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RESUMO

A orto-fosfo-L-tirosina (P-Tyr) é um derivado do aminoacido tirosina, obtido pela
substituicdo do grupamento hidroxil por um grupamento fostato, processo
conhecido como fosforilacdo. P-Tyr foi imobilizado em gel de agarose ativado
com 1,4 butanodiol diglicidil éter (bisoxirano) e, em seguida, o efeito do tipo de
sistema tamponante, do pH e da condutividade, foram estudados para avaliar a
natureza da interagao entre IgG-P-Tyr. A andlise da contribuicao dos diferentes
grupamentos funcionais presentes na estrutura do P-Tyr na adsorcédo de IgG
humana indicou a predominédncia de interacdo eletrostatica através do
grupamento fosfato, embora a contribuicdo dos grupamentos aromaticos e
carboxilico ndo possa ser descartada. Foi possivel obter IgG com pureza maior
gue 90% quando o plasma foi diluido em trés deles: HEPES, a 25 mmol L' pH
7,0, Tris-HCI e fosfato de sédio (NaP), a 10 mmol L' em pH 7,0 e 6,0,
respectivamente. Para o sistema tamponante EPES, a capacidade maxima de
adsorcéo de IgG foi de 273,51 + 12,63 mg g™, obtida a 20°C e para o NaP foi de
179,00 + 10,31 mg g" a 25°C. A constante de dissociagao foi da ordem de 10°°
mol L, indicando afinidade média de IgG por P-Tyr. Foi possivel obter o
fragmento Fab sem contaminacdo de fragmentos Fc na etapa de eluicdo
(baseado na analise de Western blot), com 98% de pureza e 86% de

recuperacio somente para o sistema tamponante HEPES 25 mmol L' pH 7,0.



ABSTRACT

The ortho-fosfo-L-tyrosine (P-Tyr) is an amino acid derivative, that is obtained,
replacing the hydroxyl group by a phosphate group, process known as
phosphorylation. P-Tyr was firstly immobilized in agarose gel activated with 1,4
(bisoxiran), then the effect of buffer systems, pH and conductivity were studied in
order to evaluate the nature of the interaction between IgG and P-Tyr. The
analysis of how the various functional groups present in the P-Tyr chemical
structure contribute to the adsorption of human IgG indicated the predominance
of electrostatic interaction through the phosphate group, although the contribution
of the carboxylic and aromatic groupings cannot be discarded. Purity greater than
90% was obtained for three of them: 25 mmol L"THEPES at pH 7.0; 10 mmol L-
Tris-HCI at pH 7.0 and 10 mmol L 'sodium phosphate (NaP) at pH 6.0. For the
buffer system 25 mmol L' HEPES at pH 7.0, the maximum adsorption capacity
was achieved at 20 °C and was of 273.51 + 12.63 mg g™!, while for 10 mmol L-
'NaP at pH 6.0 it was of 179.00 + 10.31 mg g, reached at 25 °C. Furthermore,
the dissociation constant for these both buffers system were of the order of 10-°
mol L', which indicates a medium affinity. Fab fragment was successfully
adsorbed without Fc contamination when the buffering system 25 mmol L
'HEPES at pH 7.0 was applied (Western blot based), resulting in a 86% of

recuperation and 98% of purity.
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PREFACIO

Esta tese foi desenvolvida na Faculdade de Engenharia Quimica no
Departamento de Engenharia de Materiais e de Bioprocessos (DEMBIo) e inclui
em seus capitulos dois artigos de minha co-autoria. Esse modelo de
apresentacdo é uma opcao validada pelo artigo 2° da Informacéo
CCPG/001/2015, de 17/06/2015 (ANEXO 1).

Como exigido esta tese consta de uma introdugéo que abrange o contexto
atual na purificagédo de IgG, objetivo e estratégia de trabalho. Na Fundamentagéao
Tedrica sao detalhados os aspectos especificos da imunoglobulina G, assim
como as técnicas utilizadas para sua purificacao. Para este trabalho, a técnica
utilizada foi a cromatografia de afinidade e, juntamente com a descricao desta
técnica, foram também apresentadas as caracteristicas e aplica¢des dos ligantes
propostos neste trabalho. A secdo Resultados e Discusséao foi dividida em dois
tépicos que correspondem a apresentacao de dois artigos, um publicado e outro

submetido, seguido de uma discusséao geral.

O artigo j&  publicado Phosphorylated-tyrosine  based
pseudobioaffinity adsorbent for the purification of immunoglobulin G
(publicado em Journal of Chromatography B, volume 1052, paginas 10-18, 2017)
apresenta um estudo sobre a adsor¢édo de IgG humana no ligante derivado de
aminoacido orto-fosfo-L-tirosina (P-Tyr) avaliando o efeito do sistema
tamponante, do pH e da condutividade na interacdo da IgG com o ligante.
Também apresenta um estudo sobre a contribuigcdo dos diferentes grupamentos
funcionais presentes na estrutura do P-Tyr quando comparado com ligantes
controles. A aplicacao do P-Tyr foi estudada para a purificacédo de IgG a partir do

plasma humano.

O artigo submetido The effect of the buffer system on the adsorption
of human IgG and Fab fragments onto phospho-L-tyrosine based
pseudobioaffinity adsorbent apresenta um estudo sobre o efeito do sistema
tamponante na adsorcdo seletiva de IgG a partir do plasma humano e do
fragmento Fab a partir de uma solucdo resultante da clivagem da IgG pela
enzima papaina que consiste em (Fab+Fc+lgG intacta) em cromatografia de
afinidade utilizando como matriz o P-Tyr-agarose.
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CAPITULO 1. INTRODUCAO

A pesquisa na area de purificagao de bioprodutos tem possibilitado grande
desenvolvimento de técnicas de separagao de proteinas e peptideos para uso
terapéutico, diagndstico e para obtengao de vacinas. Proteinas e peptideos para
estas aplicacoes tém sido obtidos a partir de fluidos ou tecidos humanos, animais
e vegetais, ou produzidos em cultura de células modificadas geneticamente ou
nao (LIMA et al., 2001, DUROCHER e BUTLER, 2009, ZHAO et al., 2014; ELVIN
et al., 2013; BAKHSHPOUR et al., 2016).

Anticorpos representam uma importante categoria de biomoléculas devido
ao seu crescente emprego no tratamento e diagnéstico de varias doencgas, bem
como em pesquisa em imunoproteémica (ANDERSEN E REILLY, 2004; ROQUE
et al., 2004; NILSSON et al., 2005; TJALSMA et al., 2008, ARORA et al, 2017).
No entanto, a maior parte dessas aplicagbes exigem uma solucdo homogénea
de alta pureza o que é limitado pela natureza proteica complexa do meio ou fluido
em que sao obtidas essas biomoléculas. A purificacdo de muitos bioprodutos
ainda permanece um desafio, visto que os processos de purificagdo sao, de
maneira geral, multietapas, longos e de alto custo (LOWE, 2001, ROQUE et al.,
2007, AYYAR et al., 2012).

As técnicas cromatograficas empregadas para purificagdo de anticorpos
policlonais e monoclonais sao basicamente as mesmas, envolvendo uma
combinacao de métodos que exploram diferentes tipos de interacbes (ROQUE
et al., 2005). A cromatografia de afinidade com os ligantes bioespecificos
imobilizados, proteinas A, G ou L, tem sido comumente empregada para
purificacdo de anticorpos (NILSON et al., 1993; AYBAY, 2003, ROQUE et al.,
2005, ROQUE e LOWE, 2005, ADIKANE e IYER, 2013). No entanto, esses
adsorventes apresentam custo elevado e algumas limitacbes a serem
contornadas como, por exemplo, a inativagcdo da matriz devido as condigdes
extremas de sanitizacdo, que acarreta na perda da capacidade de adsorcao
(ARNOLD et al., 2006; SHENG e KONG, 2012).

