hou er al., 1989). A polimerizagio induzida por radicais livres tém sido
empregada, para aumentar a densidade de grupos funcionais, pela introdugdo de grupos

epoxi, e melhorar a resisténcia mecinica de membranas hidrofilicas de celulose, utilizando
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glicidil metacrilato como mondmero e persulfato de ambnio e tiosulfato de sédio como
catalisadores (Yang et al., 1998).

Além dos aspectos mencionados acima, a suscetibilidade para a aplicagio de
suportes de afinidade em larga escala depende entre outros fatores da avaliagio do
comportamento de adsor¢io das proteinas nos suportes. Baseado nos principios de adsorgio
entre a proteina e o ligante imobilizado em um suporte sélido, os pesquisadores tém
avaliado o desempenho dos sistemas de afinidade através da determinagio de parimetros
como a capacidade maxima de adsorcio e as constantes de adsor¢ic e dessorg¢io do

complexo proteina-ligante.

2.5. Determinacio de parimetros de adsorcio

Nos processos de separagio por afinidade, um adsorvente contendo um ligante
imobilizado pode interagir reversivelmente com uma molécula de interesse formando um
complexo nfo covalente (exce¢io na cromatografia covalente) Assumindo que o
adsorvente tem afinidade por apenas uma espécie do soluto, o equilibrio pode ser descrito

pela seguinte equagio (Chase, 1984):

ks
ligante + proteina <——  complexo proteina-ligante 2.1}
kg
onde k. e kg sdo, respectivamente, as constantes cinéticas de adsor¢io e dessorgio do
complexo proteina-ligante. Estas constantes também representam as contribuigdes da
resisténcia a transferéncia de massa da fase liquida para o sitio de adsorgio, resisténcia &
difusio nos poros e resisténcia a reacdo na superficie, fendémenos que controlam a
transferéneia de massa nestes sistemas (Chase, 1984). A equaciio 2.1 pode ser expressa na
forma da equacio da taxa de variagio da quantidade de soluto no adsorvente, obtida pelo
balango de massa do soluto na fase solida (equagdo 2.2).

dQ/dt = ki€ (Qu—Q) - kaQ (2.2)
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onde Q é a quantidade de soluto adsorvido por massa ou volume de adsorvente, C € a
concentracio de soluto hivre em solugio, Q,, € a capacidade maxima do adsorvente e t € o
tempo. Esta equaciio descreve a cinética de adsorgio do sistema e permite a determinagdo

das constantes cinéticas de adsorcdo (k) e dessorgio (ky).

Nos casos onde a proteina € relativamente pequena e o ligante imobilizado
facilmente acessivel, a dindmica da adsorgio pode ser considerada rapida e condigbes de
equilibrio local podem ser assumidas, transformando a equagio 2.2 como descrito na

equagdo 2.3.

dQ = = kaceq (Qm_Q) - de (23)
dat

Rearranjando a equagfio 2.3 obteve-se a equagio de Langmuir como descrito a

seguir:

0= _QuCy (2.4)
Ka+Ceq

onde Q & a quantidade de soluto adsorvido por massa ou volume de adsorvente em
equilibrio com a quantidade de soluto nfo adsorvido em solugio, Ce € a concentragio de
solute em equilibrio na solugio e K4 = kgk, é a constante de dissociagio da reacgio em
equilibrio. A determinagio dos parimetros Qn e Kq € de grande importancia para descrever
o desempenho do sistema matriz-ligante na adsorgfo da proteina desejada.

0O modelo de Langmuir {equacgio 2.4) representa um caso simplificade de adsor¢io
de proteina, onde sdo assumidas as seguintes hipdteses: a adsor¢do é reversivel e limitada a
uma camada, a2 superficie interna do sélido é homogénea e apresenta um nimero finito de
sitios ativos; as moléculas adsorvidas ndo interagem entre si e n3o ha adsor¢iio competitiva.
(Finette et al., 1997).

As isotermas de equilibrio de adsorgioc sfio comumente obtidas através de
experimentos em batelada (tanques agitados), onde uma gquantidade conhecida do

adsorvente é contactada a solugbes com varias concentragdes do soluto até ser atingido o
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equilibrio entre a concentragdo de proteina na fase liquida e na fase sélida {adsorvente)
(Cowan et al., 1989).

Nos experimentos de adsorgdo em tanques agitados, a massa de proteina adsorvida
na matriz pode ser determinada através da diferenca entre as concentragdes iniciais e finais

do sobrenadante (balanco de massa no tanque), resuitando na seguinte equagéo:

__V (Co—Ceg) @.5)
m

onde: V € o volume fotal no tanque; m pode ser a massa ou volume do adsorvente e Cp € a
concentracio inicial de proteina em solug#o.

As constantes de adsorgio e dessor¢io de proteinas nos adsorventes podem ser
determinadas através da cinética de adsorgio em tanques agitados. Skidmore et al. (1990)
apresentaram uma expressdo para a taxa de variagio da concentragfo de proteina na fase

liquida com o tempo, utilizando as equagdes 2.2 e 2.5, resultando em:
dC/dt = (k. Qun)C + kao(Co-C)C + (kK (Co-C) (2.6)

onde: 1 € a razdo entre a massa ou ¢ volume do adsorvente e o volume de solugio protéica
no tangue. Neste modelo, a taxa de reacfio na superficie € considerada baixa em
comparagio com a transferéncia de massa, de maneira que a concentragio de proteina pode
ser considerada a mesma fora e no interior dos poros da particula do adsorvente. A solugio

analitica da equagdo 2.6, apresentada por Skidmore et al. (1990), estd descrita na equagio
2.7

C=Cy-n {b+a)(1 -exp(—zakant)—i 27N
{b+a) —exp(-2ak.nt)

®-3)
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onde:
a’= bz‘(ce/ﬂ)Qm (2.8)
b= 1/2(Co/n + Qr + Ku/n). (2.9)

As equacfes matematicas apresentadas sdo ajustadas aos dados experimentais e os
parimetros determinados estdo relacionados s interagdes envolvidas entre a molécula a ser

adsorvida, a matnz, o brago espacador e o ligante, 4 densidade de ligante imobilizado e as

condi¢des operacionais.
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CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

Epicloridnina, acido etilenodiamino tetracético (EDTA), imidazol, acido
morfolinoetanosulfonico (Mes}, acido morfolinopropanosulfénico (Mops), borohidreto de
s6dio (NaBHs) e acrilamida foram obtidos da Sigma (EUA). Cloreto de 4-vinilbenzil,
cloreto de metacriloil, hidroxietilmetacrilato (HEMA), acetonitrila, metanol, éter,
trietilamina, o,0” azoisobutironitrilo (AIBN) e icido cloridrico foram obtidos da Aldrich
(EUA). Sulfato de cobre, sulfato de niquel, sulfato de zinco, sulfato de cobalto, acetato de
sédio, cloreto de sddio, Tris hidroximetil aminometano (Tris), uréia, acido iminodiacético
(IDA), formaldeido 2 37% e hidroxido de sodio foram adquiridos da Merck (Alemanha).
Metilenobisacrilamida, N, N, N', N’ tetrametil etilenodiamino (TEMED), dodecilsulfato de
sodio, ditiotreitol, persulfato de aménio, azul de bromofenol, B-mercaptoetanol, gel de
acrilamida homogéneo 20%, tiras de tamp&o de SDS (“buffer strip™) e marcadores de baixa
massa molecular foram obtidos da Amersham Biosciences GE (EUA). Carbonato de sédio,
nitrato de prata, cido acético, metanol (usado na revelagio de gel de eletroforese) e acido
citrico anidro foram obtidos da LabSynth (Brasil). Glutaraldeido foi obtido da Casa da
Quimica {Brasil). Foram utilizadas as seguintes proteinas: imunoglobulina G humana (IgG,
99% de pureza) obtida da Aventis Behring (Alemanha), lisozima (obtida da clara do ovo de
galinha) (99% de pureza) e albumina do soro bovino (BSA, 98% de pureza) obtidas da
Sigma (EUA). Todas as solugbes foram preparadas com agua ultrapura obtida do
equipamento Milli Q (Millipore, EUA).

Foram utilizados gel Sepharose-1DA-Ni** (doado pelo Laboratoire d’Interactions
Moléculaires et de Technologie des Séparmations (LIMTech.S), Compiégne, Franca) e

membranas de fibras ocas de alcool pohli(etileno)vinilico (PEVA), modelo EVAL 4A,
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obtida da Kuraray Co. (Japdo). As especificagGes da membrana estio apresentadas na
Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Especificac¢tes da membrana de PEVA.

Digmetro de poro 0,05 um
Didmetro intermo da fibra 200 pm
Didmetro externo da fibra 240 pm

Area superficial ¥ 49,5 m¥/g

Espessura da parede da 20 um
fibra

*Fonte: Kuraray (Japfio), exceto para (1) Petsch er al {1998).

Nos experimentos de adsor¢io e filtragdo foram utilizadas solugdes de pro-insulina
sulfonada com cauda de poli(histidina) (PIS}, doadas pelo Engenheiro Luciano Vilela (na
Biobras S.A_, hoje na BIOMM, Montes Claros-MGQG), cujas especificacBes estio listadas a
Seguir:

a) Pro-insulma sulfonada purificada por IMAC e por troca 16nica e renaturada, tendo
aproximadamente, segundo o fornecedor, 76% de pro-insulina renaturada (PISR),
analise por HPLC;

b) Pro-insulina sulfonada purificada por IMAC em gel Sepharose IDA-Ni*" (PIS-
IMAC) tendo, segunde o fornecedor, aproximadamente 84% de PIS, anélise por
SDS-PAGE;

c) Solugio ndo clarificada (PIS-NC): soluglio obtida ap6s a solubilizagio dos corpos
de inclusdo e sulfitolise. Esta solugio € constituida de PIS, a qual encontra-se
solubilizada em tamp8o de desnaturagio {tampio contendo 8 M de uréia) e varios
outros componentes nio divulgados pelo fornecedor. Segundo o fornecedor este
material tem 33% de PIS, analise por SDS-PAGE,

d) Solugfo clarificada (PIS-C): solugio obtida a partir da centrifugacio da solugio ndo
clarificada (PIS-NC), a 4000 g durante 30 min {centrifuga Himac CF 15D, Hitach,
Japdo).
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3.2. Metodologia

3.2.1. Ativacao das fibras ocas finamente cortadas e imobilizacio de agente quelante

3.2.1.1. Ativacio com epicloridrina e imebilizacio de IDA

As membranas de fibras ocas de PEVA foram ativadas com epicloridrina de acordo
com o protocolo descrito por Hemdan e Porath (1985) e Serpa (2002). Inicialmente as
fibras ocas foram removidas do cartucho comercial de 1 m” de area e foram finamente
cortadas em pedagos de tamanho de aproximadamente 3 mm. Em seguida, as membranas,
embebidas em agua, foram desgaseificadas para remover o ar presente nos poros, utilizando
uma bomba de vacuo e sem filtra-las, esgotou-se toda a agua (virando o frasco).

Em capela, foi montado o expennmento para a ativagio, onde um frasco Erlenmeyer
de 250 mL contendo as fibras (16 g de fibras secas a vacuo) foi colocado em um agitador
magnético Hitrel HTR 8068, marca IKA (Alemanha). Inicialmente foram adicionados as
fibras 5 mL de epiclondrina (agente ativador) e 50 ml. de NaOH 2 M contendo 0,266 g de
NaBH.,. Esta suspensio {fibras e solugio) foi deixada sob moderada agitagio, 4 temperatura
de 25°C, durante 15 min. Apos este tempo de reacdo, foram gotejados, simultaneamente, 50
mi. de NaOH e 23,3 ml de epiclonidrina, a uma vazio de, respectivamente, 0,27 e 0,13
ml/min, para evitar o aumento de temperatura durante a reagio. A seguir, a suspensdo
{fibras e solugfio) foi deixada sob agitagio por um periodo de 16 h, tempo suficiente para a
reacio ser completada. Apés este periodo, em capela, as fibras foram lavadas com agua
ultrapura até verificar o mesmo valor de pH para a agua ultrapura e parm a agua de lavagem
(descarte), indicando que todo o excesso de solugio (solugdo com epicloridrina, NaOH e
NaBH; com pH em tomo de 10,0} foi removido.

Finalizada a etapa de ativacio, o agente quelante IDA foi imobilizado segundo o
protocolo descrito por Porath e Olin (1983) e Serpa (2002). Inicialmente, foi preparada uma
solucio de IDA dissolvendo-se 26 g deste em 65 mL de NaOH 2 M e, a esta solugdo, foram
adicionadas pastilhas de NaOH ate obter pH 10,0. Em paralelo, foram preparados 65 mL de
uma solugio de carbonato de sodio 2 M. As solugdes de IDA e carbonato foram misturadas
e a solugio resultante fo1 adicionada as fibras ocas previamente ativadas. Esta suspensio
(solugdo e fibras) foi deixada sob agitagdo a 65°C durante 24 h. Apds este tempo, as fibras

foram lavadas com agua ultrapura até verificar o mesmo valor de pH para a dgua ultrapura
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e para a agua de lavagem (descarte). As reagdes de ativag3o e imobilizagio de IDA estio
demonstradas na Figura 3.1. O adsorvente obtido foi, entio, denominado membranas

PEVA-IDA.

7 }—on /1 —on
/ 0 J/ O
A—OH  + /N L o—cH, L + Ko
CICH; d
/—OH /—0OH
e /
Membranas de PEVA Epicloridrina Membranas PEVA-E
S /
e —OH e /CHZCOO' a —OH /CHZCOO'
‘N—o—cH,—L{> + HN — 7| 0~CH,~CHOH—CH,~N
\CHzcoo, \CHZCOO'
/—OH / —OH
yd i
Membranas PEVA-E IDA Membranas PEVA-IDA

Figura 3.1: Ativagiio e imobilizagio do agente quelante IDA em membranas de PEVA
Estrutura proposta da membrana PEVA-IDA

3.2.1.2. Sintese do agente quelante acido vinilbenziliminodiacético (VBIDA)

'O ligante VBIDA foi sintetizado segundo o protocole descrito por Morris ef al.
(1959). Inicialmente, pesou-se 133 g de IDA e 6,6 g de NaOH e adicionou-se 2 100 mL de
metanol ¢ 100 mL de agua ultrapura. Esta solugio foi deixada sob agitagio & temperatura
de 60°C. A seguir, gotejou-se 7 mL de cloreto de 4-vinilbenzil e adicionou-se 6,6 g de
NaOH; por fim gotejou-se 7,25 ml. de cloreto de 4-vinilbenzil. Esta solugio foi mantida &
60°C, sob agitagio, durante 1 h. Em seguida, evaporou-se 0 metanol em rotavapor e fez-se
extragiio misturando a solugio com éter (3 estigios) em um funil decantador. A camada
liquida remanescente obtida ap6s a extragfio fo1 ajustada & pH 2,5 com 4cido cloridrico
concentrado formando uma solugio branca e densa contendo, além do produto de interesse,

NaCl. Esta solugfio foi filtrada em papel de filtro e o sélido foi ressuspenso em metanol e
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novamente filtrado para a remogio do sal ainda presente. A seguir, o solido obtido,

denominado acido vimilbenziliminodiacético, foi liofilizado e armazenado em geladeira.

3.2.1.3. Ativaciio com cloreto de metacriloil e polimerizacio das fibras ocas para a

imobilizacio de VBIDA

As membranas de fibras ocas de PEVA foram ativadas com cloreto de metacriloil e
polimerizadas com os mondmeros HEMA e VBIDA de acordo com o protocolo
desenvolvido no Laboratoire de Technologie Enzimatique, Franga. Inicialmente as fibras
ocas foram removidas do cartucho comercial de 1 m?® de area e foram finamente cortadas
em tamanhos de aproximadamente 3 mm.

Em capela, 1 g de fibras cortadas foram colocadas em um tubo de vidro com tampa
rosqueada e, a seguir, adicionou-se seqitencialmente 20 mL de acetonitrila, 10 mL de
cloreto de metacriloil e 2 mL de trietilamina. A solucio contendo as fibras foi sonicada por
10 min {para que a solucgfo de ativacio atingisse o interior dos poros da membrana) e, a
seguir, foi derxada sob agitacdo, & temperatura ambiente (20 °C), durante 3 h. Apés o
término da reacio, as fibras foram lavadas com acetonitrila e armazenadas em uma solugio
de acetonitrila e agua ultrapura na proporgic 1:1. A estrutura proposta para a reacio de
ativagio esta representada na Figura 3.2

t—oH /—o0H
g 0 cl /s
on 0 +  HCl
o ° g—
7
Membranas de PEVA  Cloreto de metacriloil PEVA ativada

Figura 3.2: Reacdo de ativagio das membranas de PEVA. Estrutura proposta para a

membrana ativada.
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Para a imobilizacio do agente quelante VBIDA, as membranas ativadas foram
polimerizadas com os mondémeros HEMA e VBIDA na presenga do catalisador AIBN.
Inicialmente, foi preparada, em um tubo rosqueado, uma solugio contendo 8 mmol de
HEMA, 2 mmol de VBIDA ¢ 0,2 mmol de AIBN para resultar em uma massa totalde 1 g
de reagentes, dissolvidos em 20 mL de metanol e 2 mL de dgua ultrapura. Para solubilizar o
mondémero VBIDA foram adicionadas gotas de acido cloridrico concentrado. A solugio
contendo os mondmeros foi borbulhada com nitrogénio por 10 min, a seguir, adicionou-se
as fibras ativadas e borbulhou-se nitrogénio por 10 min, sonicou-se por 10 min e
borbulhou-se nitrogénio por mais 10 min. O tubo de vidro foi colocado sob o equipamento
UV — Spectroline model TC 312 A (Fisher Scientific, Alemanha) e as fibras foram
polimerizadas a 312 nam sob luz ultravioleta durante 4 h. Decorrido o tempo de
polimerizagdio, a soluglo foi removida e as fibras foram lavadas exaustivamente com
metanol e agua ultrapura (proporgio 10:1), seguido por agua ultrapura. Apds este
procedimento, o adsorvente foi denominado membranas PEVA-VBIDA, cuja estrutura

proposta esta representada na Figura 3.3.
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PEVA-VBIDA
Membranas PEVA

H H

Figura 3.3: Polimenzagio e imobilizagio de VBIDA. Estrutura proposta para as
membranas PEVA-VBIDA.
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3.2.2. Ativacio das fibras ocas no médule e imobilizacio do agente quelante

3.2.2.1. Construgio do médulo de filtracio de membranas de fibras ocas de PEVA

Foram removidas 200 fibras ocas de PEVA do cartucho comercial modelo EVAL
4A (Kuraray, Japdo) e introduzidas em um tubo de vidro previamente construido contendo
duas saidas laterais (comprimento igual a 5,7 cm e didmetro interno igual a 1 cm). As
extremidades das fibras foram fixadas no tubo de vidro, através de uma resina epéxi. O

esquema do médulo estd representado na Figura 3 4.

T Retentado

Membranas de fibras _ Filtrado

ocas de PEVA

1‘ Alimentacio

Figura 3.4: Esquema do médulo construido de fibras ocas de PEVA.

A area superficial ¢ o volume das membranas contidas no médulo foram

determinados, respectivamente, através das equagdes 3.1 e 3.2

A=2rLN (3.1}
V= 7 {10’ — 1 )LN 3.2)

onde:
A = area superficial das membranas (valor calculado 71,6 cm®);
r; = ralo interno das membranas (100 um);
L = comprimento das membranas (5,7 cm);
N = niimero de fibras (200);
== volume das membranas (valor calculado 0,157 cm®);

1o = raio externo das membranas (120 pm).
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Como no cartucho comercial de PEVA 1 m® de area superficial corresponde 2 19 g

de membrana seca, o modulo construido neste trabalho possui aproximadamente 0,13 g de

membrana seca.

3.2.2.2. Ativacio das membranas de PEVA contidas ne médulo com epicloridrina

Inicialmente, as membranas de PEVA foram lavadas com agua ultrapura nos
seguintes modos operacionais: frontal, lavagem interna, espago concha e “backflushing”

(fluxo reverso do permeado), como ilustrado na Figura 3.5.

Frontal  Lspase Espaco  «Backilushing”
mterno  concha

Figura 3.5: Modos de lavagem das fibras de PEVA no médulo de filtragio.

Em capela, foi montado o experimento para a ativacio das fibras de PEVA contidas
no mddulo como 1lustrado na Figura 3.6, segundo procedimento descrito por Serpa {2002).
Tima solugfo contendo 5 mL de epiclonidrina e 50 mL de NaOH 2 M contendo 0,266 g de
NaBH,, foi recirculada através das fibras & vazio de 5 mL/min, & temperatura de 25°C,
durante 15 min. Apés este tempo de reagiio, foram adicionados, simultaneamente, 50 mL de
NaOH e 23,3 ml de epicloridrina, a uma vazio, de respectivamente, 0,27 € 0,13 mL/min e
a solugiio foi recirculada por um periodo de 8 h. Apos este tempo, as fibras foram lavadas
com agua ultrapura seqiiencialmente em todos os modos operacionais como ilustrado na
Figura 3.5, até verificar o mesmo valor de pH para a agua ultrapura e para a agua de
lavagem (descarte), indicando que todo o excesso de solugdo (solu¢do com epicloridrina,

NaQOH e NaBH; com pH em tomo de 10,0) foi removido.
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Figura 3.6: Esquema da montagem experimental para a ativagio das membranas de PEVA

contidas no modulo (Serpa, 2002),

3.2.2.3. Imobilizacio de IDA nas membranas de PEVA ativadas com epicloridrina

Apbs o processo de ativagio, seguiu-se a imobilizagio de IDA como descrito em
Porath e Olin (1983) e Serpa (2002). Preparou-se uma solugdo contendo 26 g de IDA e 65
ml de NaOH 2 M e a esta solugdo foram adicionadas pastilhas de NaOH até obter pH 10,0.
Em paralelo, foram preparados 65 ml. de uma solugiio de carbonato de sodio 2 M. As
solugdes de IDA e carbonato foram misturadas, mantidas sob agitagio a 65°C e
recirculadas no modulo durante 24 h, como esquematizado na Figura 3.6.

| Apbds este procedimento as fibras foram lavadas com 4agua ultrapura
seqiiencialmente em todos os modos operacionais como ilustrado na Figura 3.5, até

verificar o mesmo valor de pH para a 4gua ultrapura e para a agua de lavagem (descarte).

3.2.3. Determinacio da densidade de ligantes imobilizados

3.2.3.1. Determinacio da densidade de ligantes imobilizados nas fibras cortadas

O experimento de determinagdo da densidade de ligantes mmobilizados consistin em
alimentar até a saturagfo uma soluciio 50 mM de sulfato de cobre ou sulfato de niquel (até a
concentragdo do metal na saida da coluna atingir a concentragio de alimentagio) a uma

coluna cromatografica contendo 5 ml. de membranas de fibras ocas PEVA-IDA ou 3,5 mL
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de PEVA-VBIDA finamente cortadas, a uma vazio de 1 ml/mm {Johhson erf al., 1996).
Apbs este procedimento, a coluna foi lavada, inicialmente, com 4gua uitrapura, seguido por
tampdo acetato de soédio 25 mM pH 4,0 contendo 1 M de NaCl, para remover ions
metalicos fracamente adsorvidos e, novamente, com agua ultrapura. Cada etapa de lavagem
foi monitorada por espectrofotometria (a 730 ou 384 nm, respectivamente, para os ions
cobre e niquel) e somente finalizada apos a obtengio de absorbdncia zero no compnmento
de onda empregado, indicando que todo o metal fracamente adsorvido foi removido. A
seguir, os ions niquel ou cobre imobilizados foram eluidos com solugio de EDTA 50 mM
pH 8,0. Por fim, a coluna foi lavada com 4gua ultrapura para a remogio do excesso de
EDTA. A densidade de ions metalicos imobilizados nas membranas (PEVA-IDA e PEVA-
VBIDA) foi determinada em fungio de analises das fragdes de dessorgdo (solugio EDTA-
metal) por espectrofotometria UV-VIS (Johnson et al, 1996; L et al, 2003; Wu et al,
2003 e Camperi et al., 2004), em espectrofotdmetro DU 650 (Beckman, EUA) a 730 e 384
nm, respectivamente, para a determinagiio de ions cobre e niquel. Vanos pesquisadores
(Belew e Porath, 1990; Beeskow et al, 1995; Liesiene et al, 1997, Wu et al., 2003 e
Denizli ef al., 2003) tém também determinado a densidade de metal em géis contendo
agentes quelantes imobilizados, através da técnica de espectrometria de absorgio atdmica.
Para fins de comparago, as fragdes de dessor¢do (solugio EDTA-metal} das membranas
PEVA-IDA foram também analisadas no Instituto de Quimica da UNICAMP por
espectrometria de emissio oOtica por plasma de argdnio indutivamente acoplado (ICP)
(Perkin Elmer — Optima 3000 DV, EUA). O procedimento consistiu inicialmente na
acidificacio das solugdes (EDTA-metal) com acido nitrico e clbridrico, seguido pela
analise dos metais no espectrometro de emissfo, utilizando uma curva de calibragio obtida
a partir de solugbes padrBes de niquel e cobre (padrdes NIST — “National Institute of
Standards and Technology™). Todos os experimentos foram realizados em duplicata.

3.2.32. Determinacio da densidade de ligantes imobilizados nas fibras ocas contidas

ne modulo

A densidade de ligantes IDA imobilizada foi avaliada através da determinagdo da
quantidade de metal quelatado nas membranas. O experimento consistiz em bombear uma

solugiio de sulfato de cobre 50 mM a uma vazio de 1mL/min, até que a absorbéncia a 730
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nm da solucio de cobre na saida fosse igual a absorbancia da solugdo de cobre na entrada
(saturagio de metal na coluna). Apos este procedimento o médulo fo1 lavade com agua
ultrapura seqgiiencialmente em todos os modos de filtragdo (segundo o esquema da Figura
3.5). O tampdo acetato de sédio 25 mM pH 4,0 contendo 1 M de Na(l foi utilizado na
lavagem “backflushing” para remover o metal fracamente quelatado. Em seguida, uma
solugio de EDTA 50 mM pH 8,0 foi passada através do modulo (em modo “backflushing™)
para a remogio do cobre quelatado pelo ligante IDA (Serpa, 2002). As fragdes de dessorgdo
foram coletadas e analisadas a 730 nm em espectrofotometro DU 650 (Beckman,
Alemanha) e a densidade de ions cobre foi determinada utilizando um coeficiente de

extingdo previamente determinado (0,0927 cm’/mg). Por fim o médulo foi lavado com agua

ultrapura para a remogio do EDTA

3.2.4. Determinacdio de proteina total

A proteina total presenie nas amostras foi quantificada através do método
colorimétrico empregando o corante “comassie blue” segundo Bradford (1976). Albumina

do soro bovino (BSA) fo1 utilizada como proteina de referéncia.

3.2.5. Adsorcio de PISR em membranas PEVA-IDA-Me**

Nestes experimentos foi verificada a adsor¢do de PISR em membranas PEVA-IDA-
Me” com o objetivo de selecionar, dentre os ions metalicos cobre, niquel, zinco e cobalto,
aquele que apresentasse maior capacidade para adsorgio da proteina de interesse.

Uma coluna cromatografica contendo 5 ml. de membranas PEVA-IDA finamente
cortadas foi alimentada com uma solugiio a 50 mM de sulfato de cobre, niquel, zmco ou
cobalto, a uma vazio de 0,7 mL/min, até a saturagio (quando a concentragdo de metal na
saida da coluna fosse 1gual a concentragio de metal na entrada). Em seguida, o adsorvente
foi lavado com agua ultrapura, seguido por um tampio de baixo pH (tampio acetato de
sodio 25 mM pH 4,0 contendo 1 M de NaC(Cl) e agua ultrapura para a remocéo do metal
fracamente adsorvido. Apds este procedimento, o adsorvente fo1 equilibrado com o tampio
Tris-HC1 30 mM pH 7.5 (tampdo A) a urma vazido de 0,7 mL/min.

Foi preparada uma solugio de PISR {concentragio de 5,5 a 6,0 mg/ml.), em tampéo
Tris-HCL 30 mM pH 7,5 contendo 0,5 M de NaCl ¢ 7,5 M de urédia (tampdo de adsorgio), ¢
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alimentou-se a coluna (em fluxo ascendente) com uma massa de proteina entre 15 e 18 mg,
a uma vazio de 0,5 mL/mimn. A seguir, a coluna foi lavada seqiencialmente com o tampéo
A contendo 0,02 M de imidazol, tampio A e tampio A contendo 6 M de uréia, para
remover as proteinas ndo adsorvidas. A proteina adsorvida foi eluida com o tampio A
contendo 6 M de uréia e 0,1 M de imidazol. Por fim, o adsorvente foi regenerado com uma
solugio de EDTA 50 mM pH 8,0.

As amostras das etapas de adsor¢io e eluigio foram coletadas em fragBes
individuais de 2 ml ¢ a absorbancia fo1 medida a 280 nm em espectrofotdmetro DU 650
(Beckman, EUA), utilizando um coeficiente de extingfo determinado para a PISR
equivalente a 0,399 em’/mg. As fracdes individuais da etapa de regeneracio dos suportes
contendo cobre, niquel e cobalto foram analisadas pelo método de Bradford, devido ao fato
do complexo EDTA-Me* apresentar um pico de absor¢io a 280 nm. As fracdes individuais
da etapa de regenera¢io do suporte contendo zinco foram analisadas a 280 nm, pelo fato do

complexo EDTA-Zn"" nfo ser absorvido neste comprimento de onda.

3.2.6. Experimentos cromatogrificos em PEVA-IDA-Me”, PEVA-VBIDA-Me™ e
Sepharose-IDA-Ni**

3.2.6.1. Adsorcio de PIS a partir de solugdes clarificada e nio clarificada

Estes experimentos foram realizados em colunas cromatograficas contendo de 3,5
a 5,0 mL de adsorvente, previamente equilibrados com tampio Tris-HCI 36 mM pH 7,5
{Tampdo A), com o objetivo de avaliar o desempenho de membranas PEVA-IDA-Me™ e
PEVA-VBIDA-Me™ (sendo Me” os ions niquel ou cobre} para a adsorgio de pro-insulina
sulfonada a partir das solugdes clanficada e nfo clanficada. A quantidade de proteina total
injetada nas colunas fo1 calculada proporcional ao volume de leito. As solucgdes de PIS-NC
e PIS-C foram preparadas, em diferentes concentragdes, na proporcio 1:1 no tampéo Tris-
HCI 30 mM pH 7.5 contendo 0,5 M de NaCl e 7,5 M de uréia (tampio de adsorcio). As
amostras de PIS-NC {concentragio enire 4,0 e 5,0 mg/mL) foram alimentadas, em termos
de proteina total, nas quantidades de 92,0 mg, 99,0 mg e 70,0 mg, e as amostras de PIS-C
(concentragdo em torno de 3,5 mg/mL), nas quantidades de 70,0 mg, 68,0 mg e 54,4 mg,
respectivamente, em membranas finamente cortadas de PEVA-IDA-Cu™", PEVA-IDA-Ni*
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e PEVA-VBIDA-Ni"". Para fins de comparacio, foi realizado um experimento de adsor¢io
de PIS a partir de solugfio PIS-C (concentragiio em torno de 3,5 mg/mL} em gel Sepharose-
IDA-Ni%*, alimentando-se 70 mg de proteina total. As solugdes (PIS-NC ou PIS-C) foram
alimentadas na coluna a uma vazio de 0,5 mL/min. As proteinas ndo adsorvidas pelos
suportes foram removidas através da lavagem seqiiencial com tampio A contendo 0,02 M
de imidazol, tampdo A e, finalmente, tampdo A contendo 6 M de uréia. A dessorgiio de
proteinas foi realizada, seqiiencialmente, com o tampio A contendo 50 mM de NaCl, 6 M
de uréia e 0,1 M de imidazol e tampfo A contendo 50 mM de NaCl, 6 M deurdiae 03 M
de imidazol. Os adsorventes foram regenerados com solugio de EDTA 50 mM pH 8.0.
Durante as cromatografias foram coletadas fragdes idividuais de 2,0, 1.2 e 1,5
ml. das etapas de adsorcio, eluicdo e regeneraciio, respectivamente, para serem analisadas

pelo método de Bradford, eletroforese SDS-PAGE e por HPLC.

32.6.2. Adsorc¢io de proteinas altamente purificadas: Imunoglobulina G humana,

lisozima, albumina do soro bovino e pré-insulina sulfonada recombinante

Estes experimentos foram realizados com o objetive de avaliar 0 desempenho de
membranas PEVA-IDA-Me®" e PEVA-VBIDA-Me”" (sendo Me®" os ions niquel ou cobre),
para a adsor¢io das seguintes proteinas de diferentes massas moleculares: imunoglobulina
G humana (IgG, 150 kDa), lisozima (14,3 kDa} e albumina do soro bovino (BSA, 65 kDa).
Visou-se comparar a capacidade destes adsorventes para adsor¢iio destas proteinas com a
capacidade de adsorverem pro-insulina sulfonada recombinante (9,5 kDa).

Uma coluna cromatografica contendo 3,5 ml. de membranas finamente cortadas
PEVA-IDA-Me”" ou PEVA-VBIDA- Me® foi equilibrada com o tampio MMA (Mes,
Mops e Acetato) 50 mM pH 7.0 contendo 1 M de Na(l ou tampédo Tris-HCI 30 mM pH
7.5, conforme ¢ experimento, a uma vazdo de 0,7 mL/min. Foram preparadas solugSes
protéicas de IgG ¢ BSA na concentragio de 5,0 mg/mL e solugdo de lisozima, na
concentracdo de 1,0 mg/mL., em tampio MMA 50 mM pH 7.0 contendo 1 M de NaCl A
solugdo PIS-IMAC foi preparada na concentragio de 5,0 mg/mi. no tampio Tris-HCI 30
mM pH 7,5 contendo 0,5 M de NaCl e 7,5 M de uréia. A coluna for alimentada com 2 mL
das solugdes de IgG, BSA ou PIS-IMAC ou com 5 mL da solugfio de lisozima, a uma vazdo

de 0,5 mL/min. A seguir, para a remocio das proteinas nfio adsorvidas, a coluna foi lavada
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com o tampdo MMA 50 mM pH 7,0 contendo 1 M de Na(l e as proteinas adsorvidas foram
eluidas com o tampdo MMA 50 mM pH 4,0 contendo 1 M de NaCl. Nos expenimentos com
solucdo PIS-IMAC, as etapas de lavagem e eluigio foram efetuadas como descrito
anteriormente para as solucdes clanficada e ndo clarificada (item 3.2.6.1). A regeneraciio
das membranas foi ferta com EDTA 200 mM pH 8,0. Durante as cromatografias, foram
coletadas fra¢Ses individuais de 2,0 mL das etapas de adsorcio, eluigio e regeneraciio. As
fraches geradas nas cromatografias de IgG, BSA e PIS foram analisadas pelo método de
Bradford, utilizando BSA como proteina de referéncia e as fragbes das cromatografias com
lisozima foram analisadas a 280 nm, utilizando o coeficiente de extingio de 3,04 cm*/mg,
previamente determinado. As fragdes cromatograficas foram também monitoradas a 384
nm e 730 nm para venficar se houve o desprendimento, respectivamente, dos ions niquel e

cobre.

3.2.7. Anilise de equilibric de adsorcio em tanques agitados: Determinacio da

isoterma de adsorgiio de pro-insulina

O experimento para a obtenco da isoterma de adsorg¢io de pro-insulina sulfonada
em membranas PEVA-IDA-Ni" foi realizado, trés vezes em duplhcata, a temperatura de
25°C, utilizando tubos Eppendorf contendo membranas finamente cortadas.

O procedimento expenimental consistiu micialmente em determinar o tempo de
equilibrio (tempo a partir do qual a concentragdo de soluto permaneceu constante no
sobrehadante) entre a proteina e o adsorvente. Em um Eppendorf contendo 100 mg 4mida
de fibras cortadas PEVA-IDA-Ni"", previamente equilibradas com Tris-HC] 30 mM pH
7,5, foi adicionado 1 mL da solugio PIS-IMAC na concentragdo de 1,0 mg/mL em tampio
Tris-HC1 30 mM contendo 0,5 M de NaCl e 7,5 M de uréia (tampio de adsorgio) € este foi
deixado sob agitagio por um periodo de 3 h. A seguir, para a obtengio da isoterma de
adsorgdo foram preparadas solugdes de PIS-IMAC no tampio de adsor¢io em diferentes
concentragbes variando entre 0,45 e 10,0 mg/mL. Em seguida 1,0 mL de cada solucio fo:
adicionada a 100 mg do adsorvente (correspondente a 194 mg de membrana seca),
previamente equilibrado com Tris-HC130 mM pH 7,5. Os tubos Eppendorf foram deixados
sob agitacio durante 3 h, tempo suficiente para que o equilibrio fosse atingido (Figura 3.7).
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Soluciie protéica e
R\ Membrana PEVA-IDA-N{™*

Eppendorf

Rotor de bomba peristiltica

Figura 3.7: Esquema expenimental para a obtengdo da cinética e isoterma de adsorgio

(Figura adaptada de Lucena, 1999),

Atingido o equilibrio, a densidade oOtica dos sobrenadantes foi medida a 280 nm no
espectrofotdometro DU 650 (Beckman, Alemanha) para determinar a concentracio de
proteina nio adsorvida (Ce) pelo suporte (utilizando um coeficiente de extingdo a 280 nm
para a PIS-IMAC previamente determinado igual a 0,47 cm’/mg). A quantidade de proteina
adsorvida por grama de adsorvente seco {(Q) foi calculada usando a equagio 2.5 do item 2.5
da “Revisio Bibliografica”.

O modelo de Langmuir foi ajustado aos valores calculados de Q e aos valores
experimentais obtidos para C., através da equagdio 2.4 do item 2.5 da “Revisdo
Bibliografica”, com a finalidade de determinar a quantidade maxima de proteina adsorvida

(Qu) e a constante de dissociacio do complexo PIS-IDA-Ni*™ (Ky).

3.2.8. Cinética de adsorcio de PIS em membranas PEVA-IDA-Ni**

O experimento para a determinacio da cinética de adsorgio de PIS em membranas
PEVA-IDA-Ni* foi realizado em tanques agitados, utilizando tubos Eppendorf contendo
100 mg de massa imida de membranas finamente cortadas (correspondente & 19,4 mg de
membrana seca), previamente equilibradas com tampdo Tris-HCI 30 mM pH 7.5, como
ilustrado na Figura 3.7. Para estes experimentos foram preparadas amostras de PIS-IMAC
no tampio Trs-HCI 30 mM pH 7.5 contendo 0,5 M de NaCl e 7,5 M de uréia (tampdo de
adsorcio), nas concentragSes de 1,0, 5,0 e 9,0 mg/mlL. Para cada concentraciio de proteina
foi adicionado 1,0 mL de solugfo aos tubos contendo 0 adsorvente e, em seguida, estes

foram colocados sob agitagiio. Decorrido os tempos de contato adsorvente-solugdo PIS-
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IMAC de 1, 2.5, 5, 8, 10, 20, 30, 60, 120 ¢ 180 min, o sobrenadante de cada tubo ema
removido e a concentragio de PIS-IMAC nio adsorvida pelo suporte foi determinada
atavés da analise do sobrenadante recolhido a 280 nm em espectrofotémetro DU 650
(Beckman, EUA). Foi determinado previamente um coeficiente de extingdo a 280 nm para
a PIS-IMAC equivalente a 0,47 cm™/mg.

A constante de adsorgfo para a formacgio do complexo PIS-metal foi determinada
através da solucfo analitica desenvolvida por Skidmore ef al. (1990) (equagdes 2.7 2 2.9 do
item 2.5 da “Revisdo Bibliografica™) para a expressdo da taxa de vanagio da concentragio
de proteina na fase liquida com o tempo, e a constante de dessor¢do foi calculada a partir da

equacio Kg = ka/k,, utilizando o valor de K4 determinado no item 3.2.7.

3.2.9. Experimentos de filtracio no médule PEVA-IDA-Ni**

3.2.9.1. Seleciio do modo operacional

O modulo contendo as fibras foi carregado com o ion niquel alimentando-o em
modo frontal, até a saturacdo, com uma solugdio de sulfato de niquel 50 mM. Em seguida
efetuou-se a lavagem com agua ultrapura em todos os modos de filtragdo, como
esquematizado na Figura 3.5, e lavagem “backflushing” com tamp@o acetato de sédio 25
mM pH 4,0 contendo 1 M de NaCl para a remoc¢io dos ions metalicos fracamente
adsorvidos.

Com a finalidade de selecionar as methores condigdes para a filtragdo de PIS no
médulo PEVA-IDA-Ni*, foram realizados os seguintes experimentos (a) filtracio em
modo frontal da solugio de alimentagfio até atingir a saturacdo; b) filtragdo em modo
tangencial da solucio de alimentacio até a saturagio sem recirculagdo do retentado e do
filtrado; ¢) filtragdo em modo tangencial com recirculagdo do retentado e do filtrado ao
reservatorio de alimentagio por um periodo de 1 h; d) filtragio em modo tangencial da
solugdo de alimentagdo com recirculagio do retentado até o volume de alimentacio atingir
10 ml. {para obter o tempo de recirculagéio de 2 h). Em todos os experimentos foi utilizado
volume inicial de alimentagio de 60 mL.

As fibras foram equilibradas em mode tangencial ou frontal (dependendo do
experimento) a uma vazio de 0,7 mL/min com tampio Trs-HCl 30 mM pH 7,5. Foi
preparada uma solugdo de PIS-C de 60 mL {na concentragio de 3,1 a 3,3 mg/mL) diluida
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1:1 em tampdo Tris HCI 30 mM pH 7.5 contende 7,5 M de uréia e 0,5 M de NaCl. Para as
filtragdes em modo tangencial a solugio protéica for alimentada a 0,7 mL/min, mantendo-se
constante a razfio vazio de filtrado por vazio de alimentacdo (Q¢Q;) igual a 0,7, através de
duas bombas peristalticas, como ilustrado na Figura 3.8a. Para a filtracio em modo frontal
esta solucio foi alimentada a 0,5 mL/min, como demonstrado na Figura 3.8b. Durante toda

a alimentag8o o filtrado foi monitorado a 280 nm, através do detector UV,

@ (b) (©)

Figura 3.8: Esquema da montagem do experimento de filtragdo (Serpa, 2002): (a) etapa de
alimentacdo em modo tangencial; (b) etapa de alimentagio em modo frontal e (c) etapa de
eluicio e regeneraciio. (1) reservatorio de solugdo; (2) bomba penstaltica; (3) médulo de
filtragio; {4) detector UV (medidor de absorbincia a 280 nm); (5) coletor de fracles ¢ {6)
registrador.

Uma vez fixada a vazio do filtrado, pode-se calcular o tempo de residéncia da
proteina dentro dos poros da membrana (no mddulo) através da seguinte equacio (Klein,
1991):

tr = Vi/Qf (3.3)

onde:
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tz = tempo de residéncia; _

V; = volume intersticial das membranas (corresponde a 70% do volume total da membrana
(0,157 cm’)= 0,118 em’ );

Q¢ = vazio do filtrado (0,5 ml/min ou 0,3 mL/min).

Apos a alimentacdo, as proteinas ndo adsorvidas foram removidas do mddulo
através da lavagem em todos os modos de filtragdo (Figura 3.5) com o tampfo Tris-HCI 30
mM pH 7,5 contendo 0,02 M de imidazol, e em modo “backflushing”, seqiiencialmente,
com os tampdes Tns-HCI 30 mM pH 7.5 e tampéo Tris-HCI 30 mM pH 7.5 contendo 6 M
de uréia. A seguir, todo o tamp#o contido no espago concha foi removido, para evitar que
durante a etapa de eluigio das proteinas adsorvidas, houvesse a diluigio das mesmas. A
etapa de eluigdo fo1 realizada em modo “backflushing”, como esquematizado na Figura
3.8¢c, a 0,5 mL/mm utilizando seqiiencialmente os tampdes Tris-HC! 30 mM pH 75
contendo 50 mM de NaCl, 6 M de uréia e 0,1 M de imidazol e Tris-HCI 30 mM pH 7.5
contendo 50 mM de Na(l, 6 M de uréia e 0,3 M de midazol. Fra¢es de todas as etapas de
filtragdo foram coletadas em volumes de 1,0 mL e o conteudo de proteina total e pro-
insulina sulfonada fo1 analisado pelos métodos de Bradford e por HPLC, respectivamente.
Por fim, o mddulo foi regenerado em modo “backflushing” com solugdo de EDTA 50 mM
pH 80.

3.2.9.1. Determinaciio das curvas de ruptura

A seguir, foram determinadas as curvas de ruptura e a capacidade dindmica das
membranas no médulo para adsor¢do de PIS a partir das solugdes PIS-IMAC, PIS-NC e
PIS-C. Foi preparada uma solugdo de PIS de 60 mL (PIS/IMAC na concentragio de 3,0 e
2,5 mg/ml, PIS-C na concentragiio de 3,3 mg/mL ou PIS-NC na concentra¢do de 3.5
mg/mL) diluida 1:1 em tampdo Tris HCI 30 mM pH 7,5 contendo 7,5 M de uréiae 0,5 M
de NaCl. A sclugdo de PIS fo1 alimentada a uma vazio de 0,7 mL/min, em modo tangencial
com recirculagdo do retentado até o volume de alimentagio atingir 10 mL {(mantendo-se
constante a razfo vazdo de filtrado por vazio de alimentagiio (Q¢#Q;) igual a 0,7). As curvas
de ruptura foram obtidas através das anilises quantitativas (pelo método de Bradford) e
qualitativas (por eletroforese SDS-PAGE) das fracdes do filtrado, coletadas em volumes de
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2.0 mL, durante a alimentag¢io da solugio protéica. Apoés a alimentagio, com o ntutto de
determinar a capacidade dindmica do mddulo, as proteinas ndo adsorvidas e adsorvidas nas
membranas foram removidas, respectivamente, nas etapas de lavagem e eluig8o, segundo o
procedimento descrito para os experimentos de filtragio. As fragdes de todas as etapas de
filtragio foram coletadas em volumes de 1,0 mL e analisadas pelo método de Bradford,
eletroforese SDS-PAGE e por HPL.C. As fragdes de eluigio foram concentradas em filtros
para centrifuga do tipo Centricon, de tamanho nominal de corte de 10.000 e 3.000 Daltons
(Millipore, EUA), para serem quantificados seus conteiidos de pro-insulina sulfonada por
HPLC.