Uma alternativa aos ligantes bioespecificos sdo os ligantes
pseudobioespecificos, que apresentam algumas vantagens tais como: baixo
custo, simplicidade e robustez. Dentre os varios ligantes pseudobioespecificos
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que tém sido propostos em alternativa as proteinas A, L e G pode-se citar os
aminoacidos. Estes vém sendo muito estudados atualmente por apresentarem
estrutura quimica simples, baixo custo, além da alta capacidade de adsorcéo,
alta estabilidade em diferentes condigdes quimicas/fisicas e resisténcia a
degradacao microbiolégica (VIJAYALAKSHMI, 1989; ANSPACH et al.,1996;
CHAMPAGNE et al., 2007). A literatura relata varios aminoacidos e derivados
de aminoacidos como ligantes em cromatografia visando a purificacao de IgG,
tais como histidina, fenilalanina, arginina, poli-L-lisina (PLL), o-fosfo-L-serina
(OPS) e triptofano (BUENO et al., 1995; GAN et al., 2000; PITIOT et al., 2001;
SUN et al., 2006; BAYRAMOGLU et al., 2007; BRESOLIN et al., 2009; SOUZA
et al., 2010; BRESOLIN et al., 2010; BRESOLIN et al., 2011; NAIK et al., 2011;
VICTOR e SHARMA, 2011; BRESOLIN e BUENO, 2012).

Por meio de técnicas de modelagem molecular (“molecular docking”), Naik
e colaboradores (2011) demonstraram que os residuos dos aminoacidos
triptofano (indol), fenilalanina (fenil) e tirosina (fenol) participam diretamente na
formagao do complexo de interagédo entre a molécula de IgG humana e o sitio de
ligacdo da proteina A (dominio B). Com base nessas informagdes, os autores
imobilizaram esses aminoacidos em suportes sélidos via grupamento amino e 0s
utilizaram como ligantes para purificacao de IgG a partir do plasma humano,
obtendo captura desta proteina em todos os adsorventes. No entanto, alto grau
de pureza (90%) foi alcancado somente para triptofano como ligante, ndo sendo
apresentado, no entanto, dados sobre recuperacdo. Os autores ndo elucidaram
se a adsorcao se deve predominantemente a interacées hidrofébicas entre as
moléculas de IgG e os grupos aromaticos (indol, fenol e fenil) dos aminoacidos
ou se a contribuicido da carga negativa do grupo carboxilico também é
significativa. O alto grau de pureza de IgG foi alcangado somente com a adi¢ao
de PEG 600 (polietileno glicol) no sistema tamponante (nas etapas de adsorgao
e eluicdo), sendo necessaria sua posterior remocao por diafiltracdo. Como os
autores ndo demonstraram se a presenca de PEG no sistema tamponante
alterava ou ndo as caracteristicas estruturais e funcionais das biomoléculas do
plasma humano, ndo é recomendado o emprego imediato desse ligante para a
purificacao de IgG.
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Aminoéacidos contendo grupos ibnicos livres para interacao com proteinas
do soro humano tém sido estudados por varios autores que verificaram que as
forcas que governam a adsorgdo sao predominantemente de natureza
eletrostatica, embora outros tipos de interacées ndo possam ser descartadas.
Quanto a contribuicdo de grupos ibnicos livres de residuos de aminoacidos na
purificacdo de IgG humana, varios autores tém verificado que as forcas que
governam a adsorgdo sdo predominantemente de natureza eletrostatica das
cadeias laterais de aminoacidos arginina, lisina e orto-fosfo-L-serina (OPS),
embora outros tipos de contribuicAio nao possam ser negligenciadas
(BAYRAMOGLU et al., 2007; BRESOLIN et al., 2011; BRESOLIN e BUENO,
2012). Para os dois primeiros aminoacidos citados, os grupamentos livres para
interacdo com IgG encontram-se positivamente carregados em ampla faixa de
pH, sendo esta proteina obtida na fracdo nao retida (“flowthrough”), enquanto
que o OPS encontra-se negativamente carregado, proporcionando a adsorcao
de IgG.

Embora aminoacidos e seus derivados sejam muito empregados como
ligantes para purificacao de IgG de diversas fontes, a contribuicdo de diferentes
grupos funcionais (ibnicos e aromaticos) destes ligantes na adsorcédo de IgG
ainda nao foi completamente elucidada.

O aminoacido orto-fosfo-L-tirosina (P-Tyr), proposto neste trabalho, &
resultado da fosforilacdo do aminoacido nao essencial L-tirosina, ou seja, por
meio de proteinas quinases o grupamento hidroxil da L-tirosina é substituido por
um grupamento fosfato (HANKS e QUINN, 1991). A utilizagdo deste aminoacido
como ligante em cromatografia de afinidade se resume ao trabalho publicado por
Afonso e colaboradores (2014) onde P-Tyr foi utilizado para a purificagcdo do
microRNA pre-MIR-29, que sdo moléculas de RNA néo codificantes envolvidas
na regulacdo pos-transcricional dos genes alvo. A interagé@o hidrofobica entre o
grupamento aromatico presente no P-Tyr e o RNA possibilitou a adsor¢ao deste
no ligante, com recuperacao de 71% e pureza de 52%. Antes da realizagédo deste
trabalho ndo foram encontrados na literatura artigos que relatassem a utilizacédo

do P-Tyr para a purificacao de IgG.
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1.1 OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo estudar o derivado de aminodacido orto-
fosfo-L-tirsosina (P-Tyr) imobilizado em agarose (previamente ativada com
bisoxirano) na captura e purificacdo de IgG humana. A fim de avaliar a
contribuicdo desses grupamentos na captura de IgG propbs-se avaliar a
porcentagem de IgG adsorvida em P-Tyr comparando com os aminoacidos
utilizados como controle, sendo eles: L-tirosina (L-Tyr), L-fenilalanina (L-Phe),
tiramina (Tyra), fenetilamina (PEA), e com acido amino-metil fosférico (AMPA).
O efeito do sistema tamponante, do pH, da condutividade e da forga i6nica na

captura e/ou purificagéo de IgG foi também avaliado.



1.2. ESTRATEGIA DE TRABALHO
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Para atingir o objetivo proposto, o estudo foi conduzido em etapas

conforme apresentado nos diagramas das Figuras 1.1, 1.2 e 1.3.

[ Estudo da adsorgao de IgG humana alta pureza

P-Tvr-agarose

| L-Tyr-agarose

L-Phe-agarose

| Diferentes ligantes

imobilizados em dgarose Tira-agarc-se
PEA -agarose

AMPA-ggarose

vl 25 mmol L1

Diferentes tampdes em

valores de pH entre 5,0 e 8,0 I ‘l

Carga positiva:

] Carga positiva:
Tris-HCI
] Carga negativa:
] NaP e AcNa
Zwiteribnico: MES,
HEPES e MOPS

10 mmel L1 Tris-HCI
Carga negativa: NaP
Andlise do efeito do sistema Andlise da contribuigio dos
tamponante, pH e forga idnica na diferentes grupamentos funcionais
capacidade de adsorg¢io de lgG em presentes na estrutura do P-Tyr
P-Tvr-agarose. guando comparado com o5 ligantes
controle.

Figura 1.1: Etapas realizadas para o estudo da adsor¢éo de IgG humana no

adsorvente P-Tyr-agarose.



[ Purificagido de lgG a partir do plasma humane nas condigées selecionadas

Plasma diluido 10 vezes
| Ligante |’—‘| P-Tyr-agarose | Carga positiva:

Bis-Tris

Plasma diluido 10 vezes

Zwiteridnico: MES,

4
'I 26 mmol L HEPES e MOPS

Diferentes tampdesem |
valores de pH entre 50e 8,0 |

Plasma diluido 13 vezes

" -l 10 mmol L Carga positiva:
Tris-HCI

Plasma diluido 15 vezes

Carga negativa: NaP

Avaliagdo da melhor condigio de purificagdo de IgG a partir do plasma humano

HEPES 25 mmol L' pH 7,0 Nap 10 mmol L' pH 6,0
Determinagio de parimetros Cinética de Isotermas
termodindamicos adsorgio de adsorgio

Figura 1.2: Etapas realizadas para o estudo da purificacdo de IgG humana a
partir do plasma humano no adsorvente P-Tyr-agarose.