Para avaliar o efeito do tempo de residéncia no desempenho do médule foram
realizados também experimentos de filtragio da soluco PIS-C {concentragio de 3,4 a 3,6
mg/mL), nas mesmas condigdes descritas acima, para os modos tangencial (mantendo-se a
razdo vazdo de filtrado por vazio de alimentacio (Q¢/Q;) igual a 0,7) e frontal empregando

vazdes de alimentacio de, respectivamente, 0,43 e 0,3 mL/min.

3.2.10. Determinacio de pré-insulina rcecombinante sulfenada (PIS) por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (modificado da BIOMM, Montes
Claros, MG)

As fragBes de lavagem e elui¢fio obtidas durante os experimentos cromatograficos
e de filtragdo foram analisadas, para quantificacio de PIS, em um sistema HPLC da Waters
(EUA), constituido de um sistema de bombas bindrio modelo 1525, detector de absorbéncia
modelo 2487 e um computador Compaq com software Breeze versio 3.20. Fori utilizada
uma coluna trocadora de 2nions {contendo como grupo trocador de 4nions o quaternario de
aménio) Mono-Q HR 5/5 {Amersham Biosciences, EUA), de volume de leito de 1,0 mL,
constituida de resina hidrofilica de poliéter com tamanho médio de particulas de 10 pm. As
analises foram realizadas a 29 °C, 4 uma vazio de 1,0 mL/min, com volume de injecio de
20 ul. As amostras foram previamente filtradas em filtros PVDF-Millex-HV (Millipore,
EUA) de didmetro de poro de 6,45 pm. A eluigiio das proteinas foi realizada em um
gradiente descontinuo utilizando como fase mével A, o tampio Tris-HC! 50 mM pH 8,0
contendo 6 M de uréia ¢ como fase movel B, o tampdo Tris-HCI 50 mM pH 8,0 contendo 6

M de uréia e 1 M de NaCl. O gradiente foi realizado empregando as seguintes proporgdes
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da fase movel B na fase mével A: 0-50% em 9 min, 50-80% em 3 min, 80% por 2 min, 80-
81% em 1 min, 81% por 1 min, 81-100% em 1 min e 100% por 2 min, reequilibrando a
coluna com 100 % da fase mével A por 10 min. Durante as andlises a proteina foi detectada

pelo equipamento no comprimento de onda de 280 nm.

3.2.11. Eletroforese SDS-PAGE

As proteinas adsorvidas e nfio adsorvidas durante os experimentos cromatograficos
e de filtragdo utilizando amostras clanficadas e nfio clanficadas foram analisadas por
eletroforese (SDS-PAGE) em gel de pohacrilamida, sob condigdes desnaturantes e
redutoras, na presenca de dodecilsulfato de s6dio e B-mercaptoetanol.

A eletroforese SDS-PAGE, realizada no equipamento Mini Protein 11 Eletrophoresis
Cell (Bio Rad, EUA), consistiu inicialmente na preparagiio de um gel de poliacrilamida
(30% de acrilamida ¢ 2,7% de bisacrilamida) na concentragio de 15%. As amostras
protéicas foram desnaturadas com solugdo de dodecilsulfato de sodio (SDS) a 10%, B-
mercaptoetanol a 1% e aquecimento a 100 °C por 8 min. A separaciio das proteinas no gel
foi obtida em cuba vertical com voltagem constante de 200 V. Ao término da eletroforese,
as proteinas foram visualizadas pela coloragio do gel com nitrato de prata (Morrissey,
1981), fixando-se, inictalmente, o gel em solugio aquosa contendo 40% de metanol e 10%
de 4cido acético, mantendo, sob agitacio, por um periodo de 30 mmn. Em seguida, o gel foi
colocado em uma soluciio aquosa com 5% de metanol e 7% de acido acético e mantido, sob
agitacdo, durante 30 min. Apés este tempo, o gel foi colocado em uma solugio aquosa com
10% de glutaraldeido, permanecendo em contato com esta solugdo por 30 min. O gel foi,
entio, lavado com agua destilada e adicionou-se uma solucio de ditiotreitol a uma
concentragdo de 5 mg/ml, mantendo-se, sob agitagio, durante 30 min. Em seguida,
adicionou-se uma solucio a 0,1% de nitrato de prata, a qual foi mantida em contato com o
gel por 30 min. O gel, apos este procedimento, foi lavado com agua destilada e duas vezes
com o revelador (50 ul de formaldeido a 37% em 100 mL de carbonato de sodio a 3%). Em
seguida, adicionou-se um volume de revelador suficiente para cobrir o gel e agitou-se até a
visualizacdo completa das bandas de proteinas no gel. A revelagio foi finalizada ao
adicionar uma solugdo de acido citrico 2,3 mol/l, a qual foi mantida, sob agitacio, por 10

min. Lavou-se o gel 3 vezes com 4gua destilada por 30 min. O gel foi estocade em 0,03%
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de carbonate de sédio e posteriormente guardado a seco em celofane. Para fins de
comparacio, algumas amostras foram analisadas por eletroforese SDS-PAGE no
equipamento Phast System (Pharmacia, EUA), sob condi¢Ses desnaturantes e redutoras,
utilizando gel de acrilamida homogéneo a 20%, o qual permite a visualizagdo de proteinas
de massa molecular entre 2 e 150 kDa. A coloragio do gel foi feita com nitrato de prata,
segundo procedimento descrito no manual do equipamento.

Em todas as eletroforeses realizadas foram utilizados os seguintes marcadores de
massa molecular (Amersham Biosciences, EUA): fosforilase b (97 kDa), albumina (65
kDa}, ovalbumina (45 kDa), anidrase carbénica (30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e
a-lactoalbumina {14,4 kDa).
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.1. Eletroforese SDS-PAGE das amostras de pré-insulina humana recombinante

Para o desenvolvimento deste trabatho de pesquisa, foram doadas pela BIOMM,
algumas amostras provenientes de diferentes etapas do processo de producio de pro-
insulina humana recombinante. Com a finalidade de avaliar qualitativamente estas amostras
foi realizada eletroforese SDS-PAGE empregando gel de poliacrilamida a 15%, para
identificar a presenga de pro-insulina e de outras proteinas nas amostras. O resultado desta
analise pode ser visualizado na Figura 4.1.

Foi verificado que todas as amostras contém a pro-insulina, cuja massa molecular,
segundo a literatura (Ashcroft e Ashcroft, 1992), ¢ de aproximadamente 9,5 kDa. Segundo
o fornecedor, a banda correspondente a pré-insulina € constituida de pré-insulna sulfonada
e nfio sulfonada. A amostra de PISR (Faixa 2), por ser constituida praticamente de pro-
insulina, foi utilizada nos experimentos de adsorcio em membranas-IDA-Me”” finamente
cortadas com a finalidade de avaliar o perfil de eluigio da proteina e selecionar o metal que
apresentasse a maior capacidade de adsor¢80. A amostra de PIS-IMAC (Faixa 3), também
por ser constituida quase que totalmente de pré-insulina e por estar disponivel em maior
quantidade, foi utihzada como proteina padrio nas anilises por HPLC e nos experimentos
para determinagdo da 1soterma de adsorcio e parimetros cinéticos. As amostras de PIS-NC
e PIS-C {Faixas 4 e 7, respectivamente} foram utilizadas como solu¢bes de alimentagioc,

por serem o objeto de purificacfo deste trabalho.
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Figura 4.1: Eletroforese SDS-PAGE em gel de poliacnlamida a 15%. Revelagdc com
nitrato de prata. Amostras nas condigbes desnaturantes e redutoras. Faixas 1, § e 6:
marcadores de massa molecular {Amersham Biosciences, EUA). Faixa 2: PISR_ Faixa 3:
PIS-IMAC. Faixa 4: PIS-NC. Faixa 7: PIS-C.

4.2. Membranas de PEVA finamente cortadas: Ativacio, imebilizacio de IDA e
determinacio da densidade de Jigantes

As membranas de PEVA sio constituidas de 70% de grupamentos hidrofilicos
{alcool vinilico} e 30% de grupamentos hidrofobicos (etileno) (Sakurada e af., 1987),
portanto, apresentam em sua estrutura grupamentos hidroxilas que permitem a ativago por
varios reagentes, dentre eles, aqueles que apresentamn grupamentos epoxido, como a
epicloridrina, resultando em uma ligagdo éter com a matriz. A introdugio de grupos epoxi
na membrana permite a imobilizagdo de ligantes, como o agente quelante IDA através da
ligagio covalente entre o grupamento epdxido e o grupamento amina deste ligante. A
ativagio das membranas de PEVA foi realizada de acordo com Serpa (2002), entretanto,
este método esta sujeto a ocorréncia de reagbes paralelas, tais como hidrélise dos grupos
epdxi ou reagdes entre os grupos hidroxilas remanescentes provocando cross-linking, as

quais tém sido previstas por Scoble e Scopes (1996) durante a ativacgio de géis de agarose.
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A eficiéncia da mmobilizagio do agente quelante IDA na membrana de PEVA foi
medida airavés da determinagio da densidade de metal quelatado. A densidade dos metais
cobre e niquel imobilizados nas membranas derivatizadas foi medida através de
espectrofotometria UV-VIS ¢ espectrometria de emissdo otica por plasma com acoplamento
induzido (ICP), como descrito no item 3.2.3.1 de “Mateniais e Métodos”. Os valores

obtidos para cada metal, bem como alguns valores de densidades de ligantes obtidos na

literatura, utilizando géis de agarose, estio dispostos na Tabela 4.1.

Tabela 4.1: Valores de densidade de ligantes utilizando membranas de PEVA e géis de

agarose com IDA imobilizado.

Densidade de ligantes Método de
Tipo de Matriz (nmol/g suporte seco)”’  quantificagio do Referéncia
Cu”’ Ni** metal
Membranas PEVA 40 29 cspectrometria de Este trabalho
emissao otica
Espectrofotometria
Membranas PEVA 40 37 UV-VIS Este trabatho
Chelating Superose 45 i espectrometria de Belew e Porath
1) absorcio atbmica (1990)
Chelating Superose 90 ) 'espectrometria de Belew e Porath
(1) absorciio atbmica (1990
Chelating Superose 126 ) espectrometnia de Belew ¢ Porath
(ii1) absorgdo atdnuica (1990)
Chelating Sepharose 93 N Espectrofotometria B . 19
Fast Flow UV-VIS clew et al. (1987)
Agarose 60 - Nio consta Porath et al. {1975)
especirometria de :
Sepharose 6B 49 47 absorgio atbmica Smith er al (1988)
Sepharose 6B - 35@ Nio consta Porath e Olin (1983)

O Utilizando a correlag@io: 3 mL de agarose = 1 g de gel seco e | ml. de membrana = 0,25 g de membrana
seca.

@ Valores dados em pmol de Ni**/g umido de gel. (i), (if) e (iii) indicam diferentes géis de Chelating
Superose.

Comparando-se os valores obtidos neste trabalho com os encontrados na literatura,
observou-se que os valores de densidade de metal imobilizados nas membranas de PEVA,
em relagio a massa seca, sd30 proximos a alguns valores encontrados para os géis de
agarose, tradicionalmente utilizados em IMAC, com excec¢do da densidade obtida no gel
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Chelating Superose por Belew e Porath {1990) (126 umol/g de suporte seco). Tal
observagio, comprovou a eficiéncia dos métodos de ativagdo e imobihizagio de IDA
(desenvolvidos para a modificaciio de géis de agarose) para a preparagio de adsorventes
IMAC baseados em membranas poliméricas como suporte.

A variagio encontrada nos valores de densidade de ligantes, mesmo entre os da
literatura, ocorre possivelmente devido a dois fatores: 1) método utilizado na quantificagio
do metal (espectrofotometnia UV-VIS ou especirometna de absorgdo atdmica), e 2) tipo de
matriz empregada, que embora sejam basicamente constituidas de agarose, apresentam
diferengas na sua estrutura fisica e quimica, ocasionando diferencas na capacidade de
imobilizagio do metal. As caracteristicas de cada suporte tais como tamanho dos poros e
material de fabricagio e os metodos empregados para a ativacio e imobilizacio do agente
quelante, também influenciam na densidade de ligantes imobilizados, o que torna pouco
recomendavel a comparacio entre técnicas e matrizes diferentes. Denire os métodos
utilizados para a quantificacio de ions metilicos 1mobilizados observou-se que a

espectrometria de absorgdo atémica tem sido a técnica mais freqientemente utilizada.

4.3. Adsorcio de PISR em membranas PEVA-IDA-Me®

Com a finalidade de determinar o perfil de eluiciio da pré-insulina sulfonada e a
capacidade de adsor¢do em fungio do ion metalico presente na matriz (Cuzi Ni*', Zn* ou
Co®"), foram realizados experimentos cromatograficos com as membranas PEVA-IDA-
Me?" finamente cortadas, utilizando a proteina parcialmente purificada (PISR).

Nos cromatogramas tipicos das Figuras 4.2 a 4.5 estio representados 0s picos
obtidos nas etapas de lavagem e eluigdo das cromatografias em membranas PEVA-IDA
contendo, respectivamente, os ions Cu®’, Ni¥', Zn? ou Co®" imobilizados. As quantidades
de proteina adsorvida e nfo adsorvida pelos suportes, respectivamente, nas fragdes das
etapas de lavagem e elnigio, foram determinadas através de analise a 280 nm. As fragBes
da etapa de regeneragdo foram analisadas pelo métode de Bradford. As quantidades de

PISR obtidas nas etapas cromatograficas estdo apresentadas na Tabela 4.2.
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Figura 4.2: Cromatografia para adsorgio de PISR em membranas PEVA-IDA-Cu™' (em
leito de particulas). Alimentagao de 3,0 mL de solugdo a 6,0 mg/mL. Tampbes de lavagem:
{A) Trs-HCl 36 mM pH 7,5 (Tampic A) contendo 0,02 M de inmidazol; (B) Tampiic A e
(C) Tampido A contendo 6 M de uréia. Tamplio de eluigio (D) Tampdo A contendo 6 M de
uréia e 0,1 M de imidazol Volume das fragbes: 2,0 mL. Vazdo: 0,5 mL/min. Linha preta:

concentragdo de imidazo! ~ Linhas coloridas: picos obtidos durante a cromatografia,
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Figura 4.3: Cromatografia para adsorciio de PISR em membranas PEVA-IDA-Ni* (em
leito de particuias). Alimentagioc de 2,8 mL de solugio a 5.5 mg/mL. Tampdes de lavagem:
(A) Tris-HCI 30 mM pH 7.5 (Tamplo A) contendo 0,02 de imidazol; (B} Tampio A e (C)
Tampio A contendo & M de uréia. Tampiio de eluigio (D) Tampie A contendo 6 M de
uréia & 0,1 M de imidazol. Volume das fragdes: 2,0 mL. Vazio: 0.5 ml/min Linha preta:
concentraglio de imidazol — Linhas coloridas: picos obtidos durante a cromatografia.
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Figura 4.4: Cromatografia para adsorgio de PISR em membranas PEVA-IDA-Zn®" (em
leito de particulas) Alimentacgio de 2,5 mL de solugdo a 6,0 mg/mL. Tampdes de lavagem:
(A) Tris-HCI 30 mM pH 7.5 {Tampio A) contendo 0,02 M de imidazol; {B) Tampioc A e
{C) Tampio A contendo 6 M de uréia. Tampio de eluicio (D) Tampdo A contendo 6 M de
uréia ¢ 0,1 M de imidazol Volume das fragfes: 2,0 mL. Vazio: 0,5 mL/min. Linha preta:

concentragio de imidazol — Linhas coloridas: picos obtidos durante a cromatografia.
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Figura 4.5: Cromatografia para adsor¢io de PISR em membranas PEVA-IDA-Co® {em
leito de particulas). Alimentaciio de 3,0 mL de solugio 2 5,5 mg/ml.. Tampdes de lavagem:
(A} Tris-HC1 30 mM pH 7,5 (Tampfio A} contendo 0,02 M de imidazol; (B) Tampio A e
(C) Tampio A contendo 6 M de uréia. Tampio de eluiglo (D) Tampio A contendo 6 M de
uréia e 0,1 M de imidazol. Volume das fragBes: 2,0 mL. Vazio: 0.5 mi/min. Linha preta:

concentracio de imudazol — Linhas colondas: picos obtides durante a cromatografia.
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Tabela 4.2: Quantidade de PISR obtida nas etapas de lavagem, elui¢io e regeneragiio
durante as cromatografias em membranas PEVA-IDA-Me” utilizando PISR.

. . - . % de proteina
*
Suporte Alimentacdo | Lavagem Elicdo Regeneracio adsorvida
(mg) (mg} (mg) (mg)
PEVA-IDA-Cu” 18,00 0,60 17.23 0,18 97
PEVA-IDA-Ni* 15,40 0,53 13,65 031 90
PEVA-IDA-Zn™" 15,00 390 7,15 0,15+ 49
PEVA-IDA-Co™ 16,60 16,00 3,14 0,07 19

* As fractes de PISR obtidas na etapa de regeneragiio foram analisadas pelo método de Bradford.
*# Ag fracBes de PISR obtidas na regeneragiic em membranas IDA-Zn'™ foram analisadas a 280 nm.

Nas condigBes tamponantes empregadas, as membranas PEVA-IDA-Cu”™ e PEVA-
IDA-Ni*", apresentaram capacidades de adsorgio de PISR cormespondendo,
respectivamente, a 97 e 90% do total de proteina alimentada. Nos suportes PEVA-IDA-
Zn* e PEVA-IDA-Co”™ foi adsorvida uma quantidade de PISR equivalente,
respectivamente, a 49 ¢ 19% do total de proteina alimentada Diante destes resultados
verificou-se que as membranas PEVA-IDA-Cu” e PEVA-IDA-Ni** apresentaram
praticamente a mesma capacidade para adsorgdo de PISR, sendo maior do que as obtidas
com as membranas PEVA-IDA-Zn"" e PEVA-IDA-Co™".

As fragbes cromatograficas de adsorgio de pré-insuiina em PEVA-IDA-Me®',
foram analisadas por espectrofotometria para os ions cobre, niquel e cobalto,
respectivamente, nos comprimentos de onda 730, 384 e 511 nm. Foi demonstrado que as
condigbes tamponantes empregadas e afinidade da proteina (PIS) pelo ion metilico ndo
provocaram o desprendimento de metal durante os processos cromatograficos.

Tendo as membranas PEVA-IDA-Cu® e PEVA-IDA-Ni*" apresentado melhor
eficiéncia para adsorgdo de PISR (nas condigdes tamponantes propostas), estas foram
selecionadas para a realizacfio dos experimentos de purificagiio de pré-insulina sulfonada a

partir das solugdes clarificada e nfo clarificada.
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4.4. Adsorgdio de PIS a partir das solucdes clarificada e niio clarificada em membranas
PEVA-IDA-Ni** ¢ PEVA-IDA-Cu®*

Os expenmentos de adsorcio de PIS em membranas finamente cortadas de PEVA-
IDA-Cu*" e PEVA-IDA-Ni*" foram realizados com o intuito de verificar o potencial destes
adsorventes para a purificacdo desta proteina a partir de solugdes clarificada (PIS-C) e ndo
clarificada (PIS-NC). As proteinas adsorvidas e ndo adsorvidas pelos suportes foram
quantificadas pelo método de Bradford {em termos de proteina total) e por HPLC (em
termos de pro-insulina sulfonada). A seletividade dos suportes para purificagio de pro-

insulina foi avaliada qualitativamente através da anilise das fragGes cromatograficas por
eletroforese SDS-PAGE.

4.4.1. Adsorgio de PIS a partir de solucio clarificada

Nestes experimentos, a solugo clarificada diluida na proporgio 1:1 no tampio Tris-
HC1 30 mM contendo 0,5 M de NaCl e 7,5 M de uréia (aproximadamente 70 mg de
proteina total), foi alimentada na coluna de leito fixo contendo as membranas PEVA-IDA
finamente cortadas com os ions Cu”" ou Ni*" imobilizados e os cromatogramas obtidos
estio apresentados na Figura 4.6. As proteinas adsorvidas e nfo adsorvidas pelos suportes
foram analisadas por eletroforese SDS-PAGE em gel de acrilamida a 15%, como
apresentado na Figura 4.6 c.

Segundo a eletroforese (Figura 4.6 (¢)), verificou-se que ambos suportes
adsorveram uma quantidade significativa de pré-insulina (sulfonada e nio sulfonada), como
apresentado nas faixas 4 e 6. Entretanto, as membranas PEVA-IDA-Cyv* adsorveram, além
da PIS, uma maior quantidade de impurezas (Faixa 6) do que as cbtidas em membranas
PEVA-IDA-Ni*" (Faixa 4). Como a presenca de um énico residuo de histidina disponivel
na superficie é suficiente para a adsorgio de proteinas em ions cobre, é justificavel que este
metal tenha adsorvido uma maior quantidade de proteinas contaminantes do que o ion
niquel, o qual necessita de pelo menos dois residuos de histidina disponiveis na superficie

das proteinas para que ocorra a adsor¢iio (Sulkowski, 1989).
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Figura 4.6: Cromatografia para adsorgfio de PIS a partir de solugfio clarificada em membranas de
{a) PEVA-IDA-Cu™ e (b) PEVA-IDA-Ni*" Alimentagio: 20 mL de solugio a 3,5 mg/mL.
Tampdes de lavagem: (A) Tampio Tris-HC1 30 mM pH 7,5 (Tampiio A) contendo 0,02 M de
imidazol, (B) Tampio A; (C) Tampdo A contendo 6 M de uréia. Tampdes de eluicio: (D)
Tampio A contendo 6 M de uréia, 50 mM NaCl e 0,1 M de imidazol; (E) Tampio A contendo 6
M de uréia, 50 mM NaCl e 0,3 M de imudazol. (F) EDTA 50 mM pH 8,0. Vazio: 0,5 mL/min. {¢}
Fletroforese SDS-PAGE em gel de acrilamida 15%. Revelaciio com nitrato de prata. Amostras
nas condigbes desnaturantes e redutoras. Faixa 1: marcadores de massa molecular (Amersham
Biosciences, EUA). Faixa 2: PIS-C. Faixa 3: Fraglio de lavagem da cromatografia em PEVA-
IDA-Ni*' . Faixa 4: Fragiio de eluigio da cromatografia em PEVA-IDA-Ni*' . Faixa 5: Fragio de
lavagem da cromatografia em PEVA-IDA-Cu®’, Faixa 6: Fragio de elnigio da cromatografia em
PEVA-IDA-Cu”’. Faixa 7: PISR .
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As quantidades de proteina total e de PIS obtidas nas etapas cromatograficas, para
ambos suportes, foram determinadas, respectivamente, pelo método de Bradford e por

HPLC e estdo apresentadas na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 Quantidades de proteina total e de PIS obtidas nas etapas de lavagem, eluigio e
regeneragiio durante as cromatografias em membranas PEVA-IDA-Ni*'e PEVA-IDA-Cu®,
analisadas, respectivamente, pelo método de Bradford e por HPL.C.

Analito Suporte Alimentagio | Lavagem | Eluicio | Regeneragdo | Recuperagio
_ PEVA-IDA-
g N 68,00 61,00 5,20 0,22 66,42
s =
ﬁ E | PEVA-IDA-
S o 70,00 53,36 2,53 0,13 56,00
£ Cu
Analito Suporte | Alimentagio | Lavagem | Eluicdo | Recuperagio | PIS adsorvida
(%)
PEVA-IDA- ‘
. o 16,00 820 4,60 13.00 29
%1) Ni .
g PEVA-IDA-
= Cu* 16,00 13,61 1,13 14,74 7

As membranas PEVA-IDA-Ni** demonstraram maior adsorcdo de pro-insulina, 8%
em termos de proteina total (5,42 mg em relagio a 68,00 mg de alimentacdo) e 29% em
termos de PIS (4,60 mg em relacio a 16,00 mg de alimentagio), do que as membranas
PEVA-IDA-Cu”, onde a porcentagem de adsorgio foi de 4% em termos de proteina total
(2,66 mg em relagdo a 70,00 mg de alimentagdo) e 7% em termos de PIS (1,13 mg em
relagio a 16,00 mg de alimentagdo). Visto que 97% de pro-insulina (PISR) foi adsorvida
em membranas PEVA-IDA-Cu”" (itern 4.3) e tendo a PIS, uma cauda com seis histidinas,
esperava-se que este suporte apresentasse maior capacidade para adsorgiio da proteina a
partir da solugdo clartficada do que as membranas PEVA-IDA-Ni*, o que nio ocorren. O
comportamento dos adsorventes fo1 avaliado para adsorcdo de PIS a partir de solugio nio

clarificada e os resultados foram comparados com os atuais obtidos com a solugfo
clarficada.
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4.4.2. Adsorcio de PIS a partir de solugiio nie clarificada

Nestes experimentos, as membranas PEVA-IDA finamente cortadas, contendo o0s
jons Cu®” ou Ni*" imobilizados, foram alimentadas com soluciio ndo clarificada diluida 1:1
no tampio de adsorgio (aproximadamente 100 mg de proteina total). As etapas
cromatograficas obtidas durante a adsorgio de PIS nas membranas PEVA-IDA-Cu” e
PEVA-IDA-Ni> estio representadas nos graficos da Figura 4.7 (a) e (b). As proteinas
adsorvidas e ndo adsorvidas pelos suportes foram analisadas por eletroforese SDS-PAGE
em gel de acrilamida a 15% (Figura 4.7 ¢).

As quantidades de proteina total e de PIS obtidas nas etapas cromatograficas, para
ambos suportes, foram determinadas, respectivamente, pelo método de Bradford e por

HPLC e estio apresentadas na Tabela 4.4

Tabela 4.4: Quantidades de proteina total e de PIS obtidas nas etapas de lavagem, eluicio e
regeneragio durante as cromatografias em membranas PEVA-IDA-Ni**e PEVA-IDA-Cu™,
analisadas, respectivamente, pelo método de Bradford e por HPLC.

Analito Suporte | Alimentagio | Lavagem | Eluicdo | Regeneracdo | Recuperagio
_ PEVA-

g _ IDANZ 98.80 87,61 6,18 0,11 94,00

o =4]

}% g PEVA-

g IDA-Ci 92,00 78,85 2,34 0,08 81,30

Analito Suporte | Alimentacio | Lavagem Elnigdo | Recuperacdo | PIS adsorvida
(%)
PEVA-
~ IDANP 24,00 1244 6,11 18,55 26
i’ PEVA-
~ DA -Cu* 2420 2197 nd 2197 0

nd = abaixo do limite detectivel em HPLC.
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Figura 4.7; Cromatografia para adsorgio de PIS a partir de soluglo ndo clarificada em membranas de
{a) PEVA-IDA-Cu” e (b) PEVA-IDA-Ni*". Alimentagio: 20 mL de solugio a 4,6 mg/mL. Tampdes de
lavagem: (A) Tampéo Tris-HCI 30 mM pH 7,5 (Tamp8o A) contendo 0,02 M de imidazol; (B) Tampio
A; (C) Tamp3o A contendo 6 M de uréia. Tampdes de eluigio: (D) Tampio A contendo 6 M de uréia,
50 mM NaCl e 0,1 M de imidazol; (E) Tampdo A contendo 6 M de uréia, 56 mM NaCl e 0,3 M de
imidazel (F} EDTA 50 mM pH B8,0. Vazio: 0,5 mL/min. (¢) Eletroforese SDS-PAGE em gel de
acrilamida 15%. Revelacio com niirato de prata. Amostras nas condicBes desnaturantes e redutoras.
Faixa 1: marcadores de massa molecular (Amersham Biosciences, EUA). Faixa 2: PIS-NC. Faixa 3:
Fragio de lavagem da cromatografia em PEVA-IDA-Cu’'. Faixa 4: Fracdo de eluigio da
cromatografia em PEVA-IDA-Cu”™. Faixa 5: Fragio de lavagem da cromatografia em PEVA-IDA-
Ni?*. Faixa 61 Fracio de eluigio da cromatografia em PEVA-IDA-N®
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Em acordo aos resultados obtidos com solugio clarificada, as membranas PEVA-
IDA-Ni*" também demonstraram uma maior seletividade para a purificagio de PIS, quando
empregada solugio ndo clarificada, do que as membranas PEVA-IDA-Cu” (Faixas 4 ¢ 6 da
eletroforese SDS-PAGE, Figura 4.7 ¢).

Nas condigdes tamponantes propostas, obteve-se uma maior adsorgiio de proteina
total ¢ PIS em membranas PEVA-IDA-Ni**, sendo respectivamente, 6,4 (6,29 mg para
98,830 mg de alimentaciio) e 26% (6,11 mg para 24,00 mg de alimentacio) do total de
proteina alimentada, do que em membranas PEVA-IDA-Cu™, as quais demonstraram uma
porcentagem de, respectivamente, 2,6 (2,42 mg para 92,00 mg de alimentagio) e 0% do
total de proteina alimentada. Como a quantidade de PIS adsorvida nas membranas PEVA-
IDA-Cu”" ndo foi detectavel por HPLC, considerou-se inicialmente, que a proteina talvez
estivesse muito diluida nas amostras. Foi realizada, entfio, uma outra cromatografia em
membranas PEVA-IDA-Cu”" (nas mesmas condigbes tamponantes e injetando a mesma
quantidade de proteina)}, com a finalidade de coletar volumes menores (de 0,5 mL) das
fracdes da etapa de eluigio, possivelmente contendo quantidades mais concentradas de PIS
detectaveis por HPLC. As fragBes foram analisadas, sem prévio congelamentio, e
novamente nio foi possivel quantificar a PIS presente nas amostras. Devido a baixa
quantidade de proteina total obtida nas fragBes de regenerago, estas nio foram analisadas
por HPLC (onde a PIS estaria abaixo do limite de detecgiio do equipamento). Apesar de ter
sido constatada, através da eletroforese SDS-PAGE (Faixa 4, Figura 4.7¢), a presenca de
pro-insulina nas fracdes adsorvidas em PEVA-IDA-Cu”’, as analises quantitativas
demonstraram que ndo houve adsorcio da proteina de interesse (pro-insulina sulfonada)
neste suporte, sugerindo que possivelmente a banda correspondente é constituida
basicamente de pro-insulina ndo sulfonada.

Para discutir melhor estes resultados foi realizada uma analise comparativa da
adsorcio de PIS em PEVA-IDA-Ni*" ¢ PEVA-IDA-Cu®* quando empregadas as solugBes

parcialmente purificada, clarificada e ndo clarificada.

4.4.3. Anilise comparativa da adsorcio de PIS em PEVA-IDA-Cu’* ¢ PEVA-IDA-Ni**

As quantidade de proteinas adsorvidas e nfio adsorvidas em membranas PEVA-

IDA-Cu2+ e PEVA-IDA-Ni* obtidas durante os experimentos cromatograficos para a
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adsorcio de PIS a partir das solugBes PISR, clarificada e nfo clarificada s3o apresentados

novamente na Tabela 4.5,

Tabela 4.5: Quantidades de proteina total e PIS obtidas nas etapas de lavagem e eluigdo
referentes as cromatografias em membranas PEVA-IDA-Ni** ¢ PEVA-IDA-Cu™ com
diferentes solugdes de alimentacio.

Solugdes Alhmentagéo Lavagem Fluigdo Recuperagdo | PIS adsorvida
Alimentadas na (mg) (mg) (me) (mg) )
colima 2+

Cu NI | Co® | NE L QT N | CuT | NPT G NP

PISR * 1800 11540 060 | 053 | 1723 113,65 1801 1450 97 90

PIS-C ** 1600 | 16,00 | 1361 | 820 | 1,13 | 460 1474 | 1300 | 7,0 29

b

PIS-NC ** 242012400 12197 | 1244 | nd | 611 [ 2197 | 1855 | 00 26

nd== abaixo do limite de detecgfio do HPLC; * As fragBes cromatograficas foram analisadas a 280 nm por
espectrofotometria; ** As fragbes cromatograficas foram analisadas por HPLC.

A solugio PISR (pureza 76%), a qual encontra-se totalmente ou parcialmente
desnaturada pelo tampfo de adsorgiio, foi eficientemente adsorvida pelas membranas
PEVA-IDA-Cu* e PEVA-IDANi"", cujas porcentagens de adsorcio foram,
respectivamente, 97 e 90% do total de proteina alimentada. Entretanto, quando as solucdes
PIS-b e PIS-NC (ambas com pureza de apenas 35%) foram alimentadas em ambos suportes,
obteve-se uma diminui¢io sigmficativa na adsorcdo de PIS (em relagio aos resultados
obtidos com PISR), com porcentagens de adsor¢io de, respectivamente, 7 e 0% {em PEVA-
IDA-Cu** ) e 29 e 26 % (em PEVA-IDA-Ni*") do total de proteina alimentada. Tais
observagdes indicaram, que a presenga de impurezas influenciaram significativamente o
desempenho dos adsorventes. Os experimentos de purificacio de PIS em membranas
PEVA-IDA-Cu”" demonstraram uma adsorgio de 7% de pré-insulina sulfonada (em
relagio ao total de proteina alimentada) quando utilizada solugo clarificada e indicaram
auséncia de PIS nas fragdes de eluigio, quando solugbes ndo clarificadas foram utilizadas
como alimentagio. Por esta proteina conter uma cauda com seis histidinas, esperava-se uma

forte adsor¢do em Suportes-}DA-Cu% . © que nfo ocorreu. O fato da PIS ndo ter sido
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adsorvida, em quantidades significativas, em membranas PEVA-IDA-Cu”, pode ser
explicado através de duas hipéteses. Uma seria a ocorréncia de adsorgio competitiva entre
a PIS e proteinas contaminantes contendo também residuos de histidinas, visto que a
presenca de um unico residuo de histidina disponivel na superficie € suficiente para a
adsorcio em ions cobre. Como as solugbes clarificada e nio clarificada podem conter, além
da PIS, agentes redutoras e peroxidos provenientes da solubilizagfo de corpos de inclusdo e
da sulfitdlise, uma outra hipétese sera que estes constituintes possam ter ocasionado
reacBes oxidativas na presenca do ion cobre durante o processo cromatografico, as quais
provocaram a perda parcial dos residuos de histidina disponiveis na superficie da proteina
(inclusive na cauda de poli(histidina}), impedindo a interagdo entre a proteina e o ligante.

Pesquisadores como Krishnamurthy ef al. (1995) e Bush e Lumpkin (1998) tém
demonstrado perda na atividade da enzima lactato desidrogenase, de 30 a 38%, devido a
ocorréncia de reagdes oxidativas, denominadas reacbes de Fenton, entre metais de
transi¢cio, em particular ferro e cobre, e compostos como perdxidos, agentes redutores e
f16is, tais como: ascorbato, cisteinas e B-mercaptoetanol. Estes compostos tendem a reagir
com o cobre imobilizado, gerando produtos oxidativos que atacam os residuos de
aminoacidos localizados nos sitios de adsorgdo das proteinas, sendo mais suscetivels os
residuos de histidinas, lisinas, cisteinas, prolinas, argininas e metioninas. Estas reacSes
podem ocorrer em adsorventes IMAC que empregam amostras impuras resultantes da
solubilizagio de corpos de inclusdo por agentes redutores. Os danos provocados as
proteinas incluem perdas de atividade, fragmentagdo, reticulagiio (“crosslinkmg”),
agregacio ou suscetibilidade & protedlise. Além disso, a presenga de agentes redutores nas
amostras pode ocasionar desprendimento do ion metalico devido a redugfio para Cu’.

Tendo a membrana PEVA-IDA-Ni** apresentado, nas condigdes tamponantes
propostas, uma maior seletividade e capacidade para adsor¢io de PIS, esta foi selecionada
para avaliar o comportamento de adsor¢do da proteina através da determinagio de isoterma
de adsor¢io e das constantes cinéticas de adsor¢io e dessorgio, pardmetros estes
importantes para a modelagem, simulacio do processo de purificagio e ampliagdo de

escala.
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4.5, Determinacio da capacidade maxima de adsorgie, da constante de dissociagdo ¢

dos parametros cinéticos da adsor¢io de PIS em membrana PEVA-IDA-N?*
4.,5,1. Analise de equilibrio de adsorcio em tanques agitades

A analise de equilibrio de adsorciio de PIS-IMAC em membranas PEVA-IDA-Ni*’,
foi realizada como descrito no item 3.2.7 de “Matenais e Métodos”. Inicialmente, o
adsorvente esteve em contato com a solugiio protéica na concentragio de 1,0 mg/mL, a 25
°C, por um periodo de 3 h e verificou-se que o equilibrio (onde nfio hi vanacio da
concentragdo do soluto no meio com o tempo) foi atingido em 60 min, conseqiientemente o
tempo total de 3 h fo1 suficiente para atingir o equilibric em todas as concentragtes de PIS-
IMAC utilizadas para a obtencio da isoterma de adsorgio.

A isoterma de adsorgio foi determinada utilizando as concentragSes iniciais da
solugdo PIS-IMAC varnando entre 0,45 e 10,0 mg/mL., as quais foram mantidas em contato
com o adsorvente por um periodo de 3 h. Os sobrenadantes obtidos foram analisados por
espectrofotometria para determinar as concentragdes de equilibrio (C). A quantidade de
PIS adsorvida pelo suporte (Q) foi calculada de acordo com a diferenca entre as
concentracdes inicias ¢ finais (Ce) dos sobrenadantes. Os valores calculados de Ceq € Q
estio apresentados na Tabela 1A do Apéndice A. A partir dos valores de Q e C, foi obtida
a isoterma de adsor¢do com o intuito de determinar a capacidade maxima de adsor¢io (Qg)
e a constante de dissociacio (Kq) do complexo IDA-Ni**-PIS.

Os pardmetros Q. e Kg foram ajustados aos dados experimentais, através de
regress3o ndo linear do modelo de Langmuir representado pela equagio 2.4 do item 2.5 da
“Revisdo Bibhografica”. A 1soterma de adsorgio e os parimetros obtidos estdo

apresentados, respectivamente, na Figura 4.8 e na Tabela 4.6.
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Figura 4.8: Isoterma de adsorgio de PIS em membranas PEVA-IDA-Ni°", obtida em
tanques agitados a temperatura de 25 °C. Ajuste dos pardmetros do modelo de Langmuir

aos dados experimentais. Tampio de adsor¢do: Tris-HC1 30 mM pH 7.5 com 0,5 M de
NaCl e 7,5 M de uréia.

Tabela 4.6 : Parimetros determinados para a adsorgiio de PIS em membranas PEVA-IDA-

Ni*".
Parametros do modelo de Langmuir Valores
Q. * erro padrdo (mg/g de membrana seca) 184,28 + 10,78
K4 + erro padrioc (M) (7.73+1.72)x 107
Coeficiente de correlagdo 0,99
Variducia 84,34
Desvio padriio 9,18

Vandncia = 2 (Qealenlado — Qexperimental) 2/ (N-1); Desvio padriio = (varifncia) vz
Erro padrdo = desvio padriio/(N)'” (gerado pela regressjo nio linear dos parimetros).

Neste trabatho, foi observado que a adsorgio de PIS em membranas PEVA-IDA-
Ni*~ foi bem representada pelo modelo de Langmuir, onde o coeficiente de correlagio
obtido foi de 0,99. O valor da capacidade maxima obtida (184,28 mg/g seca) estd em

acordo com © ponto experimental maximo obtido pela isoterma, e a constante de
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dissociaciio (Ka) da ordem de 10° M indicou uma afinidade média entre a proteina e o
ligante, caracteristica de ligantes pseudobioespecificos (Vijayalaskhmi, 1989).

No entanto, pesquisadores tais como Sharma e Agarwal (2001), Johnson e Amnold
(1995) e Jiang e Heamn (1996), ttm demonstrado que a adsor¢io de proteinas (lisozima,
ovalbumina, albumina do soro bovino, conalbumina e aglutinina} em sistemas IMAC, os
quais empregam géis de agarose como matriz suporte, ndo segue o modelo de Langmuir
devido a fatores como, ligagio da proteina em miltiplos sitios de adsor¢iio, natureza
heterogénea da superficie sélida e interacbes nio especificas do tipo proteina-proteina.
QOutros modelos tém sido testados (Temkin, Freundlich, Langmuir-Freundlich), dentre os
quais 0 modelo de Langmuir-Freundlich tem melhor representado o comportamento de
adsorcio dessas proteinas em sistemas IMAC.

Alguns pesquisadores (Todd e al., 1994) tém analisado o equilibrio de adsor¢io de
varios citocromos ¢ recombinantes {contendo diferentes quantidades de residuos de
histidina disponiveis na superficie) em gel-IDA-Cu®" contendo diferentes densidades de
ligantes imobilizados. Tendo em vista que a densidade e distribuigio de ligantes no suporte
influencia fortemente o tipo de interagio (especifica ou ndo especifica) entre a proteina e o
adsorvente, 0s pesquisadores observaram que a adsorgio da proteina (citocromo ¢) com
multiplos residuos de histidina apresentou comportamento langmuriano quando
empregados géis contendo de 6 a 12 pmol de Cu”/mL e comportamento no langmuriano
quando empregados géis contendo de 14 a 18 umol de Cu®/mlL. Baseado nestas
observacbes e tendo as membranas PEVA-IDA-Ni*" apresentado uma densidade de ions
niquel imobilizados em tomo de 10 pmol/mL (40 pumol/g membrana seca), foi sugenido que
o comportamento Langmuriano da adsorgiio de PIS, nas condighes propostas, tenha sido
influenciado pela presenca de ions metéalicos suficientemente espacgados e pela presenca de
uma cauda com seis histidinas, os quais contribuiram para a interagdo especifica entre a

proteina e o ligante, em detnmento de interagSes nio especificas que afetariam o equilibrio

da adsorcao.

4.5.2. Cinética de adsorciio de PIS em membranas PEVA-IDA-Ni**

Foram realizados experimentos cinéticos como descrito no item 3.2.8 de “Materiais

e Métodos™, para determinar o tempo de equilibric e as constantes cinéticas de adsorgdo e
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dessorcio de PIS em membranas PEVA-IDA-Ni*". As constantes cinéticas de adsorgiio,
para diferentes concentragdes de PIS, foram determinadas através da regressdo ndo linear
da expressdo da taxa de vaniagio da concentragio de proteina na fase liquida com o tempo
(equagdo 2.6). Neste modelo simplificado, proposto por Skidmore er al. (1990), ¢
considerado que a taxa de reagio na superficie é a etapa mais lenta do processo de
adsorgiio. Os dados experimentais e tedricos da concentragio de proteina na fase liquida
com o tempo para as diferentes concentragdes miciais de solugio protéica estio
apresentados nas Tabelas 2A a 4A do Apéndice A. As curvas cinéticas tedricas e
experimentais obtidas para as concentragdes iniciais 1,0, 50 e 9,0 mg/ml estio
representadas nas Figuras 492 411,

0 30 60 90 120 150 180
Tempo {min)

Figura 4.9: Cinética de adsorcio de PIS em membranas PEVA-IDA-Ni*" em tamp#o Tris-

HC130 mM pH 7.5 contendo 7,5 M de uréia e 0,5 M de NaCl. Concentragio inicial de PIS-
IMAC: 1,0 mg/mL. Temperatura de 25°C. Curvas experimental (M) e ajustada (--).
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Figura 4.10: Cinética de adsorgiio de PIS em membranas PEVA-IDA-Ni*" em tampdo
Tris-HC1 30 mM pH 7.5 contendo 7,5 M de uréia e 0,5 M de NaCl. Concentracdo inicial de
PIS-IMAC: 5,0 mg/mL. Temperatura de 25°C. Curvas experimental (M) e ajustada (--).
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Figura 4.11: Cinética de adsor¢io de PIS em membranas PEVA-IDA-Ni* em tampio
Tris-HC! 30 mM pH 7.5 contendo 7,5 M de uréia e 0,5 M de NaCl. Concentragfio inicial de
PIS-IMAC: 9,0 mg/mL. Temperatura de 25°C. Curvas experimental (Ml ) e ajustada (--).
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A cinética de adsorgio em PEVA-IDA-Ni*" demonstrou que o tempo de equilibrio
(onde nio ha variagio da concentragio do soluto no meio com o termpo) fot atingido em 60,
60 e 30 minutos, respectivamente, para as concentracdes de PIS de 1,0, 5,0 ¢ 9,0 mg/ml.,
indicando que nesta tltima, a PIS foi mais rapidamente adsorvida pelo suporte (Figuras 4.9
adlil).

As constantes cinéticas de adsorgdo (k,) determinadas pelo modelo e as constantes
de dessor¢io (kqg), para cada concentracfio de PIS, determinadas pela equacio Ky = ko/k,,
utilizando a constante de dissociagio (Kg equivalente a 7,73 x 10” M, obtida pelo modelo
de Langmuir no 1tem 4.5.1) estio apresentadas na Tabela 4.7.

O ajuste dos pardmetros do modelo aos dados experimentais nas concentracdes de
PIS de 1,0, 5,0 € 9,0 mg/ml., com os quais obteve-se coeficientes de correlagio entre 0,96 ¢
0,97, indicou que a adsorgio de PIS nas membranas foi governada pela taxa de reagio na

superficie.

Tabela 4.7: Constantes de adsor¢io (k,) e dessorgdo (k) de PIS em membranas PEVA-
IDA-Ni™"

Cy (mg/mL) 1.0 50 9.0
k. (mL.mg™.min) (162+03)x 107 (0,58 +0.08)x 107 40+1,0x10°
k4 (min™) 1,13 x 107 04x10° 28x 107
Coeficientf de 0.96 097 0.96
correlacao ,
Varidncia 0,0073 0,05 0,118
Desvio padrio 0,086 0223 0,343

Vaniancia = ¥, (Qcalculado — Qexperimentaly? / (N-1).
Desvio padrfio = (varidncia)”.
Erro padriio = desvio padrao/(N)"”.

Nas condigbes tamponantes propostas, a pro-insulina foi mais rapidamente
adsorvida pelo sistema PEVA-IDA-Ni"" quando empregada solugio inicial na concentragiio
de 9,0 mg/mL, cuja constante de adsorcdo foi de 4,0 x 10% mL.mg " .min”, do que nas
concentragdes de 1,0 e 5,0 mg/mL., para as quais as constantes de adsorgio foram de 1,62 x
107 mL.mg min” e 0,58 x 10° mL.mg” min™ , respectivamente. Para as concentragdes
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iniciais de 1,0 (k. de 1,62 x 107 mL.mg” min” e kade 1,13 x 107 min") e 5,0 mg/mL (ke
de 0,58 x 10 mL.mg” min™ e kg de 04 x 10° min™) nio houve diferenga significativa
entre os valores das taxas de adsor¢iio e dessor¢io. Por outro lado quando empregada
soluco inicial de 9,6 mg/mL (k. de 4,0 x 107 mL.mg” min” e k4 de 2,8 x 10° min™), 0
fato de ter sido obtida uma taxa de adsor¢do maior do que a taxa de dessorgdoSugere que
nesta concentragio houve uma maior afinidade entre a proteina ¢ o sistema PEVA-IDA-
Ni*".