[ Estudo da adsorgéo do fragmento Fab em P-Tyr-agarose
Clivagem de lgG humana Obtencéao dos
pela enzima Papaina fragmento Fab
[ Ligante ]—[ P-Tyr-agarose ]
Carga positiva: Tris-
HCl e Bis-Tris pH 7,0
) _[ 2% mmol L Zwiteri6nico:HEPES |
- e MOPS pH 7,0
[ Diferentes tampdes ] -
10 mmol L Carga positiva:
FEREE Tris-HCI pH 7,0
Carga negativa:
NaP pH 6,0

Avaliagédo da melhor condigédo de adsorgédo de Fab — HEPES 25 mmol L' pH 7,0

Figura 1.3: Etapas realizadas para o estudo da purificacdo do fragmento Fab a

partir de solucao de IgG humana clivada pela enzima papaina no adsorvente P-

Tyr-agarose.
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CAPITULO 2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. IMUNOGLOBULINA G: ESTRUTURA E FUNCAO

A imunoglobulina G (IgG) é uma proteina que faz parte do sistema de
defesa imunologica, sintetizada e secretada pelos linfécitos B das células
plasmaticas e que atua diretamente na inativacao e eliminacao de um antigeno
(MILSTEIN, 1980; ABBAS, 2003). Presente no plasma humano em concentragéo
que varia de 8,0 mg mL" a 18,0 mg mL"' (PUTNAM, 1984), a IgG pertence ao
grupo das glicoproteinas com massa molar de 150 kDa, e € constituida de 82 a
96% de aminoacidos e 4 a 18% de carboidratos (HOLT et al., 2003). Quanto a
estrutura e tamanho, apresenta duas cadeias polipeptidicas leves idénticas (CL)
com massa molar de 25 kDa e duas cadeias pesadas idénticas (Cp) com massa
molar de 50 kDa (VLUG e VAN REMORTEL, 1989; ALBERTS et al., 1997). As
quatro cadeias polipeptidicas se mantém unidas por ligacées dissulfeto e por
ligagcdes néo covalentes, estruturadas em forma de “Y” (Figura 1) (ROQUE et al.,
2007; REN et al., 2008; COSTA et al., 2010).

A acao especifica da IgG na protecdo contra agentes patogénicos tem
relacdo com duas regides presentes em sua estrutura, a porgédo Fab e Fc. A
porcdo Fab contém o sitio de ligacao ao antigeno e a porcédo Fc é responsavel
pela atividade efetora da IgG, ou seja, atua diretamente em funcdes bioldgicas,
tais quais: a indugcédo de fagocitose por leucocitos fagociticos e citotoxicidade
celular dependente de anticorpos por células NK, fagocitose de antigenos
ligados a anticorpos, da ativagdo de mastocitos e do direcionamento e ativacao
de linfécitos B derivados da medula 6ssea (ABBAS e LICHTMAN, 20083,
BOURNAZOS e RAVETCH, 2017). Essas duas porcdes podem ser obtidas
através da acdo de enzimas proteoliticas papaina e pepsina que clivam as
imunoglobulinas em diferentes fragmentos caracteristicos, na Figura 2.1. A
clivagem com papaina origina dois fragmentos idénticos Fab (dominio amino
terminal), no qual cada um apresenta um sitio de ligagdo com o antigeno e um
fragmento Fc (dominio carboxila terminal), que nédo apresenta atividade de
anticorpo (JAWETS et al.,, 1998). A utilizacdo de pepsina como agente
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proteolitico origina um fragmento F(ab’)2 e dois fragmentos menores, do tipo

pFc'.

CH, | (CH; CH; | | CH;
CH, ) (CH, CH,| CH,
Fc pFc’ pFc’

——— CADEIA LEVE CADEIA PESADA

Figura 2.1: Estrutura da IgG e seus fragmentos obtidos por meio da acéo
proteolitica das enzimas papaina e pepsina (adaptado de ALBERTS et al., 1997).

As cadeias leves podem ser classificadas em: kappa (k) e lambda (A) e
sédo formadas por duas regides, uma variavel (VL) e outra constante (CL). As
cadeias pesadas sao formadas por quatro ou cinco dominios, sendo um dominio
variavel (Vp) e os demais constantes (CH1, CH2, CHs e CHa4), dando origem as
classes de Igs: IgG (y), IgM (), IgA (a) e IgE (¢) (VLUG e VAN REMORTEL,
1989). As classes IgM e IgE possuem o quarto dominio constante (CH4). Os
dominios variaveis das cadeias leves e pesadas constituem os sitios ligantes de

antigeno.

Dentro da classe IgG humana tem-se quatro subclasses: IgG1, IgGz, 1gGs
e 1gGs. Estas subclasses se diferenciam pelo numero e localizagdo de pontes
disulfidicas e por terem quatro tipos de cadeias pesadas que se distinguem pela
regiao dobradica. As subclasses de IgG possuem ponto isoelétrico (pl) distintos:
lgG1 e IgGs possuem pl mais altos (7,8 a 9,0) que os da IgG2 e 1gG4 (6,3 a 8,0).
A concentracao relativa das subclasses no plasma humano varia de 68-71% para
lgG1, 19-31% para lgGz, 4-8% para IgGs e 1-7% para 1gGs (VLUG e VAN
REMORTEL, 1989).
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2.2. PURIFICACAO DE IgG

A imunoglobulina G tem sido amplamente utilizada em aplicagdes
terapéuticas (doencas auto-imunes inflamatérias e crbnicas e no tratamento de
cancer, entre outros) e também para kits diagnésticos (ELISA, radioimunoensaio
e imunossensores), sendo que para ambos casos é essencial homogeneidade e
alta pureza (BAKHSHPOUR et al., 2016; ARORA et al., 2017). O crescimento
na demanda destes produtos e a competitividade no seu desenvolvimento faz
com que muitas empresas sejam desafiadas a desenvolver processos para a
obtencédo de IgG que aliem rapidez e economia. Cerca de 50-80% do custo total
de fabricagé@o é decorrente das etapas processamento, purificacdo e polimento.
Desta forma, uma alternativa seria diminuir os passos de purificagcao,

maximizando a recuperacado em cada etapa (LOWE, 2001).

Geralmente a IgG esta presente em misturas complexas que dificultam
ainda mais o processo, tais como plasma e soro humano, fluidos asciticos e
meios de cultura celular, entre outros (AYYAR et al.,, 2012). Industrias que
fracionam o plasma humano, tradicionalmente purificam IgG pelo método de
Cohn e colaboradores (1946). Esta técnica tem como base a precipitacao desta
proteina com etanol a frio, explorando a solubilidade das proteinas em funcao do
pH, forca ibnica, concentracao de proteinas, quantidade de etanol e temperatura.
Uma grande desvantagem deste método é a necessidade de passos adicionais
como a filtracdo, centrifugacao e aplicacao de técnicas cromatogréaficas para
alcancar a pureza requerida, além da perda de IgG nos sobrenadantes que varia
entre 40-50% em relacdo a quantidade inicial (LOWE, 2001). Neste contexto, a
cromatografia de afinidade tem sido uma alternativa a purificagcdo de IgG humana
por ser eficiente e devido a especificidade, facil operacdo e alto rendimento
associado a alta pureza em uma sé etapa (MARTIN, 2006; ROQUE et al., 2007;
AYYAR et al., 2012).

A cromatografia de afinidade foi primeiramente introduzida por
Cuatrecasas e colaboradores (1968) e tem como principio a interagédo entre as
biomoléculas e o ligante imobilizado em uma matriz cromatografica de maneira
especifica e reversivel. A escolha do ligante € muito importante na cromatografia
de afinidade, uma vez que ele é responsavel pela especificidade e estabilidade
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do sistema (ARORA et al.,2017). Os ligantes podem ser classificados como:
bioespecificos e pseudobioespecificos (VIJAYALAKSHMI, 1989).