Determinados os pardmetros capacidade maxima, constante de dissociagio e
constantes cinéticas de adsorcio de PIS em membrana PEVA-IDA-Ni*’, este adsorvente foi

avaliado em relacdo as suas caracteristicas de filtragfo através de experimentos em modulo

em escala laboratonial,

4.6. Experimentos de filtracio em médulo de membranas PEVA-IDA-Ni*

4.6.1. Determinaciio da densidade de ligantes das membranas de PEVA-IDA contidas

no modulo

As membranas de PEVA contidas no modulo de filtragio foram ativadas com
epicloridrina e IDA fo1 imobilizado como descrito no item 3.2.2.2 € 3.2.2.3 de “Materiais e
Meétodos”.

A eficiéncia da imobilizacio do agente quelante IDA na membrana de PEVA foi
medida através da determinagio da densidade de metal quelatado. O adsorvente
derivatizado foi saturado com uma solucdo de sulfato de cobre 50 mM e apds a remogio do
metal fracamente quelatade (lavagem do moédulo com igua ultrapura e tampio de pH 4,0),
o cobre adsorvido foi eluido com uma solugio de EDTA 50 mM e as fragGes obtidas foram
analisadas a 730 nm, utilizando uma curva de calibragio previamente construida. Como o
cobre se liga ao IDA na propor¢iio 1:1, a quantidade de cobre obtida nas fracdes de eluigio
corresponde a quantidade de IDA imobilizado nos suportes. Através desta analise obteve-se
uma densidade de Cu®* (IDA imobilizado) equivalente a 184 pmol de Cu®/g membrana
seca. Em comparagdo ao resultado obtido com as membranas PEVA-IDA finamente
cortadas (40 pmol de Cu®"/g de membrana seca), observou-se que, no médulo, a densidade

de ligantes imobilizados fo1 cerca de 5 vezes maior. Este resultado pode ser atribuido ao
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fato de que no modulo as solugdes de ativacdo e imobilizagiio de IDA passam por todos os
espacos da membrana através da filtragdo nos modos frontal, tangencial, espago interno e
espaco concha, permitindo, desta maneira, a introdugio de uma maior quantidade de grupos
epoxi e ligantes, do que quando empregadas as membranas finamente cortadas, onde o

transporte da solu¢do ¢ governado pela difusdo.

4.6.2. Seleciio do modo operacional para a filtracio de PIS no médulo PEVA-IDA-Ni**

Foram realizados expenimentos de filtracdo da solucio clarificada em modo frontal
e tangencial (como descrito no item 3.2.9 de “Mateniais ¢ Métodos™), com o objetivo de
selecionar as melhores condigdes para a adsorcdo de PIS. Com base na experiéncia
adquirida no nosso laboratério em trabalhos anteriores, para purificagio de imunoglobulina
G através de filtragio em membranas de afinidade de solugdes de soro humano ou
sobrenadante de cultura celular, neste trabatho foram propostas quatro estratégias de

opera¢io:

1) Filtraciio em modo frontal da solugdo de alimentagdo até atingir a saturaciio;

2) Filtragio em modo tangencial da solugiio de alimentaciio até a saturagiio sem
recirculagdo do retentado e filtrado;

3) Filtragdo em modo tangencial com recirculagio do retentado e do filtrado ao
reservatono de alimentagido por um periodo de uma hora;

4) Filtragio em modo tangencial com recirculacio do retentado até o volume de

alimentagio atingir 10 mL (para obter o tempo de recirculagio de 2Zh).

Nestes experimentos utilizou-se a razio vazio de filtrado por vazio de alimentacio
(Q#/Q:) igual a 0,7 {(experimentos preliminares demonstraram que valores de Q¢Q; maiores
que 0,7 provocam colmatagem no médulo de filtragdo (Serpa, 2002)), com vazio de
alimentagio de 0,7 mL/min, vazio de filtrado de 0,5 mL/min e tempo de residéncia de PIS
nas membranas de 14 s. Estas condi¢Oes foram escolhidas baseadc em outros trabalhos
desenvolvidos no nosso laboratério, onde o tempo de residéncia de 10 a 15 s foi o mais

adequado para a adsorgio de imunoglobulina G em modulo de fibras ocas de PEVA.
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Tempos de residéncia mencres que 10 s podem, dependendo da proteina a ser purificada,
contribuir para uma diminuigio da capacidade de adsorcio das membranas de afinidade.

As quantidades de proteina total e PIS determinadas, respectivamente, pelo método
de Bradford e por HPLC nas etapas de lavagem, elui¢io e regeneragio, bem como a
capacidade dindmica do modulo em miligrama de proteina por grama de membrana seca
para as diferentes filtragdes estdo apresentadas na Tabela 4.8.

A capacidade de adsorc@o em termos de proteina total foi similar (em tomo de 20
mg/e de membrana seca) para todos os modos de filtragio empregados, com excegdo da
filtragio tangencial sem recirculagio do retentado e filtrado, onde obteve-se uma
capacidade de adsorgio de 12,46 mg/g de membrana seca. Diante deste resultado, concluiu-
se que a recirculagio do retentado e filtrado ao reservatorio influenciou positivamente na
eficiéncia do modulo para a realizagio da filtragio tangencial.

No entanto, as capacidades de adsorcio de PIS (obtidas por HPLC) foram
equivalentes a 0,92, 0,05, 0,54 e 1,4 mg de PIS/g de membrana seca, respectivamente, para
as filtragbes em modo frontal (experimento 1), em modo tangencial sem recirculagio da
solugio (experimento 2), em modo tangencial com recirculagio do retentado e do filtrado
por um perfodo de uma hora (experimento 3) e em modo tangencial com recirculagio do
retentado (até o volume de alimentacio atingir 10 mlL) (experimento 4). Foi necessério a
recirculagio do retentado por um tempo superior a uma hora (como obtido pelo
experimento 4) para obter uma mator capacidade de adsorcio de PIS através de filtragio em
modo tangencial.

Em comparagio as membranas PEVA-IDA-Ni* finamente cortadas (onde a
capacidade de adsorgdo de PIS a partir de solugio clarificada foi aproximadamente 4,0
mg/g de membrana seca), a capacidade no modulo para adsorgio de PIS foi cerca de 3
vezes menor (1,4 mg/g de membrana seca). Uma hip6tese para este resultado seria que no
modulo, o acimulo de biomoléculas na superficie e no interior dos poros da membrana
pode ter reduzido a acessibilidade da PIS aos sitios de adsor¢o, resultando
conseqiientemente, na baixa capacidade de adsor¢io deste sistema em relagdo as
membranas finamente cortadas.

Durante os experimentos de filtragio, a vazio do filtrado foi monitorada e
constatou-se, no inicio do ensaio, a gueda da vazio em torno de 10%, sendo estabilizada

rapidamente neste valor sem ocasionar problemas de entupimento na membrana.
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Tendo sido obtida uma maior capacidade de adsor¢io de PIS através do
experimento de filtracdo tangencial com recirculagio do retentade até o volume de
alimentagio atingir 10 mL (1,40 mg de PIS/g¢ de membrana seca), esta condigfo
operacional foi entio selecionada para a obtengdo das curvas de ruptura de PIS e para a

determinacio da capacidade dindmica do moédulo empregando-se as solugbes PIS-IMAC,

clarificada e ndo clarificada.

75



Tabela 4.8: Adsorcio de PIS a partir de solugdo clarificada em diferentes condigdes operacionais.

Vazéio de . , . - « Capacidade de
Modo de , Razfo Método de Concentragfo Alimentagfo Eluicio Regeneragdo §
Amenagho | - gy | amalise (mg/mL) (mg) (mg) (mg) adsorgio (mg/g sece)
operacdo (L /smin) (Q/Q:
& 3,10 186,00 2,26 0,35 20,00
Frontal 0,5 - 3
m
W o
wd 0,93 58,60 0,12 - 0,92
TE
B
S 3,20 192,00 1,34 0,28 12,46
Tangencial* 0,7 0,7 E
a4
L~
- A 0,93 56,00 0,0062 - 0,05
Fa
B 3,10 186,00 2,60 0,32 22,50
Tangencial** 0,7 0,7 E
a4}
[P
o 1,00 60,00 0,07 . 0,54
fr &
o
5 3,30 198,00 2,10 0,60 20,77
Tangencial*** 0,7 0,7 %
/M
L) =~
% % 0,93 56,00 0,18 . 1,40

* Filtragho tangencial sem recirculago do retentado e filtrado. ** Filtragfo tangencial com recirculagfo do retentado e filtrado durante 1 hora, **** Filtracdo
tangencial com recirculagfo do retentado até o volume de alimentagfio atingir 10 mL. Volume inicial de alimentac¢o igual a 60 mb., Vazfo de filtrado de 0,5

mL/min,

~J
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4.6.3. Determinacio das curvas de ruptura de PIS a partir de solucdes PIS-IMAC,
clarificada (PIS-C) e néo clarificada (PIS-NC)

As curvas de ruptura (“breakthrough curves”) foram determinadas para descrever o
perfil da concentracio de PIS no efluente em fungfio da massa alimentada ou volume do
efluente. Em condic¢des ideais, o ponto de ruptura ocorreria somente apés a saturacio da
ligagdo proteina-ligante, onde a concentragio da proteina no efluente aumentaria
instantaneamente de zero para aquela da solugiio de alimentagdo. Nos processos industriais
de purificagio de proteinas ¢ desejavel minimizar a perda de produto na corrente do filtrado
durante a etapa de alimentagio. Conseqiientemente, a adsor¢io deve proceder até ocorrer o
“breakthrough” {ponto de ruptura), ponio no qual a proteina comega a ser detectada no
efluente, sendo necessano finalizar a etapa de alimentacio. Em contraste, nos processos
que envolvem tratamento extracorporeo cujo objetivo € a remogfio do agente patogénico do
plasma ou do sangue do paciente, ¢ desejavel que a adsorgio continue até atingir a
saturagio do adsorvente. Neste caso a alimentagio € finalizada quando a concentragiio de
proteina no efluente ¢ aproximadamente igual a concentragio de proteina na alimentacio
(Kochan et al., 1996, Charcosset ef al., 1995).

Os experimentos foram realizados através da filtragio tangencial e frontal da
solugdo PIS-IMAC e filtragio tangencial das solugBes clarificada e nfio clanficada. A
filtracio tangencial foi realizada com recirculagio do retentado (até o volume de
alimentacdo atingir 10 mL), utthizando a razdo vazio de filtrado por vazio de alimentacio
(QFQ:) igual a 0.7, vazio de alimentagio de 0,7 mL/min e vazio de filtrado 0,5 mL/min. O
ponto de ruptura fo1 determinado em termos de proteina total e PIS através das analises das
fragdes do filtrado, respectivamente, pelos métodos de Bradford e HPLC. Em termos
qualitativos, o ponto de ruptura foi visualizado através de eletroforese SDS-PAGE das
fragdes do filtrado, quando empregadas as solugdes clarificada e ndo clarificada.

4.6.3.1. Curvas de ruptura de PIS a partir da solucio PIS-IMAC

Com a finalidade de comparar a influéncia do modo de filtracio nas curvas de

ruptura de PIS a partir da solugdo de alimentagio PIS-IMAC (solugdo onde a PIS encontra-
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se parcialmente purificada), estas foram obtidas através das filtragdes em modo tangencial e
em modo frontal e estio representadas nos graficos das Figuras 4.12 e 4.13. As frages do
filtrado foram analisadas a 280 nm utilizando um coeficiente de extingio, previamente

determinado para PIS-IMAC, equivalente a 0,47 cm”/mg.
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Figura 4.12: Curva de ruptura de PIS obtida por filtragdo tangencial a partir de solugio
PIS-IMAC. Vazio de alimentagio de 0,7 ml./min. Vazio de filtrado de 0,5 mL/min.

Volume coletado: fragdes de 2,0 ml.. Fragdes do filtrado analisadas por espectrofotometria
a 280 nm.
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Figura 4.13: Curva de ruptura de PIS obtida por filtragfo frontal a partir de solucio PIS-
IMAC. Vazio de alimentagdo de 0,5 mL/min. Volume coletado: fragtes de 2,0 mL. Fraces
do filtrado analisadas por espectrofotometria a 280 nm.
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No inicio da alimentagio a concentragdo de PIS no filtrado foi zero, para ambos
modos de filtracdo, indicando a adsorgdo das moléculas de proteina pelos ions niquel
imobilizados. A medida que os sitios de ligagic tornam-se saturados, a alimentacio
continua refletiu no surgimento da proteina nas fracdes do filtrado, indicando neste
momento o ponto de ruptura. Definindo-se o ponto de ruptura em C/C, igual a 0,1, como
descrito em Charcosset et al. (1995), venificou-se que a perda de proteina no filtrado
ocorreu apos a passagem de 10 e 8 mL de solugfio de alimentagdo PIS-IMAC, ou seja, apés
a passagem de 30 e 20 mg de proteina total, respectivamente, para as filtrages nos modos
tangencial e frontal. Este resultado significou que o modo de filtragdo influenciou o ponto
de ruptura de PIS no médulo. No modo tangencial a recirculagio do retentado até o volume
de alimentacgdo atingir 10 mL, pode ter retardado a saida da proteina de interesse no filtrado
{apés 20 min de alimentagdo) em relagdo ao modo frontal (apés 16 min de alimentagido)
favorecendo a adsorcdo.

Diante disto, a filtragio em modo tangencial foir selecionada para 2 obtencio das
curvas de ruptura de PIS a partir de solugdes clanificada e ndo clarificada, visando avaliar a

influéncia da presenc¢a de contaminantes no desempenho do médulo.

4.6.3.2. Curvas de ruptura de PIS a partir de solucio clarificada (P18-C)

Experimentos de filtragio em modo tangencial da solugio clarificada foram
realizados para a obten¢io de curvas de ruptura em termos de proteina total e PIS. As
fragdes do filirado foram analisadas quantitativamente pelos métodos de Bradford e por
HPLC e qualitativamente por eletroforese SDS-PAGE, com o objetivo de verificar o ponto
de ruptura da pro-insulina recombinante no médulo PEVA-IDA-Ni**. As curvas de ruptura

obtidas, bem como a eletroforese das fragdes do filtrado estio apresentadas nas Figuras
4.14a4.16.
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Figura 4.14: Curva de ruptura de proteina total a partir de solu¢do clarificada (PIS-C).

Vazio de alimentacio de 0,7 mL/min. Vazio de filtrado de 0.5 mL/min. Volume coletado:
fraces de 2,0 mL. Fragbes do filtrado analisadas pelo método de Bradford.
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Figura 4.15: Curva de Ruptura de PIS a partir de solugdo clarificada (PIS-C). Vazio de
alimentacgio de 0,7 mL/min. Vazio de filtrado de 0,5 mI./min. Volume coletado: fragdes de
2,0 mL. FracGes do filtrado analisadas por HPLC.
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14, PIS
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Figura 4.16 : Eletroforese SDS-PAGE em gel de poliacrilamuida a 15%. Revelagiio com
nitrato de prata. Amostras sob condigdes desnaturantes e redutoras. Faixa 1 e 9:
marcadores de massa molecular (Amersham Biosciences, EUA). Faixas 2 a 8: fragdes 2a 8
do filtrado. Faixas: 10 a 16: fractes 10 a 16 do filtrado.

Definindo-se o ponto de ruptura em termos de proteina total em C/Cyp igual a 0,1,
como descrito em Charcosset ef al. (1995) e em termos de PIS em C/C; igual 2 0.5 (ponto a
partir do gual a PIS foi detectavel por HPLC), verificou-se que a perda de proteina total e
PIS no filtrado ocorreu, respectivamente, apos a passagem de 11 (36 mg de proteina total) e
18 mL (16 mg de PIS) de solugdo clarificada, ou seja, apos 22 e 36 min de alimentagio. No
ponto de ruptura a concentragdo de PIS na fragio de filtrado (volume de 1,0 mL) foi de
0,46 mg/mL. Em comparagiio as curvas obtidas para solugio PIS-IMAC (parcialmente
purificada), onde a perda de proteina ocorreu no filtrado apos 20 min de alimentagio,
observou-se que a presenga de contaminantes na solucio clarificada influenciou o ponto de
ruptura de PIS no médulo (ponto de ruptura apés 36 min de alimeatagiio), retardando a
saida da proteina. Entretanto, este resuitado nio implica que a PIS tenha sido adsorvida em
major quantidade quando empregada a sclugfio clanificada (do que com PIS-IMAC), visto
que a presenca de contaminantes pode diminuir a capacidade de adsorgdo do suporte devido
a competitividade entre a proteina de interesse e as impurezas pelos sitios de ligagio

imobilizados no suporte. Através da eletroforese SDS-PAGE da Figuma 4.16, foi
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demonstrado que a perda de proteina (pro-msuhina sulfonada e nio sulfonada) ocorreu a

partir da décima fracio do filtrado (cuja quantidade de PIS nio foi detectavel por HPLC).

4.6.3.3. Curvas de ruptura de PIS a partir de soluciio nio clarificada (PI1S-NC)

Com a finalidade de avaliar o comportamento do médulo para adsorgio de PIS a
partir de solugfo nfio clarificada, foram obtidas curvas de ruptura de proteina total e PIS,
atraves de analises quantitativas do filtrado, respectivamente, pelo método de Bradford e
por HPLC e qualitativas por eletroforese SDS-PAGE (Figuras 4.17 a 4.19). Os resultados

foram comparados aos obtidos com solugo clarificada e PIS-IMAC.
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Figura 4.17: Curva de Ruptura de proteina total a partir de solugio nc clarificada (PIS-
NC), determinada pelo método de Bradford.
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Figura 4.18: Curva de Ruptura de PIS no filtrado a partir de solugio nio clarificada (PIS-
NC), determinada em analise por HPLC.
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Figura 4.19: Eletroforese SDS-PAGE em gel de acrilamida 15%. Revelagdo com nitrato de
prata. Amostras nas condi¢des desnaturantes e redutoras. Faixas 1 e 9: marcadores de
massa molecular (Amersham Biosciences, EUA). Faixas 2 a 8: fracdes 2 a 8 do filtrado.
Faixas 10 a 16: fragbes 10 a 16 do filtrado.

Definindo-se 0 ponto de ruptura em termos de proteina fotal em C/Cy igual a 0,1,
como descrito em Charcosset ef al. (1995) e em termos de PIS em C/C; igual a 0,46 {ponto
a partir do qual a PIS foi detectavel por HPLC), verificou-se que a perda de proteina total e
PIS ocorreu no filtrado, respectivamente, apds a passagem de 8 (28 mg de proteina total) e
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16 mL (15 mg de PIS) de solugfio ndo clarificada, ou seja, ap0s, respectivamente, 16 e 32
min de alimentacdo. No ponto de ruptura a concentragido de PIS na fracio de filtrado
(volume de 2,0 mL) foi de 0,44 mg/mL. Em comparagio, observou-se que a perda de
proteina total e PIS no moédulo PEVA-IDA-Ni* ocorreu mais rapidamente quando
empregada solugio ndo clanificada (apds, respectivamente, 16 e 32 min de alimentacio) do
que quando empregada solucio clarificada (apds, respectivamente, 22 e 36 min de
alimentac8o). Neste caso, a perda de PIS no filtrado pode ter sido influenciada pela
presenca de um nimero maior de contaminantes na solugio nfo clanficada (em relagéio a
solugdo clarificada e PIS-IMAC), os quais provavelmente provocaram um maior acimulo
de proteinas na superficie e no interior dos poros {tendo em vista que obteve-se uma queda
no fluxo do permeado em tomo de 15%, a qual manteve-se constante neste valor),
ocasionando a 1nacessibilidade da PIS aos ions metalicos imobilizados e maior adsorgio
competitiva.

A nfluéncia da presenca de contaminantes (em maior quantidade na solugiio nio
clarificada) no ponto de ruptura do moddulo foi confirmada comparando-se as eletroforeses
SDS-PAGE das Figuras 4.16 e 4.19, onde observou-se que a perda de proteina (PIS
sulfonada e nic sulfonada) no filtrado ocorreu mais rapidamente quando empregada a
solugio ndo clanficada (banda de pré-insulina visualizada a partir da fragdio 2, cuja
quantidade de PIS ndo foi detectivel por HPLC) do que quando empregada solugdo
clarificada {onde a PIS fo1 detectada a partir da fra¢io 10).

4.6.4. Capacidade dinimica do médulo PEVA-IDA-Ni**

A capacidade dinimica do modulo PEVA-IDA-Ni*" para adsorgdo de PIS a partir
das solugdes PIS-IMAC, clanficada e ndo clarificada foi determinada através de
experimentos de filtragdio tangencial com recirculagio do retentado (até o volume de
alimentacio atingir 10 mL), utilizando a razfio vazio de filtrado por vazio de alimentagio
(Q¢Q;) igual a 0,7, vazio de alimentagio de 0,7 mL/min e vazio de fiitrado de 0,5 mL/min.
As proteinas adsorvidas e nfo adsorvidas no médulo foram analisadas, quatitativamente,
em termos de proteina total e PIS, respectivamente, pelo método de Bradford e por HPLC
(Tabela 4.9) e qualitativamente por eletroforese SDS-PAGE (Figura 4.20).
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Foi observado que o madulo PEVA-IDA-Ni*" apresentou uma maior capacidade
dindmica para adsorgdo de PIS quando empregada solugio PIS-IMAC (17.0 mg/g de
membrana seca) do gue quando empregadas solugdes clarificada (1,4 mg/g de membrana
seca) e ndo clarificada (0,3 mg/g de membrana seca). Este resultado implica que a presenga
de contaminantes nas solugdes clarificada e nfio clarificada influenciou significativamente
para 2 diminuigio da capacidade dmaAmica do modulo. Apesar da capacidade de adsorcio
de PIS no modulo ter sido maior quando empregada solugdo clarificada, em termos de
seletividade (Faixas 5 e 11, Figura 4.20) o adsorvente apresentou similaridade para ambas
solucdes {clarificada € nfo clarificada).

kDa kDa
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Figura 4.20 : Eletroforese SDS-PAGE em gel de acrilamida 15%. Revelago com nitrato
de prata. Amostras nas condigbes desnaturantes e redutoras. Filmio no modulo PEVA-
IDA-Ni*" com injegdo tangencial e recirculagio do retentado até o volume de alimentacio
atingir 10 mL. Faixas 1 e 7: marcadores de massa molecular (Amersham Biosciences,
EUA). Filtragio de solugdio clarificada. Faixa 2: Fragio da injegdo. Faixa 3: Fragio do
retentado. Faixa 4: Fragio das etapas de lavagem. Faixa S: Fragio das etapas de eluicio.
Filtragio de solugdo nfio clanficada Faixa 8: Fragio da injegio. Faixa 9: Fragio do
retentado. Faixa 16: Fragio das etapas de lavagem. Faixa 11: Fracfo das etapas de eluigio.
Faixas 6 ¢ 12: marcador de PIS de alta pureza.

85



Tabela 4.9: Filtracdo tangencial com recirculagdo do retentado até o volume de alimentagio atingir 10 mL: Adsor¢o de PIS em

diversas solugdes de alimentagfo.