Os ligantes bioespecificos sdo moléculas naturais e apresentam alta
afinidade a molécula alvo acarretando alta especificidade e seletividade (LIU et
al., 2013). Dentro deste grupo as proteinas A, G e L sdo as mais utilizadas na
purificacao de anticorpos (AYYAR et al.,2012; AURORA et al., 2017). A proteina
A ¢ isolada da parede celular do Staphylococcus aureus e apresenta alta
afinidade pela porcao Fc de subclasses da IgG humana (BURTON, 1985), exceto
da IgGs (LOGHEM, 1982). Todas as subclasses de IgG humana que sao
adsorvidas na proteina A apresentam um residuo de histidina na posi¢cao 435,
enquanto a IgGs apresenta um residuo de arginina na mesma posicao (BOYLE
et al.,, 1987). A proteina G é obtida por linhagens de Estreptococos G e
apresenta alta afinidade pela porgcéo Fc e baixa afinidade pela por¢cdo Fab das
imunoglobulinas G (SUN et al., 2008; CHAMBERS, 2002). No entanto, esse
ligante também adsorve albumina, az-macroglobulina e cininogénio (peptideos
enddgenos presentes em fluidos corporais, por exemplo, sangue) o que reduz a
eficiéncia na purificacao de IgG (HANEY et al., 2003). A proteina L é isolada a
partir de Peptostreptococcus magnus e apresenta afinidade apenas pela cadeia
leve do tipo kappa presente na estrutura das imunoglobulinas (MYHRE e
ERNTELL, 1985) interagindo especificamente com as subclasses que
apresentam as cadeias k1, k3 e k4 e ndo reconhecendo as subgrupos k2 e A. A
proteina L tem como principal vantagem sobre as proteinas A e G a habilidade
de se ligar as imunoglobulinas de diferentes classes (ROQUE et al., 2007) e
ainda ser empregada na separacao dos fragmentos de IgG (Fab e Fc) (BJORK,
1988; HAIGH et al., 2009).

Embora os ligantes bioespecificos sejam amplamente utilizados na
purificacdo de 1gG humana, eles apresentam muitas desvantagens, como por
exemplo: sdo moléculas grandes, de baixa estabilidade, podem apresentar
variacdo entre diferentes lotes, alto risco de contaminacdo e toxicidade,
dificuldade de esterilizacao, desprendimento de ligante ap6s ciclos repetidos de
utiizacdo e diminuicdo da capacidade de adsorcdo, alto custo e,
consequentemente, baixo potencial para ser utilizado em larga escala (ARNOLD
et al., 2006; SHENG e KONG, 2012).
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O segundo tipo de ligante, os pseudobioespecificos, sdo uma alternativa
para contornar esses problemas listados para os bioespecificos, uma vez que
sdo moléculas pequenas e de facil imobilizacdo, apresentam menor custo e
melhor estabilidade fisica e quimica durante os processos de sanitizagdo e
esterilizacdo (ANSPACH et al.,1996; CHAMPAGNE et al., 2007). Dentre 0s
ligantes pseudobioespecificos, 0s aminoacidos tém sido amplamente
empregados como ligantes para a purificacao de IgG a partir de diversas fontes.
A especificidade, as interagdes proteina-ligante e a capacidade de adsorgéao de
lgG variam em fungao da forma de imobilizagdo do aminoacido na matriz, bem
como das condi¢des cromatograficas aplicadas (BUENO et al., 1995; PITIOT et
al., 2001).

2.2.1. Aminoacidos como ligantes em cromatografia de afinidade

Os aminoacidos apresentam estrutura quimica simples, baixa toxicidade,
alta capacidade de adsorcao, sao estaveis em diferentes condicdes quimicas e
fisicas, resistentes a degradacao biologica e séo de baixo custo (HAUPT et al.,
1995). A imobilizacdo de aminodcidos na matriz cromatografica pode ser
realizada por duas vias, ou pelo grupamento amino ou pelo grupo carboxilico
(BUENO et al., 1995; PITIOT et al., 2001). Bueno e colaboradores (1995)
imobilizaram o amino&cido histidina em membranas ativadas com grupo epoéxi
via grupamento amino. Desta forma, os grupos remanescentes para interagao
com IgG foram o grupo carboxilico e o anel imidazol. Neste caso, IgG foi
adsorvida na fase estacionaria, sendo recuperada durante a etapa de eluicao
com pureza em torno de 80%. Pitiot e colaboradores (2001) imobilizaram o
mesmo aminoacido. No entanto, via grupo carboxilico em aminohexil-agarose,
estando livres para interacdo com IgG os grupamentos amino e o anel imidazol.
Nesse caso, a IgG foi recuperada nas fracoes nao retidas (Cromatografia
Negativa) durante a etapa de lavagem da coluna (os autores ndo mencionaram

o grau de pureza obtido).

Turkmen e colaboradores (2008) desenvolveram o adsorvente
poli(HEMA-MAPA), no qual o derivado de aminodacido, a L-fenilalanina metil
éster (MAPA) foi imobilizada na matriz 2-hidroxi-etil metacrilato (HEMA) visando
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a purificacdo de IgG humana. A capacidade de adsor¢ao de IgG a partir de uma
solucao aquosa foi maxima em pH 7,0 (780 mg de IgG por grama de adsorvente),
sendo observado decréscimo na capacidade de adsorcdo em valores de pH
menores ou maiores que 7,0. O valor do ponto isoelétrico (pl) da IgG utilizada foi
de 6,2, demonstrando que em pH igual a 7,0 a adsor¢éo de IgG ocorre por meio
de interacao hidrofébica combinada com outras formas de interagao (ligagéo -
11, ocorre devido ao grupamento fenil presente na estrutura deste aminoacido).
A capacidade de adsorgao de IgG a partir do plasma humano foi de 897 g de IgG
por grama de adsorvente com cerca de 90% de pureza.

Resultados de trabalhos recentes tém indicado aminoacidos contendo
cadeia lateral aromatica ou contendo grupos ibnicos livres na sua estrutura como
potenciais ligantes para purificagdo de IgG humana (BAYRAMOGLU et al., 2006;
TURKMEN et al.,, 2008; VICTOR e SHARMA, 2011; NAIK et al., 2011;
BRESOLIN et al., 2011; BRESOLIN e BUENO, 2012). Aminoacidos contendo
grupos iénicos livres para interagdo com proteinas do soro humano tém sido
estudados por varios autores. Quando grupos carregados positivamente da
cadeia lateral de aminoacidos como lisina, poli-L-lisina ou arginina estao livres
para interagdo com as proteinas do soro humano, a IgG nao é adsorvida, sendo
recuperada nas fragdes ndo retidas com pureza da ordem de 85 a 90% (TANAKA
et al.,, 1998; BRESOLIN et al., 2011). Por outro lado, quando aminoacidos
contendo grupamentos carregados negativamente sédo utilizados como ligante,
como o orto-fosfo-L-serina (OPS), a IgG é adsorvida na fase estacionaria
(predominantemente por interacdes eletrostaticas) e eluida com pureza de 89%.
(BRESOLIN e BUENO, 2012). OPS é um éster composto por serina e acido
fosférico; como residuo de aminoacidos, ele é encontrado em muitas proteinas,
por exemplo, fosforilase, caseina e fosvitina e também em membranas
bioldgicas, atuando no transporte de ions (RENUGOPALAKRISHMAN et al.,
1985). O OPS também é utilizado como agente quelante tridentado em
cromatografia com ions metalicos imobilizados (IMAC) (ZACHARIOU e HEARN,
2000). O rendimento alcangado para purificacdo de IgG com o emprego de OPS
como ligante foi baixo, da ordem de 45 %, apesar de ter-se obtido pureza alta
(BRESOLIN e BUENO, 2012).
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2.2.2. Orto-fosfo-L-tirosina (P-Tyr)

A L-tirosina (L-Tyr) € um aminoacido nao essencial e aromatico que atua
na producdo de epinefrina, dopamina, melanina, e nas funcbes da adrenal,
tireoide e pituitaria (BATISTUZZO et al., 2006). A L-Tyr € obtida através do amino
acido fenilalanina e é mais polar que seu precursor devido a presenca do
grupamento hidroxila em sua estrutura. A tirosina atua como precursor dos
horménios da tireoide (RIVLIN, 1966, JONHKEES et al., 2015).

Os aminoacidos podem sofrer um processo conhecido como fosforilagao,
que consiste na substituicdo do grupamento hidroxila por um grupamento fosfato
por meio de proteinas quinases (HANKS et al., 1991). Esse mecanismo controla
a estrutura protéica, a dindmica e as fungdes bioldgicas, assumindo um papel de
suma importancia nas vias metabolicas, ativagdo em cascata da quinase,
transporte de membrana e transcricdo de genes (CORBRIGDE, 1990). Os
aminoacidos fosforilados sao frequentemente utilizados como amostras de
referéncia para o teste de metodologias analiticas avangadas que podem ser
mais utilizadas em estudos estruturais de sistemas bioldgicos mais complexos.
Além disso, a fosforilagdo de aminoacidos por quinases é um importante
mecanismo regulatério para a normatizacdo hormonal da funcdo celular
(COEHN, 1982, JOHNSON E LEWIS, 2001). A L-tirosina em sua forma
fosforilada é conhecida como orto-fosfo-L-tirosina (P-Tyr).

Em cromatografia de afinidade, a L-tirosina tem sido utilizada como ligante
ou braco espacador. Como ligante ela foi imobilizada em gel de agarose para a
purificacdo da quinase src do virus sarcoma Rous e alcangcou um fator de
purificacdo de 250 quando em altas concetracdes de sal, onde as interagdes
hidrofébicas foram favorecidas (FUKAMI e LIPMAN, 1985). Baseado no estudo
publicado por Fukami e Lipman (1985) a tirosina foi ainda utilizada como ligante
imobilizada em agarose para a purificagao de receptor EGF de células A431 de
carcinoma epidermoide humano, também em altas concentragbes salinas,
promovendo assim a interagdo hidrofébica (AKIYAMA et al., 1985).
Recentemente, a tirosina foi utilizada como ligante imobilizado a agarose
(ativada com grupamento epdxi) para a purificacdo de diferentes tipos de
plasmidios por meio de interagdes hidrofobicas (FERREIRA et al, 2015). Como



26

brago espagador, o aminoacido L-tirosina foi utilizado para prevenir as interagoes
nao especificas (ATASEVER et al, 2013).

L-tirosina em sua forma fosforilada, orto-fosfo-L-tirosina (P-Tyr), foi
utilizada como ligante em cromatografia de afinidade para a purificacao de pre-
MIR-29 (AFONSO et al., 2014). Nao foi encontrado na literatura relato da
utilizagdo de P-Tyr para a adsorgao de IgG humana. No entanto, este derivado
de aminoacido apresenta caracteristicas que fazem dele um potencial ligante na
captura e purificacao de IlgG humana em cromatografia de afinidade. Segundo
Robert e colaboradores (1985) P-Tyr apresenta modera estabilidade em uma
ampla faixa de pH. As interagdes entre o amino acido e a molécula alvo esta
basicamente ligada a interagdes eletrostaticas e hidrofobicas, forcas de van der
Waals e ligacdes de hidrogénio, sendo que a eluicdo € facilmente conduzida
usando um ligante competitivo ou simplesmente mudando o pH, forca ibnica ou
polaridade da fase moével (JUNGHANS and ANDERSON, 1996).



CAPITULO 3: MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAL

3.1.1. Ligantes estudados
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Os ligantes o-fosfo-L-tirosina (P-Tyr), L-tirosina (L-Tyr), L-fenilalanina (L-

Phe), fenetilamina (PEA) e tiramina (Tyra) e o acido amino-metil fosforico
(AMPA) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA). A férmula estrutural e os

respectivos pKas dos ligantes propostos estdo apresentados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Formula estrutural e pKa dos ligantes estudados

Ligante Formula estrutural pKa
0 <2 e 5,8 (fosfato)
OH
- 0] -
P-Tyr olo QAN'/} 2.4 (-COOH)
o 9,4 (-NHo)
5 2,20 (-COOH)
L-Tyra /Q/\HLOH 9,11 (-NH2)
NH>
Ho 10,07 (-OH)
O
L-Phe? @/\HLOH 1,83 (-COOH)
e 9,13 (-NHz)
NH
PEAS ©m : 9,83 (-NHz)
Tyras NH, 9,74 (-OH)
HO/QN 10,52 (-NHz)
. <09¢e5,6
AMPA2 H,N._P-OH (fosfato)
H
© 10,2 (~NHz)

aligantes utilizados como controle e valores de pKa foram obtidos do catédlogo da Sigma-Aldrich
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3.1.2. Plasma humano

Plasma humano de doadores sadios foi doado pelo Hemocentro da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

3.1.3. Reagentes

O gel de agarose 4B (Sepharose 4B, 4% de reticulagdo, com diametro
médio de particulas de 45 a 165 um e faixa de fracionamento de proteinas
globulares de 60 a 20.000 kDa), albumina de soro bovino (BSA), 1,4-butanodiol
diglicil éter, comassie brilliant blue R-250, acido 2-[4-(2-hidroxietil)-piperazina-1-
il]-etanossulfénico (HEPES), acetato de sédio (NaAc), Tris(hidrometil)-
aminometano (Tris-HCI), tricina, acido 2-(n-morfolino) etanossulfénico (MES),
Acido 3-N-morfolino (propanossulfénico) (MOPS), 2-Bis(2-hydroxyethyl) amino-
2-(hydroxymethyl)-1,3-propanediol (Bis-Tris), agarose para eletroforese foram
obtidos da Sigma-Aldrich (EUA). Acrilamida, bis-acrilamida, dodecil sulfato de
sédio (SDS), persulfato de aménio, glicerol, azul de bromofenol, ditiotrietol,
N,N,N’,N’-tetra-metilenodiamina (TEMED) para SDS-PAGE e membrana de
nitrocelulose foram obtidos da Bio-Rad (EUA). Gel de eletroforese IEF Phast
System e kits de marcadores de massa molecular (14,4 at 97 kDa) e de ponto
isoelétrico (3 a 9,3) para eletroforese e colunas PD10 foram adquiridos da GE
Healthcare (EUA). O marcador de massa molecular “rainbown” (RPN80OE) para
western blot, agarose-proteina L, anticorpo anti-lgG humana (Fab especifica)
ligada a peroxidase produzida em cabra (A0293), anticorpo anti-IgG humana (Fc
especifica) ligada a peroxidase produzida em cabra (A0170), perdxido de
hidrogenio, gamma globulina do sangue humano (IgG) e 3,3-diaminobenzidina
(DAB) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA). Fragmento Fab (295% pureza
determinada por SDS-PAGE), fosfato de sddio (NaP) monobasico e bibasico
foram adquiridos da Merck (Alemanha). Os kits ELISA para dosagem de IgG,
IgA, IgM, HSA, e transferrina foram fornecidos pela Bethyl Laboratoires (EUA).
Em todos os experimentos foi utlizada agua ultrapura (Milli-Q, Millipore, EUA) e
todos os outros reagente utilizados foram de grau analitico.



29

3.2. METODOS

3.2.1. Ativacao do gel de agarose com bisoxirano e imobilizacao dos
ligantes

Ativacdo do gel: A ativacdo do gel de agarose 4B com 1,4 butanodiol

diglicidil éter foi realizada conforme descrito em Hermanson et al. (1992). A um
volume de 50 mL de gel umido foi adicionado 40 mL de uma solucdo de NaOH
a 0,6 mol L-1 contendo 75 mg de borohidreto de sodio. Posteriormente, 40 mL
de 1,4 butanodiol diglicil éter foi adicionado lentamente aquela suspensao, que
foi mantida em agitagdo constante a temperatura ambiente por um periodo de
10 horas. Terminado o tempo de reacgéo, o gel foi lavado com agua destilada. O

gel foi armazenado em solugédo de NaCl a 1,0 mol L' e sob refrigeracao.

Imobilizacdo dos ligantes: A imobilizacao dos ligantes P-Tyr, L-Tyr, L-Phe,

PEA, Tyra e AMPA foi realizada de acordo com os protocolos apresentados por
Zachariou et al. (1993) e Zachariou e Hearn (2000). Para cada ligante foi
preparada uma solugdo de 0,2 mol L' em &gua e o pH foi ajustado para 10,5
com pastilhas de KOH na temperatura de 4°C. Para 15 g de gel ativado (base
seca) foram adicionados 30 mL da solugao contendo o ligante, e essa suspensao
ficou sob agitacao por 4 h, a 25°C (para ligante que contém fosforo) ou a 60°C,
durante 24 h (para ligantes que nao contém fésforo), como recomendado por
Zachariou et al. (1993). Depois da imobilizagao, o gel foi sequencialmente lavado
com 100 mL de agua ultrapura, 50 mL com uma solu¢do de 50 mmol L' acido
acético em pH 4,0 e 100 mL &gua ultrapura. Em seguida, o gel com o ligante
imobilizado foi suspenso em uma solugdo a 20% de etanol e mantido sob
refrigeracao até o uso.