Capacidade de
Modo de operagiio |  Solugdo de Métodode | Concentragio | Alimentagio Eluigdo | Regenerago adsorgiio
v " L% m
alimentagiio analise (mg/mL) (mg) (mg) (mg) (g/g seca) *
Tangencial PIS-IMAC % 2,70 162.00 2.17 0 17,00
m
& 3,30 198,00 2,10 0,60 2077
Tangencial PIS-C E
[
S a 0,93 56,00 0.18 - 1,40
==
B
%‘ 3,50 247,30 1,80 0,20 15,40
Tangencial PIS-NC m
[
,%; 2 0,97 69,30 0,035 ; 0,30

Vazfio de alimentagfio de 0,7 mL/min,
. Vazo de filirado de 0,5 mL/min.

Razdo vazio de filtrado por vazio de alimentacfio igual a 0,7.

* a capacidade de adsorgdo foi calculada pelo somatdrio das massas obtidas nas etapas de eluicfo ¢ regeneracfio dividido pela massa seca das membranas no
moédulo (0,13 g de membrana seca).
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Em comparag¢do, as capacidades de adsorgiio de PIS obtidas em membranas PEVA-
IDA-Ni** finamente cortadas (aproximadamente 4,0 mg/g de membrana seca e 5,0 mg/g de
membrana seca, respectivamente, quando empregadas solugdes clarificada e nfo
clarificada) foram cerca de 3 e 5 vezes maior do que as obtidas no modulo (1,4 e 0,3 me/g
de membrana seca, quando empregadas, respectivamente, solugbes clarificada e nfo
clarificada), apesar da densidade de ligantes no modulo ter sido 5 vezes maior (184 umol/g
de membrana seca} do que a obtida nas membranas finamente cortadas (40 pmol/g de
membrana seca). Estes resultados sugerem, que no modulo, o acimulo de biomoléculas
(impurezas) na superficie e no interior dos poros pode ter reduzido a acessibilidade da PIS
aos sitios de adsor¢io.

Em todos os experimentos de filtrag8o, devido a baixa quantidade de proteina total
obtida nas fracdes de regeneragio, estas ndo foram analisadas por HPLC (onde a PIS estania
abaixo do limite de detecgiio do equipamento).

A capacidade dinAmica das membranas PEVA-IDA-NT*" para adsorcdo de PIS pode
ainda ser comparada em relagdo a capacidade estatica obtida através da isoterma de
adsorgdo (item 4.5.1). Alguns pesquisadores tais como Charcosset ez al. (1995) tém obtido
similaridade entre as capacidades estitica e dindmica para adsor¢io de imunoglobulina G
em membranas de fibras ocas (constituidas de poliétersulfona e dxido de polietileno)

contendo proteina A imobilizada. Entretanto, neste trabatho a capacidade dindmica para
adsorgio de PIS-IMAC (17 mg/g de membrana seca) foi cerca de 10 vezes menor do que a
obtida em meodo estatico (184 mg/g de membrana seca). Klein er al. {1994) e Kochan ez al.
(1996) obtiveram, respectivamente, uma capacidade dindmica 1,5 ¢ 7 vezes menor do que 2
capacidade estatica, para adsorgio de IpG, respectivamente, em membranas de
poliétersulfona contendo proteina A imobilizada e membranas de celulose com proteina G

imobilizada. Os pesquisadores verificaram que esta diferenca pode ocorrer em fibras que

3

apresentam heterogeinidade na distribuigiio dos poros, como as membranas de PEVA e F :
poliétersuifona. Durante a filtragio (modo dindmico) nestas membranas, a solugdo protéica, g g ;
a qual é conduzida por convecgdo, tende a fluir preferencialmente para os poros de | ;% § -
didmetros grandes, saturando rapidamente os sitios de ligagdo. Ja os sitios de ligagdo g § é" &
presentes nos poros de diimetros menores, os quais exibem uma maior resisténcia ao fluxo, 5 i‘\% g f"’}
tendem a ndo ser completamente saturados durante a convecgdo, principalmente guando j % g_

B

L
3wt
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empregadas vazdes elevadas de filtrado. Geralmente esta utilizaglo preferencial dos poros
nio ocorre quando o processo de adsor¢io ¢ realizado sob condigbes nfio convectivas,
modo estatico, onde suponhe-se que no tempo de equilibrio todos os ligantes acessiveis a
proteina foram completamente saturados (Klein ez @/, 1994).

Em suma, tendo o médulo PEVA-IDA-Ni*" apresentado uma baixa capacidade para
adsorcio de PIS a partir de solugiio clarificada (1,4 mg/g de membrana seca) ¢ nio
clarificada (0,3 mg/g de membrana seca) resolveu-se investigar o efeito do tempo de

residéncia no desempenho do adsorvente.

4.6.5. Efeito do tempo de residéncia no desempenho de médulo PEVA-IDA-Ni**

O efeito do tempo de residéncia no desempenho do médulo fot avaliado através de
de experimentos de filtragio em modo frontal, utilizando vazdo de alimentacio de 0,3
ml./min e em modo tangencial com recirculagio do retentado (até o volume de alimentagéio
atingir 10 mL), utilizando a razdo vazio de filtrado por vazio de alimentagio (QyQy) igual
a 0,7, vazio de alimentacio de 0,43 mL/mm e vazfo de filtrado de 0,3 mL/min. As
proteinas adsorvidas e nio adsorvidas pelo suporte foram analisadas, em termos de proteina
total e PIS, respectivamente, pelo método de Bradford e por HPLC e estio apresentadas na
Tabela 4.10.

Foi verificado na filtragio em modo frontal que a capacidade de adsorgio de PIS a
partir de soluggo clarificada aumentou por um fator de 5 quando a vazio de alimentacio foi
diminuida de 0,5 mi/min (capacidade de adsor¢dio de PIS 0,92 mg/g de membrana seca)
para 0,3 mL/min (capacidade de adsorgio de PIS 4,62 mg/g de membrana seca). Nas
filtragdes em modo tangencial das solugbes clarificada e nio clanficada foram obtidas
capacidades de adsorcio de PIS de 4,23 e 0,93 mg/g seca, respectivamente, quando
empregada a vazdo de filtrado de 0,3 mL/min. Em comparagio as capacidades obtidas
quando utilizada vazio de filtrado de 0,5 mi./min (1.4 e 0,3 mg de PIS/g de membrana
seca, respectivamente, para solucdo clarificada e nio clanficada), verificou-se que houve
um aumento na capacidade de adsor¢do de PIS no médulo da ordem de 3, quando utilizada
vazio de filtrado de 0,3 mL/min.

Estes resultados indicaram que o aumento do tempo de residéncia de 14,1 {(com

vazio de 0,5 ml/min) para 23,6 s (com vazio de 0,3 mL/min) foi essencial para melhorar a
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eficiéncia do adsorvente para a adsor¢io da proteina de mnteresse. Outros pesquisadores
como Charcosset et af (1995), também demonstraram que o aumento do tempo de
residéncia de IgG em membranas de fibras ocas contendo proteina A irnobilizada,
proporcionou um aumento na capacidade de adsorgdo desta proteina pelo suporte. Tendo
em vista que impurezas contidas na solugfo clarificada podem dificultar 0 acesso da PIS
aos ligantes imobilizados, devido ac acimulo no interior dos poros e competitividade, um
maior tempo de residéncia da proteina no modulo PEVA-IDA-Ni*" pode ter proporcionado
maior acessibilidade aos sitios de ligagdo ocasionando o aumento na capacidade de
adsorgio.

Foi também constatado que no tempo de residéncia de 23,6 s, a filtra¢do da solugio
clarificada pode ser realizada, tanto em modo frontal quante em modo tangencial, visto que
foram obtidos valores de capacidade de adsor¢io de PIS muito préoximos, sendo
respectivamente, 4,62 ¢ 4,23 mg/g de membrana seca. Quando solugSes ndo clarificadas
sio utilizadas na alimentacio, recomenda-se a opera¢io em modo tangencial para se evitar
a colmatagem das membranas e a queda do fluxo do permeado.

Com a finalidade de avaliar a possivel vantagem de se utilizar membranas como
matrizes de afinidade em substituicio aos géis tradicionalmente utilizados em processos de
purificacio, comparou-se a seletividade e a capacidade de adsorciio de PIS nas membranas

PEVA-IDA-Ni*" (estudada neste trabalho) com o gel de afinidade Sepharose-IDA-Ni*".
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Tabela 4.10: Efeito do tempo de residéncia na capacidade de adsorgéio de PIS em PEVA-IDA-Ni *",

Vaziode | Vaziode i . i - i Capacidade
Modo de . Tempo de | Solugdo de | Método | Concentragio | Alimentacdo | Eluigdo | Regeneracdo de adsorcio
alimentagio | filtrado L d ¢
operagio residéncia alimentagio o (mg/mL) (mg) (mg) (mg)
(mL/min) | (mL/min) (s) analise (mgfg seca)
E
9 3,10 186,00 2,26 0,35 20,00
&4
Frontal 0,50 0,50 14,1 Clarificada
€0 BN
%“ =2 0,93 58,60 0,12 . 0,92
B
% 3,60 187,20 5,10 0,37 42,00
s}
Frontal 0,30 0,30 23,6 Clarificada
Q-
= i
E & 1,00 52,00 0,60 . 4,62
E
ré 3,40 187,00 475 0,38 40,00
Tangencial | 0,43 0,30 236 | Clarificada | ™
#
D o~
’é & L7 64,44 0,55 . 4,23
E
ig 3,70 222,30 6,90 0,44 56,46
Tangencial| 0,43 0,30 23,6 Néo &
* clarificada
o~
§ £l 097 58,13 0,12 - 0,93

* Filtragiio tangencial com recirculaciio do retido até o volume de alimentagfo atingir 10 mL,

O
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4.7. Potencial de utilizacio das membranas PEVA-IDA-Ni*': Comparacio entre géis

fradicionais ¢ membranas

Com a finalidade de comparar o desempenho da membrana PEVA-IDA-Ni** para
adsorciio de PIS a partir de solucfio clarificada em relagfio aos géis tradicionais utilizados
industrialmente em IMAC, fo1 realizado um experimento cromatografico em Sepharose-
IDA-Ni*" como descrito no item 3.2.6.1 de “Materiais e Métodos”. As quantidades de PIS
adsorvida e nio adsorvida em membrana PEVA-IDA-Ni** (médulo e finamente cortadas) e
gel Sephamse—ﬁ)AﬁNiz"*, obtidas por HPLC, estio apresentadas na Tabela4.11.

O gel Sepharose-IDA-Ni*" apresentou uma maior capacidade de adsorgio de PIS a
partir de solugfo clarificada (12,26 mg/g de gel seco) do que as obtidas pelas membranas
PEVA-IDA-Ni”" finamente cortadas (aproximadamente 4,0 mg/g de membrana seca) e no
méodulo de filtragio (4,62 mg/g de membrana seca). Apesar da alta capacidade de adsorgio
obtida no gel, for verificado, durante a cromatografia em Sepharose-IDA-Ni** (em leito
fixo), um acimulo de proteinas na parte inferior da coluna, além de tempos bem mais
elevados para efetuar as etapas de lavagem, eluicio e regeneracio do que os obtidos
durante a cromatografia em membrana PEVA-IDA-Ni*". Como conseqiiéncia, ndo seria
possivel o processamento da solugio nfo clarificada na coluna, a qual provocara a
colmatagem do gel.

A seletividade para adsorcio de PIS a partir de solugio clarificada foi comparada
entre as membranas € o gel através dos experimentos de cromatografia em membranas
PEVA-IDA-Ni*" finamente cortadas e em gel Sepharose-TDA-Ni>", filtragdo tangencial no
médulo PEVA-IDA-Ni** com e sem recirculagio do retentado até o volume de alimentaciio
atingir 10 mi. e filtragio em modo frontal. As proteinas adsorvidas pelos suportes foram
totalmente removidas durante a etapa de eluigio, e entdo agrupadas para a realizacio da
eletroforese SDS-PAGE, a qual pode ser visualizada através da Figura 4.21.
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Tabela 4.11: Quantidades de PIS obtidas na alimentaciio e nas etapas de lavagem, eluigio e
regeneragio dos expenimentos cromatograficos e da filtragio frontal realizados com solucio

clarificada.
. _ Capacidade de
Adsorvente Alimentagio | Lavagem | Eluigdo adsorgio
(mg) (mg) (mg) (mg/g saca)

26 o m

PEVA-IDA-Ni** (finamente
cortadas) 16,00 820 4.60 3,68

N (3

Sepharose-IDA-N1 2637 475 2023 12,26

(1) vazdo de 0.3 ml/min. (2) ¢ (3) vazio de 0,3 mL/min. OBS: Nio foi detectada PIS nas fracBes de
regeneragio. Volume de letto (membramas ou gel): 5 ml.

PiS

«—PIS

8§ 9 10 11

Figura 4.21: Eletroforese SDS-PAGE em gel de poliacrilamida a 15%. Revelagio com
nitrato de prata. Amostras nas condigBes desnaturantes e redutoras. Faixas 1 e 7:
marcadores de massa molecular (Amersham Biosciences, EUA). Faixa 2: Eluigio da

filtragdo com injegdo frontal. Faixa 3: Eluigio da filtracio tangencial sem recirculagio do
retentado. Faixas 4 e 9: Eluigio da filtragio tangencial com recirculagio do retentado até
diminuir volume de injecio para 10 mL. Faixas § e 10: Eluicio da cromatografia em
PEVA-IDA-Ni"" finamente cortadas. Faixa 8: Eluicio da cromatografia em Sepharose-
IDA-Ni*". Faixas 6 e 11: solugio PIS-IMAC (BIOMM).
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A seletividade do modulo PEVA-IDA-Ni*" para adsorcio de PIS a partir de solugio
clarificada ni¢ vanou com os modos de filtragdo utilizados neste trabalho, visto que as
mesmas proteinas foram adsorvidas pelo suporte quando empregadas as filtragdes em modo
frontal e em modo fangencial com e sem recirculagio do retentado (até o volume de
alimentacio dmminuir para 10 mL) (Faixas 2, 3 ¢ 4 da Figura 4.21). Por outro lado,
comparando-se as faixas 9 e 10, as quais correspondem, respectivamente, as proteinas
adsorvidas no médulo PEVA-IDA-Ni*" e nas membranas finamente cortadas, observou-se
que esta lltima apresentou uma maior seletividade para adsorgio de PIS, visto que ndo foi
adsorvida a impureza em torno de 40 kDa presente nas fragdes de eluigio obtidas pelo
modulo.

O gel Sepharose-IDA-Ni** (utilizado neste trabalho) apresentou uma seletividade
diferente das membranas PEVA-IDA-Ni*" finamente cortadas e no moédulo (como
visualizado, respectivamente, nas Faixas 8, 9, 10 da Figura 4.21) visto que, além da PIS, foi
adsorvida uma proteina de massa molecular em torno de 30 kDa e tragos de proteinas de
massa molecular de aproximadamente 50 kDa. Em rela¢io ao gel Sepharose-IDA-Ni*"
utilizado pela BIOMM (Faixa 11), observou-se que o gel empregado neste trabalho (Faixa
8) apresentou uma menor seletividade adsorvendo, além do contaminante em torno de 30
kDa, outras proteinas contaminantes de massa molecular em tomo de 50 kDa.
Provavelmente, os métodos de ativagio e imobilizagio de IDA no gel de agarose podem ter
sido fatores primordiais para as diferencas na seletividade observada para ambos suportes.

Estes resultados comprovam que a mesma eficiéncia de separacio pode ndo ser
obtida quando membranas sio empregadas em substituigiio aos géis convencionais, visto
que esses sistemas podem proporcionar diferengas de afinidade pela proteina alvo e,
conseqilentemente, diferentes cinéticas de adsorgiio (Suen ez o/, 2003). Como exemplos
destas afirmacdes podem ser citados os trabalhos desenvolvidos por Suen e Etzel (1994), os
quais obtiveram uma maior afinidade pela enzima quimosina do que pela pepsina,
utilizando membranas contendo pepstatina A imobilizada. Resultados opostos foram
obtidos por Suen et al. (1993) utilizando particulas de gel, como suporte de afinidade, nas
mesmas condi¢des de adsorgdo. Em um outro trabalho, desenvolvido por Suen et al.
(2000), obteve-se uma capacidade de adsorgio de albumina do soro bovino em particulas

de gel, contendo corante imobilizado, equivalente a 14 mg/ml, e auséncia de adsorgio da
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mesma guando membranas foram utilizadas como suporte, nas mesmas condigdes de
adsorgao.

Em conclusfio, constatou-se que emprego do gel de agarose em leito fixo utilizado
apresentou menor seletividade para a purificagiio de PIS e longos tempos para efetuar as
etapas de lavagem, eluigio e regeneragio, apesar da elevada capacidade de adsorgio em
comparagdo as membranas finamente cortadas. Estes fatores tornam inviavel a utilizago
deste gel em escala industrial, podendo ser indicado como alternativa a utilizagio das
membranas de afinidade para a purificacio de PIS, as quais apesar de uma menor
capacidade de adsorciio (comparada aos géis), demonstraram uma boa seletividade e
possibilitam o processamento de alimentagSes contendo material particulado (solugio nio
clarificada).

Tendo as membranas PEVA-IDA-Ni*" apresentado uma menor capacidade de
adsor¢iio de PIS do que o gel Sepharose-IDA-Ni*" tentou-se melhorar o desempenho da
membrana para a adsorgio da proteina desejada através do aumento da densidade de
ligantes imobilizados. Com este objetivo foi desenvolvido um método para a imobilizagio
do ligante VBIDA através da ativagio das membranas com cloreto de metacriloil e

subseqiente polimerizacio utihzando o mondmerec HEMA, o catalisador AIBN e luz

ultravioleta.

4.8. Avaliacio do efeito do aumento da densidade de ligantes na capacidade de

adsorcio de PIS

4.8.1. Membranas de PEVA finamente cortadas: Ativacio com cloreto de metacriloil,

imobilizacio de VBIDA e determinacio da densidade de ligantes

Nesta etapa do trabalho realizada no Laboratoire de Tecnologie Enzimatique,
Franga, sob a supervisdo do Professor Karsten Haupt foi desenvolvido um método de
polimerizagio para a imobilizagio do ligante VBIDA (mondmero previamente sintetizado)
nas membranas de PEVA com o objetivo de aumentar a densidade de ligantes imobilizados.
Inicialmente as membranas de PEVA finamente cortadas, as quais contém disponibilidade
de grupamentos hidroxilas, foram ativadas com cloreto de metacriloil para introduzir duplas

ligagdes na estrutura da membrana, como descrito no item 3.2.1.3 de “Materiais e
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Meétodos”. O método de polimernizagio, empregado para a formagdo de cadeias polimeéricas
nas membranas ativadas, foi baseado na inducdo de radicais livres iniciada pelo catalisador
AIBN na presenca de luz ultravioleta utilizando os mondmeros VBIDA e HEMA.

A ordem e magnitude com que os radicais livres sdo formados e os mondmeros sdo
introduzidos na membrana sio dificels de serem medidos; por conta disto, as etapas de
polimerizagio foram descritas de maneira geral, segundo Sellergran (2001). A primeira
etapa, chamada iniciagio, for baseada na formagso de radicats livres a partir do catalisador
AIBN, na presen¢a de luz ultravioleta. A sepunda etapa, denominada propagagio do
polimero, consistiu na introdugio de mondmeros na superficie da membrana através da
reaciio entre os radicais livres do catalisador e as duplas ligagbes contidas nos mondmeros
HEMA, VBIDA e na superficie das membranas de PEVA ativadas, na presenca de luz
ultravioleta. Na terceira etapa denominada terminac#o, os radicais livres {quando presentes
em elevadas concentragles) tendem a reagir entre si resultando em lhigagdes covalentes
inativas finalizando a propagacio do polimero. Através deste procedimento foram formadas
nas membranas de PEVA longas cadeias poliméricas a partir dos monomeros HEMA,
VBIDA e do catalisador AIBN, resultando na estrutura proposta apresentada na Figura 3.3
do item 3.2.1.3 de “Materiais ¢ Métodos™, denominada de membranas PEVA-VBIDA

A eficiéncia da imobilizagfio do agente quelante VBIDA na membrana de PEVA foi
avaliada através da determinagio da densidade de metal quelatado. A densidade dos metais
cobre e niquel imobilizados nas membranas foi determinada através de espectrofotometria
UV-VIS {dos complexos EDTA-metal), respectivamente, a 730 e 384 nm, como descrito no
temn 3.2.3.1 de “Matenais e Métodos”. A densidade dos ions niquel e cobre imobilizados
nas membranas PEVA-VBIDA fo: comparada as obtidas em membranas PEVA-IDA, cujos

valores estdo apresentados na Tabela 4.12.
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Tabela 4.12: Densidade de ions niquel e cobre imobilizados nas membranas PEVA-IDA ¢
PEVA-VBIDA.

Densidade de ligantes

Matriz* (umol/g membrana seca)
Cu* Nit¥
PEVA-IDA 40 37
PEVA-VBIDA 163 148

*1 0 mL de leito de membrana = 0,23 g de membrana seca.

As membranas PEVA-VBIDA apresentaram uma densidade de ions niquel e cobre
imobilizados, 4 vezes maiores do que as obtidas pelas membranas PEVA-IDA. Em relacio
aos géis tradicionalmente utilizados em sistemas IMAC, cuja densidade de ions cobre varia
entre 45 e 126 umol/g suporte seco, as membranas PEVA-VBIDA também apresentaram
uma maior densidade de cobre da ordem de 3,6 e 1,3, respectivamente, demonstrando que o
método empregado para ativacio, polimerizagio e imobilizagio de VBIDA foi bastante
eficiente para aumentar a densidade de ligantes imobilizados nas membranas de PEVA

O desempenho das membranas PEVA-VBIDA contendo ions niquel imobilizados
foi avaliado para a purificagio de PIS a partir de solugBes clanficada e nfo clanficada. As

capacidades de adsorgdo da proteina de interesse foram comparadas as obtidas quando
empregado membranas PEVA-IDA-Ni”",

4.8.2. Adsorcio de PIS a partir das solucées clarificada e nio clarificada: Comparacio

do desempenho de membranas PEVA-VBIDA-Ni** ¢ PEVA-IDA-Ni**

Foram realizados experimentos de adsorgdo de PIS em membranas finamente
cortadas de PEVA-VBIDA-Ni*" com o intuito de avaliar o potencial deste adsorvente para
a purificagio desta proteina a partir de solugBes clarificada (PIS-C) e n#o clarificada (PIS-
NC). Os resultados foram comparados aos obtidos com as membranas PEVA-IDA-Ni**
finamente cortadas.

Para estes experimentos, as membranas PEVA-VBIDA-Ni** foram alimentadas com
as solugdes PIS-C ou PIS-NC diluidas na proporgio 1:1 no tampéo Tns-HClI 30 mM pH 7.5
com 0,5 M de NaCl e 7,5 M de uréia, como descrito no item 3.2.6.1. de “Materiais e
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Métodos”. As proteinas adsorvidas e ndo adsorvidas pelos suportes foram quantificadas
pelo método de Bradford {em termos de proteina total) e por HPLC (em termos de PIS). As
capacidades de adsorgdo foram comparadas as obtidas pelas membranas PEVA-IDA-Ni%,
cujos valores estio apresentados nas Tabelas 4.13 e 4.14. A capacidade dos suportes para
purificacio de pro-mnsulina foi avaliada qualitativamente através da analise das fragdes

cromatograficas por eletroforese SDS-PAGE (Figura 4.22).

Tabela 4.13: Quantidades de proteina total e de PIS obtidas nas etapas de lavagem, eluigio

e regeneragiio, durante as cromatografias em 5,0 mL de membranas PEVA-IDA-Ni*" ¢ 4,0
mL de PEVA-VBIDA-Ni* empregando solugio clarificada.