Determinacdo da densidade de ligantes: A densidade de ligantes

imobilizados foi determinada por analise elementar de nitrogénio no Laboratério
de Analise Elementar da Central Analitica da Universidade de Sao Paulo (USP)
utilizando o equipamento CHN 2400 Elemental Analyzer (Perkin-Elmer, USA).
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3.2.2. Obtencao dos fragmentos de IgG humana

A 1gG humana foi clivada com papaina para a obtencao dos fragmentos
Fab e Fc como descrito por Ternynck e Avrameas (1987), da Silva et al., 2014
Mourdo et al., (2016) e Carmignotto et al., (2017). A uma solugéo de IgG com
concentracdo de 30 mg mL"' foram adicionados 2,23 mL nas seguintes
proporgdes: 850 pL de solugdo de L-cisteina a 0,2 mol L', 850 uL de solugdo de
EDTA a 0,04 mol L', 300 pL de solugéo de papaina a 1,0 mg mL' e 230 uL de
tampao fosfato de sédio a 100 mmol L' em pH 7,4. Essa mistura foi deixada em
banho térmico a 37°C, por 2 h. Ao final desse tempo, o volume foi completado
para 2500 pL com uma solugao iodoacetamida a 0,4 mol L' para que a reagdo
fosse interrompida. Essa solugéo ficou em repouso por 30 min. Para que essas
amostras fossem armazenadas foi necessario a troca do tamp&o em uma coluna

PD-10. As aliquotas foram armazenadas em freezer -20°C.

3.2.3. Ensaios cromatograficos

Os experimentos cromatograficos foram realizados a temperatura
ambiente e em duplicata utilizando trés diferentes amostras de injegdo: (1) IgG
alta pureza: foi injetado 2,0 mL de uma solucao de IgG humana de alta pureza
na concentracéo de 3,5 mg mL™', preparadas nos tampdes de adsor¢ado Tris-HCI,
HEPES, MES, MOPS, acetato de sodio (AcNa) e fosfato de sédio (NaP) em
concentragdo de 25 mmol L', em valores de pH entre 5,0 a 8,0, na faixa
tamponante de cada tamp&o. (2) Plasma: plasma humano foi diluido 10 vezes
para os tampbes MES, MOPS, HEPES, Bis-Tris na concentragdo de 25 mmol L
! na faixa de pH entre 5,5 e 7,0 e para os tampd&es Tris-HCI pH 7,0 e NaP pH 6,0
na concentracdo de 10 mmol L' o plasma foi diluido 13 e 15 vezes,
respectivamente. Para todos os experimentos com plasma humano foi injetado
a massa de proteina total de 4,6 mg. (38) Fragmentos de IgG humana: as
amostras de injecdo dos fragmentos de IgG foram preparadas utilizando os
tampdes HEPES, Bis-Tris, MOPS a 25 mmol L' pH 7,0 e Tris-HCIl e NaPem 10
mmol L' para os valores de pH de 7,0 e 6,0, respectivamente. Foi utilizado uma
coluna (modelo HR 5/10, GE Healthcare, EUA) preenchida com 1,0 mL de gel
derivatizado com os ligantes propostos neste trabalho e conectada a um sistema
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de cromatografia de baixa pressdo (AKTA Purifier, GE Healthcare, EUA). A
coluna contendo o adsorvente foi equilibrada a temperatura ambiente com
tampao de adsorgdo, citados anteriormente, a uma vazédo de 1,0 mL min.
Solugdes de injecao de cada etapa foram alimentados na coluna cromatogréfica.
A lavagem do adsorvente foi realizada na mesma vazdo com o tampéo de
adsorcao, visando a remocao das proteinas ndo adsorvidas ou adsorvidas
fracamente. A eluicdo também foi realizada na mesma vazao, com a adicao de
1,0 mol L' de NaCl no tampao de adsorcado. As fragdes foram monitoradas a 280
nm e coletadas durante todo o experimento em fragdes correspondentes ao pico
de cada etapa cromatogréafica. As fracbes coletadas nas etapas de lavagem e
eluicao das cromatografias realizadas com solugao de plasma humano e solucao
de IgG humana digerida foram quantificadas pelo método de Bradford (1976) e
os “pools” das fragbes de lavagem e eluigcdo foram analisados por eletroforese
SDS-PAGE. Os para os ensaios com plasma humano a quantificacao de IgG,
IgA, IgM, HSA e Trf foram realizados por Enzyme Linked ImmunonoSorbent
Assay (ELISA), enquanto que para os fragmentos de IgG humana os resultados
de eletroforese foram confirmados por Western Blot quantificados por
Imunodifusdo Radial (RID). Ao término dos experimentos, o adsorvente foi
lavado com agua MilliQ® e, em seguida, re-equilibrado com tampao de adsorcao

para ser re-utilizado em novo ciclo.

3.2.4. Cinética de adsorcao de IgG humana em P-Tyr-agarose

A cinética de adsorcao foi realizada de acordo com o procedimento
descrito por Daoud-Attieh et al. (2013). Sendo os experimentos foram realizados
em duplicata. Um volume de 1,0 mL de P-Tyr-agarose foi empacotado em uma
coluna C10/10 (GE Healthcare, USA) e equilibrado com 10 mmol L' NaP a pH
6,0 (tampéo e adsorcao), a vazao de 1,0 mL min-' (velocidade superficial de 76,4
cm h™'). Foram preparados 50 mL de IgG de alta pureza no tampéo de adsorgao,
em concentragbes de 0,5 mg mL' e 2,0 mg mL"', sendo estas solugdes
continuamente recirculada na coluna (sistema fechado) até que atingisse
concentracao de saida constante. A solucao de IgG foi mantida em agitacao
durante todo o experimento. Durante todo o processo, em tempo determinados,
foram retirados 10 uL da amostra para a determinagcdo da concentracdo pelo
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método de Bradford (1976). Depois de atingir o equilibrio, a coluna foi lavada
com o tampao de adsorcao para a remoc¢ao das proteinas nao adsorvidas e as
fracamente adsorvidas. Em seguida as proteinas retidas foram eluidas utilizando
o sistema tamponante 10 mmol L'NaP e 1 mol L”'NaCL em pH 6,0. A
concentragao proteica foi mensurada pelo método de Bradford (Bradford, 1976).
Apoés cada experimento a coluna foi regenerada com 50 mmol L' NaOH e agua

ultrapura, desta forma a coluna estava pronta para novos experiementos.

Os modelos matematicos de pseudo-primeira-ordem e pseudo-segunda-
ordem (equacdes 1 e 2) foram utilizados ajustando-se os parametros segundo
os dados obtidos experimentalmente na cinética de adsor¢éo de IgG humana.

Qe = qe(1 + e7Kah) (1)
k., q2t
=20 @
(1 +tkyqe)

Onde ge e gt representam a quantidade de IgG adsorvida (mg) em P-Tyr-
agarose (g) no equilibrio e no tempo t, respectivamente, t € o tempo (min); ki
(min~') é a constant da taxa de adsorgédo pseudo-primeira-ordem e k2 (g mg™'
min~') é a constante da taxa de adsorg¢édo pseudo-segunda-ordem.

3.2.5. Isotermas de adsorcao IgG humana em P-Tyr-agarose

Os experimentos para obtencédo de dados experimentais de adsorcao de
lgG humana em P-Tyr-agarose no equilibrio foram realizados para dois sistemas
tamponantes: 10 mmol L' NaP pH 6,0 e 25 mmol L' HEPES pH 7,0 para
temperatura de 25 °C e 10 °C, 20 °C, 25 °C e 35 °C, respectivamente. Em
duplicata, em um microtubo de 2,0 mL, foram adicionados 50 pL de gel
previamente equilibrado no tampao de adsorcdo. Em cada microtubo foi
adicionado 1,0 mL de solugdo de IgG humana de alta pureza em diferentes
concentragdes iniciais (0,5 até 20,0 mg mL™"). Os microtubos foram mantidos

sob agitacao durante 8 h (tempo para atingir o equilibrio).