Meétodo | Adsorgdo de
de Suporte Alimentac3o | Lavagem | Eluigdo | Regeneragdo proteina total
andlise (mg) (mg) (mg) (mg) (me/e seca)
PEVA ]
3 IDANE 68,00 61,00 520 022 433
E PEVA
as] VBIDA-N;i * 54 40 48,89 495 g,11 506
Método Adsorcio de
de Suporte Alimentacdo | Lavagem | Eluicdo | Regeneragdo PIS
andlise (mg) (mg) (mg) (mg) (me/e soca)
PEVA .
o IDA-Ni* 16,00 8,20 460 - 3,70
?5 PEVA
VBIDA-N; 2 13,40 920 1,53 - 1,52

1.0 mL de leito de membrana = 0,25 g de membrana seca.

As membranas PEVA-IDA-Ni"* ¢ PEVA-VBIDA-Ni’" apresentaram valores
similares de capacidades de adsorciic em termos de proteina total {Tabela 4.13). Entretanto,
em termos de PIS (analises por HPLC) as membranas PEVA-IDA-Ni°" apresentaram
capacidade de adsorc@o de PIS (3,70 mg/g de membrana seca} 2,4 vezes maior do que 2
obtida pelas membranas PEVA-VBIDA-Ni**(1,52 mg/g de membrana seca), Como apenas

uma pequena quantidade de proteina total foi removida durante a etapa de regeneragio,
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estas nio foram analisadas por HPLC, visto que a quantidade de PIS estaria abamxo do
limite de deteccio pelo equipamento.

Tendo as membranas PEVA-VBIDA-Ni*" uma densidade de ligantes 4 vezes maior
do que as membranas PEVA-IDA-Ni* (Tabela 4.12), esperava-se que este adsorvente
apresentasse uma maior capacidade de adsorgio de PIS, o que nfio ocorreu. Para fins de
compara¢io, o desempenho dos adsorventes foi avaliado utilizando a solugio ndo
clarificada.

Quando empregada solucdo nio clanficada, foi demonstrado que as membranas
PEVA-IDA-Ni*" apresentaram, em termos de proteina total e PIS, uma capacidade de
adsorcio (5,04 mg de proteina total/g de membrana seca e 4,88 mg de PIS/g de membrana
seca), de respectivamente, 1,5 e 8,0 vezes maior do que as obtidas pelas membranas PEVA-
VBIDA-Ni ** (3,20 mg de proteina total/g de membrana seca e 0,60 mg de PIS/g de

membrana seca) (Tabela 4.14).

Tabela 4.14: Quantidades de proteina total e de PIS obtidas nas etapas de lavagem, ehugfio
e regeneracio, durante as cromatografias em 5,0 mL de membranas PEVA-IDA-Ni* e 4,0
mL de PEVA-VBIDA-Ni"" empregando solugio nio clarificada.

Método Adsorcgdo de
de Suporte Alimentagdo | Lavagem | Eluicdo | Regeneracio proteina total
analise (mg) - (mg) (mg) (mg) (mge seca)
PEVA
o IDA-Ni* 98.80 87,61 6,18 0,11 5,04
£
= PEVA
A VBIDA-Ni>* 70,00 64,53 3,00 023 3,20
Método Adsorgiio de
de Suporte Alimentagdo | Lavagem | Eluicdo | Regeneracio PIS
anilise (mg) (mg) (mg) (mg) (m /g seca)
PEVA
o IDAN 24,00 12,44 6,11 122 488
%1 PEVA ; 14,60 10,00 0,60 0,15 0,60
-VBIDANi ™ ’ : > > .
1 ml. de leito = 0,25 g de membrana seca
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Apesar de uma maior densidade de ligantes (148 pmol de Ni*'/g membrana seca),
as membranas PEVA-VBIDA-Ni ** apresentaram uma menor capacidade de adsorgio de
PIS do que a obtida pelas membranas PEVA-IDA-Ni*" (37 umol de Ni°*/g de membrana
seca) quando empregadas solugdes clarificada e ndo clanificada. Através do monitoramento
das fragdes das etapas cromatograficas de adsorgio, lavagem e eluigio, por
espectrofometria a 384 nm (comprimento de onda de detecgdo do ion niquel), verificou-se
que durante a cromatografia em membranas PEVA-VBIDA-Ni ** houve o desprendimento
de metal durante o processo, principalmente na etapa de lavagem (desprendimento de cerca
de 19% do total de ions imobilizados), ¢ que ndo ocorreu quando empregadas membranas
PEVA-IDA-Ni"". Provavelmente o desprendimento de metal nas membranas PEVA-
VBIDA-Ni?" ocorreu devido as condigbes tamponantes empregadas ou pela forte interagio
entre a proteina e o metal, ocasionando a baixa capacidade de adsor¢do do suporte pela
proteina de interesse.

Por outro lado, através da eletroforese SDS-PAGE da Figura 4.22, observou-se que
as membranas PEVA-VBIDA-Ni * apresentaram uma melhor seletividade para adsorgiio
de PIS a partir de solugdes clarificada e nfo clarificada (Faixas 2 e 3) do que as membranas
PEVA-IDA-Ni"" (Faixas 4 e 5). Com a finalidade de avaliar a influéneia da proteina (massa
molecular de 9,5 kDa) e das condigches tamponantes no desprendimento de metal em
PEVA-VBIDA-Ni*", foram realizados experimentos cromatograficos para adsorgio de
outras proteinas de elevado grau de pureza (IgG, lisozima e BSA) em ambos suportes. Os

resultados foram comparados aos obtidos para adsorgio de PIS-IMAC.
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PIS

I 2 3 4 5 o

Figura 4.22: Eletroforese SDS-PAGE em gel de acrilamida homogéneo 20%. Revelagiio
com nitrato de prata. Amostras nas condigdes desnaturantes e redutoras. Faixa 1: solugdo
ndo clarificada. Faixa 2: Fragdo de eluigio da cromatografia em PEVA-VBIDA-Ni®’
utilizando solugdio clarificada. Faixa 3: Fracio de eluicio da cromatografia em PEVA-
VBIDA-Ni*" utilizando solugio ndio clarificada. Faixa 4: Fragio de eluigio da
cromatografia em PEVA-IDA-Ni*" utilizando solugiio clarificada. Faixa 5: Fragio de

eluicio da cromatografia em PEVA-IDA-Ni* utilizando solugio nio clarificada. Faixa 6:
PIS purificada por IMAC (BIOMM).

4.10. Adsorcio de proteinas altamente purificadas em PEVA-VBIDA-Me ** ¢ PEVA-
IDA-Me*

Foi avaliado o potencial das membranas PEVA-VBIDA-Me ** ¢ PEVA-IDA-Me”"
(sendo Me®" os fons cobre ou niguel) para adsor¢io de proteinas de diferentes massas
moleculares, IgG (150 kDa), BSA (65 kDa) e lisozima (14,32 kDa). Os experimentos
cromatograficos foram realizados em membranas PEVA-VBIDA-Ni** e PEVA-IDA-Ni*
para adsorcio de IgG e em membranas de PEVA-VBIDA-Cu” ¢ PEVA-IDA-Cu®* para
adsorcio de BSA e lisozima, como descrito no item 3.2.6.2 de “Materiais e Métodos™. Os
resultados foram comparados aos obtidos em membranas de PEVA-VBIDA-Ni* e PEVA-
IDA-Ni*" para adsorgio de PIS (9,5 kDa). As proteinas adsorvidas e niio adsorvidas pelos
suportes foram quantificadas pele método de Bradford (para IgG, BSA e PIS) € a 280 nm

{para lisozima), cujos valores obtidos estio apresentados na Tabela 4.15.
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Tabela 4.15: Adsorcio de IgG, PIS, lisozima e BSA em membranas PEVA-IDA-Me®" e PEVA-VBIDA-Me®",

PEVA-IDA-Ni*' PEVA-VBIDA-Ni*
Proteinas (inassa _ Proteina Proteina
molecular em Alimentagfio | Lavagem Eluigfio adsorvida Alimentagdo Lavagem Elvigdo adsorvida
kDa) (mg) (mg) (mg) %) (mg) (mg) (mg) %)
IgG* (150) 10,60 7,00 2,94 294 10,60 8,60 0,70 7,0
PIS* (9,5) 10,00 370 6,30 63,0 10,00 5.0 3,00 30,0
PEVA-IDA-Cu* PEVA-VBIDA-Cy™
Protefnas (massa ' ' Proteina ‘ _ Proteina
molecular em Alimentagéo | Lavagem Fluigéo adsorvida Alimentagéo Lavagem Eluigfio adsorvida
kDa) (mg) (mg) (mg) %) (mg) (mg) (mg) )
Lisozima** 5,00 1,02 3,44 688 5.00 1,57 3,36 67,0
(14,32)
BSA* (65) 10,0 3,10 5,50 550 10,0 7,11 2,84 28,4

*Analise pelo método de Bradford.
** Andlise por espectrofotometria a 280 nm.

volume de leito de membranas = 3,5 ml..
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As membranas PEVA-IDA-Ni** e PEVA-VBIDA-Ni>~ apresentaram adsorcio de
IgG, respectivamente, de 29,2 e 7,0% e as membranas PEVA-IDA-Cu*" ¢ PEVA-VBIDA-
Cu”* apresentaram adsor¢io de BSA, respectivamente, de 550 e 28,4%. Apesar das
membranas de PEVA-VBIDA-Me” terem apresentado uma maior densidade de ligantes do
que as membranas PEVA-IDA-Me¢”", uma hipotese para a menor adsorcio de IgG e BSA
neste suporte, pode ser atribuida a efeitos de impedimento estérico, ocasionados devido ao
tamanho das proteinas, tornando-as 1nacessiveis aos ions metalicos imobilizados.

Por outro lado, para adsorcio de PIS, uma proteina de massa molecular em tomo de
9,5 kDa, obteve-se porcentagens de proteina adsorvida de 63 e 30%, respectivamente, em
membranas PEVA-IDA-Ni** e PEVA-VBIDA-Ni >". Em relagiio a lisozima, uma proteina
de massa molecular também pequena, em tomo de 14,32 kDa, porém maior que a PIS,
verificou-se uma porcentagem de adsorgcio em tomo de 68% para ambos adsorventes.
Sendo a PIS, a proteina de menor massa molecular dentre as testadas, esperava-se como no
caso - da lisozima, que ndo houvesse uma diferenca significativa de porcentagem de
adsor¢do de proteina entre os suportes, visto que neste caso ndo haveria problemas de
impedimento estérico devido ao tamanho da molécula, o que nio ocorreu.

As fragles das etapas de adsorcio, lavagem e eluicio obtidas em todos os
experimentos cromatogrificos, para ambos adsorventes, foram monitoradas por
espectrofotometna a 730 nm (para detecgio de ions cobre) e 384 nm (para detecgdo de ions
niquel). Os resultados indicaram que somente ocorreu o desprendimento do fon metalico
durante a adsor¢io de PIS em membranas de PEVA-VBIDA-Ni*". Diante deste fato,
concluiu-se que o desprendimento do ion metilico imobilizado nas membranas de PEVA-
VBIDA pode ter sido ocasionado pelas condiges tamponantes empregadas ou pela forte
interagio entre a proteina (a qual contém uma cauda com seis histidinas) e o ion metalico.
Apesar de ter sido verificado que, na presen¢a do tampio MMA (empregado para a
adsorgio de IgG, BSA e lisozima), ndo houve desprendimento de metais em ambos
suportes, este tampdo ndo poderia ser usado nos experimentos de adsorgio de PIS, visto que
a proteina nestas condigdes, precipitou.

As membranas PEVA-VBIDA-Ni**, apesar da baixa capacidade de adsorcio,
demonstraram seletividade para adsor¢o de pré-insulina recombinante a partir de solugdes
impuras e capacidade de adsor¢io de lisozima comparavel a obtida pelas membranas

PEVA-IDA-Ni’". Além disso, 0s métodos de ativagiio e polimerizagio desenvolvidos foram
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bastante eficientes para aumentar a densidade de ligantes imobilizados nas membranas de
PEVA. Em condigbes otimizadas {de tampio, vazio de alimentagio e vazio de filtrado)
este adsorvente talvez possa demonstrar potencial para futuras aplicacdes com fins de

purificagdo.
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CAPITULO S

CONCLUSOES

A cromatografia em membranas de alcool poli(etileno) vinilico (PEVA) com ions
metalicos imobilizados foi utilizada, neste trabalho, como uma altemativa aos sistemas
IMAC que empregam géis de agarose como matrizes suporte, para a purificagio de pro-
insulina recombinante com cauda de polithistidina) a partir de solugdes clarificada e nido
clarificada.

Inicialmente, demonstrou-se que o método comumente utilizado para a modificagio
de géis de agarose destinados a aplicagio em IMAC (ativagio com epicloridrina e
imobilizacio do agente quelante IDA), pode ser eficientemente empregado para as
membranas de PEVA, visto que estas apresentaram capacidade de imobilizagio de metal
comparavel aos valores encontrados para géis na literatura consultada. A seguir, dentre as
membranas PEVA-IDA-Me”" testadas (sendo Me” os ions Cu”", Ni**, Zn™ e Co™,
somente as membranas PEVA-IDA-Ni** e PEVA-IDA-Cu” apresentaram maior
capacidade para adsorgio de pro-insulina de alta pureza, dentre as quais as membranas
PEVA-IDA-Ni*" demonstraram a melhor seletividade e capacidade para adsorcio de PIS a
partir de solugdes clarificada e ndo clarificada.

A analise de equilibrio demonstrou que adsor¢io de PIS em membrana PEVA-IDA-
Ni*" segue o modelo de Langmuir, provavelmente devido a presenga de ions metilicos
suficientemente espagados no suporte e a cauda com seis histidinas na proteina, os quais
contribuiram para a intera¢fio especifica entre a proteina e o ligante, em detrimento de
interagbes ndo especificas que provocariam o desvio do comportamento de Langmuriano,
comumente ocasionado em sistemas IMAC. Os experimentos cinéticos demonstraram que a

adsorgio de PIS a partir de sohuigdo PIS-IMAC em membrana PEVA-IDA-Ni*' foi limitada
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pela taxa de reagdo na superficie e que o equilibrio foi mais rapidamente atingido (em 30
min) quando empregada solugio na concentragio de 9,0 mg/mL.

A construgio do moddulo de filtragio em escala laboratorial contendo fibras ocas de
PEVA-IDA possibilitou a imobilizagio de uma maior densidade de ligantes (184 umol de
Cu?'/g de membrana seca) do que a obtida em membranas PEVA-IDA finamente cortadas
(40 umol de Cu*'/g de membrana seca), devido a passagem das solugdes de ativacio e
imobilizagio de IDA por todos os poros da membrana. A adsor¢io de PIS a partir de
solucio clarificada foi realizada em diferentes modos operacionais, dos quais a filtragio no
médulo PEVA-IDA-Ni** em modo tangencial com recirculagio do retentado {até o volume
de alimentagdo atingir 10 mL), utilizando a razfio vazio de filtrado (0,5 mL/mmn) por vazio
de alimentacdio (0,7 mL/min) (Q¢Q;) igual a 0,7, foi a condi¢io que demonstrou maior
capacidade de adsorgio de PIS, sendo entfio selecionada para a obtengio de curvas de
ruptura e determinagio da capacidade dindmica do modulo.

As membranas PEVA-IDA-Ni*" contidas no modulo apresentaram capacidade de
adsorgdo de PIS cerca de 3 e 5 vezes menor que as obtidas pelas fibras finamente cortadas,
respectivamente, quando utilizadas solugdes clarificada e nio clarificada, sugerindo que no
mddulo, o acumulo de proteinas (impurezas) na superficie e no interior dos poros pode ter
reduzido a acessibilidade da PIS aos sitios de adsor¢do. Devido a baixa capacidade de
adsorcio de PIS no médulo (onde a vazdo de filtrado foi de 0,5 mL/min)}, investigou-se o
efeito do tempe de residéncia no desempenho do adsorvente, através da filtragio em modo
frontal € em modo tangencial utilizando, respectivamente, vazio de alimentagic e de
filtrado de 0,3 mL/min. Néstas condigdes, a capacidade de adsorcio de PIS a partir de
solugiio clarificada aumentou por um fator de 5 e 3, respectivamente, nas filiragdes em
modo frontal e tangencial, quando comparadas as obtidas com vazio de alimenta¢io (no
modo frontal) e de filtrado de 0,5 mL/min (no modo tangencial). Constatou-se, entiio, que o
tempo de residéncia da PIS no médulo € fundamental para o desempenho do adsorvente no
processo de purificacio.

A comparagio entre o desempenho de membranas PEVA-IDA-Ni*" e o gel
Sepharose-IDA-Ni™*, tradicionalmente empregado pela indastria, demonstrou que o gel
apresentou uma maior capacidade para a adsor¢do de PIS a partir de solugdo clarificada,

provavelmente devido a uma maior densidade de ligantes imobilizados por mL de gel. No
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entanto, verificou-se durante a cromatografia em Sepharose-IDA-Ni°~ um acomulo de
proteinas na parte inferior da coluna, além de tempos bem mais elevados para efetuar as
etapas de lavagem, eluigio e regeneragiio, nio sendo possivel o processamento da solugdo
ndo clarificada.

Como as membranas PEVA-IDA-Ni*" apresentaram menor capacidade de adsorciio
de PIS do que o gel Sepharose-IDA-Ni*", tentou-se melhorar a capacidade para adsor¢io da
proteina desejada através do aumento da densidade de ligantes imobilizados nas
membranas. O método desenvolvido para este fim (ativagio com cloreto de metacriloil e
polimerizagdo com HEMA e VBIDA) foi eficiente, tendo em vista que obteve-se uma
densidade de ligantes nas membranas PEVA-VBIDA-Ni”" 4 vezes maior (148 umol/g seca)
do que a obtida com as membranas PEVA-IDA-Ni*" (37 umol/g seca). Apesar disto, as
membranas PEVA-VBIDA-Ni** demonstraram menor capacidade de adsorcdo de PIS, a
partir de soluges clarificada e nio clarificada, do que a obtida em membranas PEVA-IDA-
Ni**, devido ao desprendimento do ifon metilico durante o processo cromatografico,
ocasionado provavelmente, pelas condi¢es tamponantes empregadas e pela forte afinidade
entre a proteina ¢ o metal. No entanto, a melhor seletividade em relagio as membranas
PEVA-IDA-Ni*", demonstrou o potencial deste adsorvente para a purificagio de PIS a
partir de solugdes rmpuras.

Em suma, as membranas de PEVA seja com o agente quelante IDA ou VBIDA
imobilizado, demonstraram melhores condi¢bes cromatograficas (baixos tempos de
processo € minimos problemas de entupimento do suporte) do que o gel Sepharose-IDA,
possibilitando © processamento de solugio contendo material particulado (solugdo ndo
clarificada), o qual seria impossivel em géis tradicionais. Tais observagdes ressaltam que,
dentro de condigdes otimizadas (tampZo, vazio de alimentagio, vazio de filtrado,
configuragdo), as membranas de PEVA talvez poderiam ser utilizadas industrialmente, em

substituigdo aos géis de agarose, como suportes de afinidade para aplicagdes futuras com

fins de purificagio.
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As membranas de PEVA-IDA, apesar de uma boa seletividade, demonstraram
menor capacitdade de adsorcdo de PIS do que o gel Sepharose-IDA, seja como fibras
finamente cortadas como em modulo de filtragio. No moédulo, o efeito do tempo de
residéncia influenciou na capacidade de adsor¢io de PIS, mas mesmo assim esta continuou
sendo inferior a obtida pelo gel. Para melhorar a capacidade neste suporte, seria necessario
realizar estudos muito mais detalhados, como por exemplo testar outras razdes vazio de
alimentagio por vazio de filtrado ou manter a mesma razio e variar as vazdes de filtrado.

As membranas PEVA-VBIDA apesar de uma menor capacidade de adsorcio de
PIS, apresentaram uma melhor seletividade do que as membranas PEVA-IDA. Tendo sido
constatado que a menor capacidade de adsorgdc de PIS em membranas PEVA-VBIDA foi
ocasionada pelo desprendimento de metal durante o processo cromatografico, devido
provavelmente as condigbes tamponantes e a forte interagio entre a proteina e o metal,
pode-se propor algumas sugestdes para trabalhos futuros tais como:

1) Selecionar dentre os metais Ni**, Cu®*, Zn™ e Co”™ imobilizados nas membranas
PEVA-VBIDA, aquele que apresentar maior capacidade para adsor¢io de pro-insulina
(PIS-IMAC).

2) Testar outras condigdes tamponantes (tampdo, pH, forga idnica) onde ndo haja
desprendimento de metal e a PIS seja estavel;

3) Obtidas as condigdes tamponantes adequadas, realizar experimentos de
purificagio de PIS utilizando as solugSes clarificada e nfo clarificada € comparar com

resultados obtidos pelas membranas PEVA-IDA e gel Sepharose-IDA;
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4) Se a capacidade de adsorgo nas membranas PEVA-VBIDA for préxima a obtida
pelo gel, podem ser construidos modulos em escala laboratorial para os experimentos de
filtragio. Para a obtencio do modulo é necessario otimizar os métodos de ativagdo e
polimerizacdo das fibras.

Como sugestdes ainda, as membranas PEVA-VBIDA podem ser testadas para a
purificagdo de outras proteinas, como anticorpos monoclonais e outras membranas tais
como celulose, quitosana, nylon, PVA, polisulfona e poliétersulfona podem ser ativadas ¢

polimerizadas para a imobilizagdo do VBIDA, visando aplica¢des futuras como sistemas de

purificacdo de proteinas.

110



Capitule 7

Referéncias Bibliograficas

CAPITULO 7

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANDERSSON, L., PORATH, 7. Isolation of phosphoproteins by immobilized metal (Fe™)
affinity chromatography. Analytical Biochemistry, v.154, p.250-254, 1986,

ANSPACH, F.B,, JOHNSTON, A, WIRTH, HJ, UNGER, KK, HEARN, TW. High

performance liquid chromatography of amino acids, peptides and proteins. Thermodynamic
and kinetic investigations on rigid and soft affinity gels with varying particle and pore

sizes. Journal of Chromatography, v.476, p.205-225, 1989.

ASHCROFT, FM., ASHCROFT, SJIH. Insulin: Molecular Biology to Pathology. New
York: Oxford University Press, 1992, 64-66p. e 265-268p.

BAILEY, SM., MEAGHER, M.M. Separation of soluble protein form inclusion bodies in

Escherichia coli lysate using crossflow microfiltration. Journal of Membrane Science,
v.166, p.137-146, 2000,

BEESKOW, T.C., KUSHARYOTO, W., ANSPACH, F.B., KRONER, K H,, DECKWER,
W.D. Surface modification of microporous polyamide membranes with hydroxyethyl

cellulose and their application as affinity membranes. Journal of Chromatography A, v.715,
pA9-65,1995.

BELEW, M., YIP, T.T., ANDERSSON, L., PORATH, J. Interaction of proteins with
immobilized Cu®" - Quantitation of adsorption capacity, adsorption-isotherms and

il1



Capitulo 7

Referéncias Bibliograficas

equilibrium-constants by frontal analysis. Jowrnal of Chromatography, v.403, p.197-206,
1987.

BELEW, M., PORATH, J. Immobilized metal ion affinity chromatography - Effect of

solute structure, higand density and salt concentration on the retention of peptides. Journal

of Chromatography, v.516, n.2, p.333-354,1990.

BRADFORD, MM. A rapid and sensitive method for quantification of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical Biochemistry,
v.72, p.248-254, 1976.

BRANDT, S, GOFFE, R A., KESSLER, S.B,, O’CONNOR, J.L., ZALE, S.E. Membrane-

based affinity technology for commercial scale purifications. Bio-Technology, v.6, p.779-
782, 1988.

BUSH, K.D., LUMPKIN, J. A Structural damage to lactate dehydrogenase during copper

iminodiacetic acid metal affinity chromatography. Biotechnology Progress, v.14, p.943-
950, 1998.

CAMPERI, S.A, GRASSELLL M., SMOLKO, EE, CASCONE, O. Preparation and
characterization of immobilized metal ion hollow-fiber polysulphone membranes. Their

application in high-speed pectic enzyme fractionation. Process Biochemistry, v.39, p.1017-
1024, 2004.

CASTILHO, LR, DECKWER, W.D., ANSPACH, F.B. Influence of matrix activation and

polymer coating on the purification of human IgG with protein A affinity membranes.
Journal of Membrane Science, v.1 72, p.269-277, 2000.

CHARCOSSET, C, SU, Z.G., KAROOR, S, DAUN, G., COLTON, CXK. Protein-A
immunoaffinity holiow-fiber membranes for immunoglobulin-G purificaion -

Experimental characterization. Biotechnology and Bioengineering, v.48, n4, n415-427,
1995,
112



Capitulo 7

Referéncias Bibliogrificas

CHARCOSSET, C. Purification of proteins by membrane chromatography. Journal of
Chemical and Technology Biotechnology, v.71, p.95-10, 1998.

CHASE, H A. Prediction of the performance of preparative affinity chromatography.
Journal of Chromatography, v.297, p.179-202, 1984

COWAN, GH., GOSLING, LS., SWEETENHAM, W.P. Modelling methods to aid the
design and optimisation of batch stured-tank and packed-bed column adsorption and

chromatography units. Journal of Chromatography, v.484, p.187-210, 1989.

COWLEY, DJ, MACKIN, RB. Expression, purification and characterization of
recombinant human pronsulin. FEBS Letters, v.402, p.124-130, 1997.

DYR, J.E., SUTTNAR, J. Separation used for purification of recombinant proteins. Journal
of Chromatography B, v.699, p.383-401, 1997.

DENIZLL A., ALKAN, M, GARIPCAN, B., OZKARA, S., PISKIN E. Novel metal-
chelate affinity adsorbent for purification of immunoglobulin-G from human plasma.

Joumnal of Chromatography B, v.795, p.23-103, 2003.

FINETTE, GMS., QUI-MING, M., HEARN, MT'W. Comparative studies on the
isothermal characteristics of proteins adsorbed under batch equilibrium conditions to 1on-
exchange, immobilized metal ion affinity and dye affinity matrices with different ionic

strength and temperature conditions. Journal of Chromatography A, v.763, p.71-90, 1997.

FLASCHEL, E., FREIHS, K. Improvement of downstream processing of proteins by means

of genetic engineering methods. Advances in Biotechnology, v.11, p.31-78, 1993,

GABERC-POREKAR, V., MENART, V. Perspectives of immobilized-metal affinity
chromatography. Journal of Biochemical and Biophysical Methods, v49, p.335-360, 2001,

113

3
.

LES el

u.,\
Fed
AR TR,

FINVYIND!
VHING

(*



Capitulo 7

Referéncias Bibliogrificas

GHOSH, R. Separation of proteins using membrane chromatography: Opportunities and
challenges. Journal Membrane Science, v.192, p.243-247, 2002.

HAUPT, K., BUENO S M. A. Affinity membranes — In Encyclopedia of Separation Science.
Academic Press., 2000, 225-229p.

HEMDAN, E.S., PORATH, J. Development of immobilized metal affinity-chromatography

2. Interaction of amino-acids with immobilized nickel iminodiacetate. Journal of

Chromatography, v.323, p.255-264, 1985.

HOCHULL E. Large-scale chromatography of recombinant proteins. Jouwrnal of
Chromatography, v.444, p293-302, 1988a.

HOCHULIL E., BANNWARTH, W., BOBELL H, GENTZ, R, STUBER, D. Genetic
approach to facilitate purification of recombinant proteins with a novel metal chelate

adsorbent. Bio-Technology, p.1321-1325, novembro 1988b.

HOU, K.C., HOU, C.J,, ROY, S., ZANIEWSKI, R. Immobilization of protein G on nylon

membrane for the removal of igG from human plasma. Polymer Material Science
Engineering, v.61, p.670-674, 1989

IWATA, H, SAITO, K, FURUSAKI, S, SUGO, T, OKAMOTO, J. Adsomption

characteristics of an immobilized metal affinity membrane. Biotechnology Progress, v.7,
0.5, p.412-418, 1991.

JIANG, W_, HEARN, T.W. Protein interaction with immobilized metal ion affinity ligands
under high ionic strength conditions. Anahtical Biochemistry, v.242, p.45-54, 1996,

JOHNSON, R.D.,, ARNOLD, F.H. Multipomt binding and heterogeneity in immobilized
metal affinity chromatography. Biotechnology and Bioengineering, v .48, p.437-443, 1995,

114



Capitulo 7

Referéncias Bibliograficas

JOHNSON, R.D., TODD, RJ, ARNOLD, FH Multipomt binding in metal-affinity
chromatography .2. Effect of pH and imidazole on chromatographic retention of engineered

histidine-containing cytochromes ¢. Journal of Chromatography A, v.725, n2, p.225-235,
1996.

KIYOHARA, S, KIM, M, TOIDA, Y, SAITO, K., SUGITA, K., SUGO, T. Selection of a
precursor monomer for the introduction of affinity ligands onto a porous membrane by

radiation-induced graft polymerization. Journal of Chromatography, v.758, p.209-215,
1997.

KLEIN, E. Affinity membranes —~ Their chemistry and performance in adsorptive
separation process. New York: John Wiley & Sons, INC_, 1991, 15-25p.

KLEIN, E., EICHHOLZ, E., THEIMER, F., YEAGER, D. Affinity membranes prepared

from hydrophilic coatings on microporous polysulfone hollow fibers. Journal of Membrane
Science, v.90, p.69-80, 1994,

KLEIN, E, YEAGER, D., SESHADRI, R., BAURMEISTER, U. Affinity adsorption
devices prepared form microporous poly(amide) hollow fibers and sheet membranes.

Journal of Membrane Science, v.129, p31-46, 1997.

KOCHAN, JE, WU, Y], ETZEL, M R. Purification of bovine.immunoglobulin G via

protein G affinity membranes. Industrial & Engineering Chemical Research, v 35, p.1150-
1155, 1996.

KRISHNAMURTHY, R, MADURAWE, RD., BUSH, K.D., LUMPKIN, J.A. Conditions
promoting metal-catalysed oxidations during immobilized Cu” -iminodiacetic acid metal
affinity chromatography. Biotechnology Progress,v.11, p.643-650, 1995.

KUBOTA, N., KONNO, Y., SAITO, K., SUGITA, K., WATANABE, K, SUGO, T.
Module performance of anion-exchange porous hollow-fiber membranes for high-speed

protein recovery. Journal of Chromatography A, v.782, p.159-165, 1997.

115



Capitulo 7

Referéncias Bibliograficas

LABROU, N., CLONIS, Y.D. The affinity technology in downstream processing. Journal
of Biotechnology, v.36, p.95-119, 1994,

LEBNINGER, A L. Principios da Bioguimica. Sio Paulo: Sarvier, 1984, 41-46p.

LIESIENE, J., RACAITYTE, K., MORKEVICIENE, M., VALANCIUS, P, BUMELIS,
V. Immobilized metal affinity chromatography of human growth hormone. Effect of ligand
density. Journal of Chromagraphy A, v.764, p.27-33, 1997.

LIU, Y-C., CHANGCHIEN C.C, SUEN, S.-Y. Purification of penicillin G acylase using

immobilized metal affinity membranes. Jowmnal of Chromatography B-Analytical .
Technologies in the Biomedical and Life Sciences, v. 794, p.67-76, 2003,

LUCENA, S L. Modelagem e simulagéo da separacio das proteinas a-lactoalbuminag e -
lactoglobulina por cromatografia preparativa em resinas trocadoras de dnions utilizando

leito movel simulado. Campinas: Faculdade de Engenhana Quimica, Universidade Estadual

de Campinas, 1999. 47p. Tese (Doutorado).

MA, X H., MOHAMMAD, S.F., KIM, S'W. Heparin removal from blood using poly(l-

lysine) immobilized hollow fiber. Biotechnology and Bioengineering, v.40, n.4, p.530-536,
1992,

MACHADO, R L. Despirogenagdo de solugdes de imunoglobulina G humana: Adsorgdo

de endotoxinas em membranas de quitosana. Campinas: Faculdade de Engenharia Quimica,

Universidade Estadual de Campinas, 2003. Tese (Mestrado).

MACKIN, R.B. Streamlined procedure for the production of normal and altered versions of

recombinant human proinsulin. Protein Expression and Purification, v.15, p.308-313,
1999.

116



Capitule 7

Referéncias Bibliograficas

MACKIN, RB., CHOQUETTE, MH. Expression, purification and PCl-mediated

processing of (HIOD, P28K, and K29P)-human promnsulin. Protein Expression and
Purification, v.27, p.210-219, 2003.

MERGULHAQ, FJM, TAIPA, M A, CABRAL, JM.S., MONTEIRO, G.A. Evaluation

of bottlenecks in proinsulin secretion by Escherichia coli. Journal of Biotechnology, v.109,
p.31-43, 2004.

MORRIS, L R, MOCK, R A, MARSHALL, C A, HOWE, I H. Synthesis of some amino

acid dernivatives of styrene. Jowrnal of the American Chemical Society, v.81, n.2, p.377-382,
1959.

MORRISSEY, I.H. Silver stain for proteins in polyacrylamide gels: A modified procedure
with enhanced uniform sensitivity. Analytical Biochemistry, v.117, p.307-310, 1981.

NIEBA, L., NIEBA-AXMANN, S.E, PERSSON, A, HAMALAINEN, M., EDEBRATT,
F., HANSSON, A, LIDHOLM, J, MAGNUSSON, K., KARLSSON, AF,
PLUCKTHUN, A. Biacore analysis of histidine-tagged proteins using a chelating NTA
sensor chip. Analytical Biochemistry, v.252, p.217-228, 1997,

NILSSON, J., JONASSON, P, SAMUELSSON, E., STAHL, S., UHLEN, M. Integrated

production of human insulin and its C-peptide. Journal of Biotechnology, v.48, p.241-250,
1996

OSWALD, T., HORNBOSTEL, G., RINAS, U, ANSPACH, F.B. Purification of
(His)sRcotRV [recombinant restriction endonuclease EcoRV fused to a (His)s affinity

domain] by metal-chelate affinity chromatography. Biotechnology and Applied
Biochemistry, v.25, p.109-115, 1997.

PETRIDES, D, SAPIDOU, E., CALANDRANIS, J. Computer-aided process analysis and

economic evaluation for biosynthetic human insulin production. A c¢ase study.

Biotechnology and Bioengineering, v.48, p.529-541, 1995.
117



Capitulo 7

Refergncias Bibliograficas

PETSCH, D., DECKWER, WD, ANSPACH, FB, LEGALLAIS, C(,
VIJAYALAKSHMI, M. Endotoxin removal with poly(ethyleneimine)-immobilized

adsorbers: Sepharose 4B versus flat sheet and hollow fiber membranes. Jowrnal of

Chromatography B, v.707, p.121-130, 1998,

PORATH, J., CARLSSON, J, OLSSON, I, BELFRAGE, G. Metal chelate affinity
chromatography, a new approach to protein fractionation. Nature, v.258, p.598-599, 1975.

PORATH, J., OLIN, B. Immobilized metal ion affinity adsorption and immobilized metal

ion affinity chromatography of biomaterials. Serum protein affinities for gel-tmmobilized

iron and nickel ions. Biochemistry, v.22, p.1621-1630, 1983.

REIF, O.W,, NIER, V,, BAHR, U, FREITAG, R. Immobilized metal affinity membrane

adsorbers as stationary phases for metal interaction protein separation. Jowmal of
Chromatography A, v.664, p.13-25, 1994,

ROPER, DK, LIGHTFOOT, EN. Separation of biomolecules using adsorptive
membranes. Journal of Chromatography A, v.702, p.3-26, 1995,

SAKURADA, Y., SUEOKA, A, KAWAHASHI, M. Blood purification device using

membranes derived from poly(vinyl alcohol) and copolymer of ethylene and vinyl alcohol.

Polymer Journal, v.19, n.5, p.501-513, 1987

SCOBLE, J A, SCOPES, RK. Assay for determining the number of reactive groups on
gels used in affinity chromatography and its application to the optimization of the

epichlorohydrin and divinylsulfone activation reactions. Journal of Chromatography A,
v.752, p.67-76, 1996.

SELLERGRAN, B. Molecularly imprinted polymers. New York: Elsevier, 2001, 21-26p.

SERPA, G. Purificagdo de anticorpos monoclonais anti-TNP do isotipo IgGl utilizando

cromatografia em membranas de afinidade com ions metdlicos imobilizados. Campinas:
118



Capitule 7

Referéncias Bibliograficas

Faculdade de Engenhana Quimica, Universidade Estadual de Campinas, 2002. 46-49p.
Tese (Mestrado).

SENEL, S, SAY, R, ARICA, Y., DENIZLI, A Zinc ion-promoted adsorption of lysozyme
to cibacron blue F3GA-attached microporous polyamide hollow-fiber membranes. Colloids

and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, v.182, p.161-173, 2001.

SHARMA, S., AGARWAL, GP. Interactions of proteins with immobilized metal ions -
Role of ionic strength and pH. Journal of Colloid and Interface Science, v.243, n.1, p.61-
72, 2001.

SKIDMORE, GL., HORSTMAN, B.J, CHASE, HA Modelling single-component

protein adsorption to the cation exchanger S Sepharose FF. Journal of Chromatography,
v.498, p.113-128, 1990.

SMITH, M.C., FURMAN, T.C, INGOLIA, TD., PIDGEON, C. Chelating peptide-
immobilized metal ion affinity chromatography, a new concept in affinity chromatography

for recombinant protens. The Journal of Biological Chemistry, v.263, n.15, p.7211-7215,
1988.

SUEN, S., ETZEL, M. A mathematical analysis of affinity membrane bioseparations.
Chemical Engineering Science, v.47, n.6, p.1355-1364, 1992.

SUEN, S.Y., CARACOTSIOS, M., ETZEL, MR Sorption kinetics and axial diffusion in

binary-solute affinity-membrane bioseparations. Chemical Engineering Science, v.48, n.10,
p.1801-1812, 1993

SUEN, S.Y., ETZEL, MR. Sorption kinetics and breakthrough curves for pepsin and

chymosin using pepstatin-A affinity membranes. Journal of Chromatography A, v.686, n.2,
p.179-192, 1994,

119




Capitulo 7

Referéncias Bibliograficas

SUEN, S.Y., TSAL Y.H., CHEN, RL. Comparison of breakthrough performance using

dye-affinity membrane disks and gel bead columns. Separation Science and Technology,
v.35, n.4, p.573-591, 2000.

SUEN, S.Y., LIU, Y.-C., CHANG, C.-S. Exploiting immobilized metal affinity membranes
for the isolation or purification of therapeutically relevant species. Journal of

Chromatography B, v.797, p.305-319, 2003.

SULKOWSK]I, E. Purification of proteins by IMAC. Trends in Biotechnology, v.3, p.1-11,
1985.

SULKOWSKI, E. Immobilized metal-ion affinity chromatography of proteins on IDA-Fe*".
Makromolekulare Chemie-Macromolecular Symposia, v.17, p.334-335, 1988.

SULKOWSKI, E. The saga of IMAC and MIT. Bio Essays, v.10, p.70-175, 1989.

THOMMES, J., KULA, M.R. Membrane Chromatography - an integrative concept in the

downstream processing of protemns. Biotechnology Progress, v.11, p.357-36, 1995,

TIKHONOV, RV, PECHENOV, SE, BELACHEU, 1A, YAKIMOV, SA,
KLYUSHNICHENKO, V.E, BOLDIREVA, EF, KOROBKO, V.G, TUNES, H,
THIEMANN, JE., VILELA L, WULFSON, AN. Recombinant human msulin. VIIL
Isolation of fusion protein-S-sulfonate, biotechnological precursor of human insulin, from

the biomass of transformed Escherichia coli cells. Protein FExpression and Purification,
v.21, p.176-182, 2001.

TODD, R.J., JOHNSON, R.D., ARNOLD, F.H. Multiple-site binding interactions in metal-

affinity chromatography. 1. Equilibrium binding of engineering histidine-containing
cytochromes c. Journal of Chromatography, v.662, p.13-26, 1994,

120



Capitulo 7

Referéncias Bibliograficas

TSAIL Y.H., WANG, MY, SUEN, SY. Purification of hepatocyte growth fator using
polyvinyldiene fluoride-based immobilized metal affinity membranes: Equilibrium

adsorption study. Journal of Chromatography B, v.766, p.133-143, 2001.

TSUNEDA, S., SAITO, K., FURUSAKI, S, SUGO, T. High-through processing of

proteins using a porous and tentacle anion-exchange membrane. Jowrnal of

Chromatography, v.689, p.211-218, 1995a.

TSUNEDA, S., SAITO, K., SUGO, T., MAKUUCH]I, K. Protein adsorption characteristics

of porous and tentacle anion Exchange membrane prepared by radiation-induced graft

polymerization. Radiation Physical Chemistry, v 46, p.239-245, 1995b.

VIDYASANKAR, S., RU, M., ARNOLD, FH. Molecularly imprinted ligand-exchange

adsorbents for the chwal separation of underivatized aminoacids. Journal of

Chromatography A, v.775,n.18, p.51-63, 1997.

VIJAYALASKHMI, M A Pseudobiospecific ligand affinity chromatography. Trends in
Biotechnology, v.7,p.71-76, 1989.

WEISSENBORN, M., HUTTER, B., SINGH, M., BEESKOW, T.C, ANSPACH, FB. A
study of combined filtration and adsorption on nylon-based dye-affinity membranes:
Separation of recombinant L-alanine dehydrogenase from crude fermentation broth.

Biotechnology and Applied Biochemistry, v.25, p.159-168, 1997.
WINTER, J, NEUBAUER, P, GLOCKSHUBER, R., RUDOLPH, R. Increased
production of human proinsulin in the periplasmic space of Escherichia coli by fusion to

DsbA. Journal of Biotechnology, v.84, p.175-185, 2000.

WINTER, J., LILIE, H, RUDOLPH, R. Renaturation of human proinsulin - A study on
refolding and conversion to insulin. Anabytical Biochemistry, v.310,n2, p.148-155, 2002.

121



Capitulo 7

Referéncias Bibliograficas

WONG, I, ALBRIGTH, RL., WANG, NHW. Immobilized metal ion affinity

chromatography (IMAC)-chemistry and biosepartion applications. Separation and
Purification Methods, v.20 p.49-106, 1991.

WU, CY., SUEN, 8Y,, CHEN, S.C, TZENG, JH Analysis of protein adsorption on

regenerated cellulose-based immobilized copper ion affinity membranes. Journal of

Chromatography A, v.996, p.53-70, 2003.

YANG, L., A, L., ZOU, H.,, ZHOU, D, ZHANG, Y. Immobilized metal ion affinity

composite membrane base don cellulose for separation of biopolymers. Science in China
Series B Chemistry, v.41, p.596-605, 1998.

ZENG, X, RUCKENSTEIN, E. Control of pore sizes in macroporous chitosan and chitin
membranes. /ndustrial Engineering Chemical Research, v.35, p.4169-4175, 1996.

ZENG, X, RUCKENSTEIN, E. Membrane chromatography: preparation and applications
to protein separation. Biotechnology Progress, v.15, p.1003-1019, 1999.

ZOyU, H, LUO, Q., ZHOU, D. Affinity membrane chromatography for the analysis and

purification of proteins. Jouwrnal of Biochemistry and Biophysical Methods, v.49, p.199-
240, 2001.

122



Apéndice A

APENDICE A

1 - Dados utilizados para a constru¢fio da isoterma de adsorcio

Estdo apresentados na Tabela 1A os valores experimentais das concentragdes
iniciais (Co) e de equilibnio (C.) obtidos através dos experimentos descritos no item 3.2.7
de “Materiais e Métodos”. Os valores da quantidade de proteina adsorvida pelo suporte (Q)

foram calculados através da equaciio 2.5 do item 2.5 da “Revisdo Bibliografica”.

Tabela 1A: Valores experimentais de Cp e C.4 e valores calculados de Q.

Co Ceq Q Desvio de Q
0 0 0 0

0,454 0,02128 2232 0
0,888 0,115 39,69 0,05567

1,84 0,48 70,10 0

3,20 1,05 110,05 1,70007

5,00 24 135,62 1,42926.

6,90 3,87 155,93 0,84251

10,0 6,48 17298 3,22

2 - Dados da cinética de adsorgio

Nas Tabelas 2A a 4A estio apresentados os valores da concentracdo de proteina no
sobrenadante {C) com o tempo obtidos através dos experimentos cinéticos descritos no item
3.2.8. de “Materiais ¢ Métodos” e os valores de C tedricos correspondentes a curva

tracejada dos graficos 4.9 a2 4.11 do item 4.5.2 de “Resuitados e Discussdo”. Os valeres de
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C tedricos foram obtidos utilizando a solugio analitica de Skidmore et al. (1990) para o
modelo da taxa cinética constante de Chase (1984) como descrito na equagio 2.7 do item

2.5 da “Revisio Bibliografica”.

Tabela 2A: Vanagao da concentragio de proteina no sobrenadante com o tempo para uma

solugio na concentragfo inicial de 1,0 mg/ml.. Valores experimentais e teoricos.

Tempo (min) C (mg/ml) C tebrico (mg/ml)
0,166 0,95617 : 0,99046
0,333 0,93468 0,98099

0,5 00,9040 097165
1 0. 76085 0,94448
5 0.64468 0,76283

10 0,61638 0,60235

20 047106 041186

30 0,39000 0,31423

60 0,22809 0,21925

1207 0,15617 0,20121

180 0,12021 0,2007
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Tabela 3A: Varacio da concentracio de proteina no sobrenadante com o tempo para uma

soluciio na concentragdo inicial de 5,0 mg/mL. Valores experimentals e tedricos.

Tempo {min) C (mg/mL) C tedrico (mg/mL)
0,166 511702 4,98296
0,333 4,73191 496596

05 4.5766 494911
1 4,70851 4,89955
5 44234 45455

10 41234 418867
20 4,02766 3,66951
30 3,04043 3,316
60 2,76596 2,7442
120 251277 238089
180 2,42979 2,29358
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Tabela 4A: Vanagio da concentracio de proteina no sobrenadante com o tempo para uma

solugiio na concentragdo inicial de 9,0 mg/ml.. Valores experimentais e tedricos.

Tempo (min) C (mg/mL) C tedrico (mg/mL)
0,166 8.82128 8.79286
0,5 9,00574 8,42621
1 7.40426 7.97778
5 6,38298 6,39455
10 6,22128 5,945
20 6,16383 5,.8169
30 5,.95745 5.8092
60 5.99149 5.8087
120 5,05745 5,8087
180 5,90426 5,8087
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