Atingido o equilibrio, os microtubos foram centrifugados separadamente e
0s sobrenadantes foram analisado molar por espectrofotometria a 280 nm,
sendo 1,4 o coeficiente de extingcao utilizado para o calculo da concentracao de
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lgG no equilibrio (C*). A massa de proteina adsorvida por grama de adsorvente
no equilibrio (Q*) foi calculada utilizando a Eq. (3).

_(€-C)=V
- m

Q (3)

g

sendo C a concentragéo inicial de IgG adicionada no tubo (mg mL™), C* a
concentracéo de IgG no equilibrio (mg mL), V o volume adicionado no tubo (mL)

e m a massa de adsorvente (g).

Conhecendo os valores de Q* e C* utilizou-se 0 modelo de Langmuir e
Langmuir-Freundlich (regresséo nao linear — Gauss-Marquardt) segundo as Eg.
(4) e (5).

at+C

(4)

m(C)"
Q= Qm(C)

~ Kare + (CH® ©)

onde Qm € a capacidade maxima de adsorcdo (mg de IgG mg™' de gel); Kd € a
constante de dissociacdo (mol L"), que representa a afinidade entre a proteina
e o adsorvente; Kda.r € a contante de dissociacdo aparente (mol L") e n é o
coeficiente de Langmuir-Freundlich (Sharma e Agarwal, 2001).

3.2.6. Parametros termodinamicos

A partir dos dados experimentais de adsorcao de IgG em P-Tyr-agarose
no equilibrio, nas temperaturas de 10 °C, 20 °C, 25 °C e 35 °C, em tampao 25
mmol L' HEPES pH 7,0, foram calculados os valores das constantes de
dissociacao (Kd) do modelo de Langmuir. Os parametros termodinamicos (AG¢,
AH? e AS®) foram determinados como descrito por Gées et al. (2010), Haupt et
al. (1995), Thrash Jr et al. (2004), e Chang et al. (2006), de acordo com a

equacao de van't Hoff (equacao 6):
AG = AG® — RTInKy4 (6)

onde AG € a variagdo energia livre de Gibbs aparente, AG® é a variacdo da

energia de Gibbs padrdo, R é a constante dos gases perfeitos e T é a
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temperatura em Kelvin. No equilibrio, a variagcao da energia de Gibbs aparente
é igual a zero (AG=0) e a Eq. (7) é escrita como:

AG® = RTInKq (7)

Por meio da Eq. (7), AG* pode ser obtido a partir da constante de
dissociagcdo determinada para cada temperatura. A relagéo entre temperatura e
constante de dissociacdo é representada pela equacdao de van’t Hoff na sua
forma integrada (apresentada na Eq. (8)):

AH® (8)
In Kd = ﬁ +]

onde J é a constante de integracdo e equivale a AS°%/R e AH?® € a variacdo da
entalpia padrao e independe da temperatura na faixa estudada. De acordo com
a relacao de Gibbs-Helmholtz (Eqg. (9)) € possivel calcular a variacao da entropia,
AS®,

AG® = AH® — TAS® (9)

3.3. METODOS ANALITICOS

3.3.1. Dosagem de proteina total

A concentracao de proteina total nas amostras foi determinada usando o
método de Bradford (1976), com BSA como proteina de referéncia.

3.3.2. Eletroforese SDS-PAGE

As fracoes protéicas obtidas nas etapas de adsor¢ao, lavagem e eluicao
das cromatografias foram analisadas por eletroforese SDS-PAGE em gel a 7,5%
e 10% (para ensaios com plasma e fragmentos de IgG humana,
respectivamente) em poliacrilamida, em condigdes ndo redutoras (LAEMMLI,
1970). As amostras tratadas com SDS foram aquecidas a 100 °C por 10 min e,
posteriormente, aplicadas nos géis. Os géis foram corados com nitrato de prata
de acordo com Morrissey (1981).
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3.3.3. Determinacao do ponto isoelétrico

Determinou-se o ponto isoelétrico (p/) das amostras de IgG humana de
alta pureza e a IgG eluida das cromatografias de purificagdo do plasma humano
por eletroforese de focalizacao isoelétrica (Isoelectric Focusing, IEF). Para estas
analises utilizou-se o equipamento LKB — Phast System, método 4.1 (IEF — 3 —
9AAA), gel de poliacrilamida para IEF 3 — 10 e o marcador 44 de p/de 3,5 a 9,3
obtidos da GE Healthcare (EUA). A coloracao foi realizada de acordo com o
protocolo que segue o manual do equipamento Phast System da GE Healthcare
(Suécia) utilizando nitrato de prata.

3.3.4. Enzyme Linked Immunonosorbent Assay (ELISA): Dosagem de IgG,
IgA, IgM, transferrina (TRF) e albumina humana (HSA)

A quantificacdo das proteinas IgG, IgA, IgM, Trf e HSA foram realizadas
utilizando kits de ELISA comercial (Bethyl, EUA). Os ensaios foram
rigorosamente executados de acordo com o protocolo que acompanha os kits
(cédigos para obtencao de cada kit - IgG: E80-104; IgA:E80-102; IgM: E80-100;
Trf: E80-128 e HSA: E80-129). Placas de microtitulacao de poliestireno com 96
pogos foram sensibilizadas pela adigdo de 100 pL/pogo de anticorpos anti-(lgG,
IgA, IgM, Trf e HSA) humano produzido em cabra na concentragdo de 1,0 mg
mL", diluido em tampé&o carbonato-bicarbonato de sédio 0,5 mol L, pH 9,6 (1
ML para cada 100 uL de tampdo). A placa foi incubada durante 1,0 h a
temperatura ambiente (20-25 °C). Em seguida, as placas foram lavadas
manualmente cinco vezes com tampao Tris 50 mmol L', NaCL 0,14 mol L7,
Tween 20 0,05% em pH 8,0. Na sequéncia foram adicionados 200 pL/pogo de
tampao de blogueio (Tris-HCI 50 mmol L', NaCl 0,14 mol L' e 1% BSA em pH
8,0) para bloquear os sitios remanescentes de ligacdo na placa e incubou-se a
mesma 0,5 h a temperatura ambiente (20-25 °C). Procedeu-se, entdo, com a
etapa de lavagem conforme anteriormente descrito e, logo depois, 100 yL/pogo
das amostras a serem quantificadas e dos padrdes de IgG, IgA, IgM, Trf e HSA
humana para a curva de calibragdo foram aplicadas, em duplicata, diluidas na
faixa concentracdo determinada em cada kit. A placa foi incubada novamente a
temperatura ambiente (20-25 °C) por 1,0 h e lavada na sequéncia. Para a etapa
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de reaga@o com o conjugado, foi aplicado em cada pog¢o 100 pL do anticorpo anti-
(lgG, IgA, IgM, Trf e HSA) humana produzido em cabra, conjugado com
peroxidase (a diluicdo foi determinada como descrito no protocolo, o valor de
absorbancia obtido para a concentragdo maxima da curva padrao deveria estar
entre 1,8-2,2). Apds incubacao de 1,0 h em estufa a temperatura ambiente (20-
25 °C) realizou-se mais uma etapa de lavagem. Em seguida, foram adicionados
100 pL/poco do substrato tetrametilbenzidina (TMB - Bethyl, EUA, cédigo E-102).
A reacdo de revelagdo ocorreu pela incubagdo por 15 min a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz e foi interrompida pela adicdo de 100 plL/pogo de
uma solugédo de &cido sulfurico 0,18 mol L. A medida das absorbancias foi
realizada imediatamente ap6s a interrupcao da reacao, em leitor de placas

(Labsystem, Finlandia) com o comprimento de onda de 450 nm.

3.3.5. Western blot

O ensaio de Western blot foi realizado de acordo com o procedimento
apresentado Towbin et al. (1979), para a deteccao especifica dos fragamentos
Fab e Fc.

Primeiramente, foi realizada uma eletroforese em dois géis de
poliacrilamida 12% utilizando as mesmas amostras apresentadas na eletroforese
SDS-PAGE e o marcador de massa molar pré-corado (RPN80OE) obtidos da GE
(EUA). Para que ocorresse a separacao, esses géis foram submetidos a
voltagem de 100 V em cuba vertical. Apds esta etapa, iniciou-se a etapa de
transferéncia das proteinas presentes nos géis para duas membranas de
nitrocelulose em equipamento MiniTransblotting (Bio-Rad, EUA), sendo aplicada
a voltagem de 100 V por 1,0 h. Para verificar o sucesso da transferéncia foi
observado se o marcado pré-corado foi transferido para a membrana.

Em seguida, as membranas foram submersas em tampéao PBS 0,02 mol
L, contendo 5% leite em p6 desnatado (Molico - Nestlé, Brasil) e 0,1% de
Tween-20 por 1,0 h. Esta etapa tem como finalidade bloquear os sitios
remanescentes para evitar que os anticorpos se liguem de forma néao-especifica.
Apoés a incubacdo, as membranas foram lavadas com a solu¢do de lavagem

(tampéo PBS 0,02 mol L' contendo 0,1% de Tween-20). Nesta etapa, uma
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membrana foi incubada com o anticorpo de cabra anti-hlgG (Fab especifico) e
outra, com o anticorpo de cabra anti-hlgG (Fc especifico) conjugados a
peroxidase. A reacao foi revelada pela adicdo da mistura de substrato (0,003%
de perdxido de hidrogénio) e cromégeno (diaminobenzidina 1,0 mg mL") em
tampao Tris-HCI (50 mmol L"), pH 7,4. Para interromper a reacdo as

membranas foram lavadas com agua ultrapura Milli-Q (Millipore, EUA).

3.3.6. Densitometria dos géis de SDS-PAGE

A relagao entre a quantidade de IgG humana néao clivada e o fragmento
Fab na etapa de eluicao foi quantificada por densitometria dos géis de SDS-
PAGE no sistema de eletroforese modelo GS 800 Calibrated Densitometer (Bio-
Rad, EUA).

3.3.7. Quantificacao de Fab por imunodifusao radial (RID)

A quantificagdo de Fab foi realizada por imunodifusdo radial de acordo
com o protocolo adaptado por Lu e Miller (1996), da Silva et al. (2014), Mourao
et al. (2016), Carmignotto et al. (2017). Uma solucéo foi preparada com 1,2 %
agarose e 2,0% de polietilenoglicol (PEG 6000 Da) em tampao TBE (Tris-HCI 90
mmol L'; &cido bérico 90 mmol L'; EDTA 3,0 mmol L") a pH 8,3. Em seguida
essa mistura foi aquecida, em banho-maria, a 90 °C até que a agarose e o PEG
fossem completamente dissolvidos. Posteriormente essa solu¢do foi mantida em
repouso para que a temperatura de 55 °C fosse atingida. Em seguida, foi
adicionado para 1,0 pL anticorpo anti-lgG humano (Fab especifico produzido em
cabras) conjugado com peroxidase para cada 1,0 mL de gel. Esta mistura foi
dispersa em uma superficie plana e apds a geleificacdo do gel foram feitos
orificios com diametro de 2,0 mm. Em seguida, foi adicionado em cada orificio
10 uL das amostras referente ao pool das etapas cromatograficas. Depois de
adicionadas as amostras o gel foi incubado em camara umida por 48 h a 25 °C.
Para finalizar, o gel foi lavado com tampao PBS por 24 h e depois foi seco a
temperatura ambiente, em seguida, foi corado com uma solugédo contendo 0,25
% de Comassie Brilliant Blue R-250 em etanol, acido acético glacial e agua Milli-
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Q (180:40:180 v/v) e subsequente o gel foi descorado utilizando uma solucéo
contendo 30% de etanol e 7% de acido acético (v/v). A quantificacao foi feita
através da relacao entre os didmetros dos alos, medidos com um paquimetro, e
uma curva padrdo que relaciona de forma linear o didmetro dos alos com o
logaritmo da concentracdo dos fragmentos Fab e IgG intacta. A curva de
calibracdo foi determinada através da adicdo de 10 yL de amostras contendo
concentracdes pré-determinadas de fragmentos Fab purificado da Merck
Millipore (EUA) a cada orificio.
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CAPITULO 4: RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ESTUDO DA CONTRIBUICAO DE GRUPOS FUNCIONAIS DO P-Tyr NA
ADSORCAO DE IgG HUMANA

Este trabalho teve como objetivo explorar o aminoacido P-Tyr como
ligante em cromatografia de afinidade para interacdo com a IgG humana. Para
tal, este estudo foi dividido em 4 etapas:

1) O gel de agarose foi ativado com bisoxirano e posterioriormente os
ligantes P-Tyr e dos controles L-tirosina (L-Tyr), L-fenilalanina (L-Phe), tiramina
(Tyra), feniletilamina (PEA) e &cido amino-metil fosférico (AMPA) foram
imobilizados via grupamento amino. Para todos os adsorventes preparados
foram realizadas a andlise elementar de nitrogénio para a quantificacédo da
densidade de ligantes e posterior comparacao com a literatura.

2) Ensaios cromatograficos com IgG humana de alta pureza para trés
tipos de sistemas tamponantes: (a) carregados positivamente: Tris-HCI, (b)
carregados negativamente: AcNa e NaP e (c) zwiteribnicos: HEPES, MES e
MOPS, a 25 mmol L, na faixa de pH entre 5,0-8,0. Onde foi possivel avaliar o
efeito de variaveis como o sistema tamponante, pH e forga idbnica na captura de
lgG, assim como a contribuicdo dos diferentes grupamentos funcionais na
retencdo da molécula alvo. Para que isso fosse possivel os aminoacidos L-
tirosina (L-Tyr), L-fenilalanina (L-Phe), tiramina (Tyra), feniletilamina (PEA) e
acido amino-metil fosférico (AMPA) foram utilizados como controle. A
capacidade de adsorcédo de IgG humana em P-Tyr-agarose, foram realizados
experimentos cromatograficos alimentando-se 7,0 mg de IgG humana na
concentracdo de 3,5 mg mL" nos trés diferentes tipos de sistema tamponantes
estudados neste trabalho. Obteve-se porcentagem de IgG humana adsorvida
entre 80-90% para valores de pH igual ou menor que 7,0, com excec¢éo do Tris-
HCI, para o qual a porcentagem adsorvida foi similar em todos os valores de pH
estudados. No entanto foi observado que em pH 6,0 a porcentagem de IgG
adsorvida para o sistema tamponante MES foi 1,6 e 2,5 vezes maior que o obtido
para os tampdes AcNa e NaP, respectivamente.
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Como observado anteriormente, no mesmo valor de pH foi possivel obter
diferentes quantidades de IgG retida no ligante P-Tyr. No intuito de elucidar esse
fendbmeno, foram realizadas medidas da condutividade desses sistemas
tamponantes e seus valores relacionados com a porcentagem de IgG adsorvida.
Esses resultados demonstraram que a quantidade de 1gG retida na coluna
variava de acordo com os valores de condutividade obtidos. Para todos os
sistemas tamponantes, exceto Tris-HCI, o aumento do pH resultou em um
aumento na condutividade o que acarretou na diminuigao da quantidade de IgG
humana adsorvida. A baixa porcentagem de IgG retida para os sistemas
tamponantes nao zwteriénicos Tris-HCI e NaP pode estar relacionado aos altos
valores de condutividade associados a eles na concentragdo de 25 mmol L.
Sendo assim podemos afirmar que as interagbes do tipo eletrostaticas foram
favorecidas pelos baixos valores de condutividade associados aos sistemas
tamponantes zwteriénicos. A fim de confirmar essa hipotese foram realizados
experimentos com a adi¢do de NaCl (0 e 2,0 mol L") no tampao de adsorgdo e
verificou-se que o aumento da concentragdo de sal diminuiu drasticamente a
quantidade de IgG adsorvida confirmando a predominancia da interagéo
eletrostatica.

Outra analise realizada foi o efeito da contribuicido dos diferentes
grupamentos funcionais presentes na estrutura do ligante P-Tyr, comparando
com os resultados obtidos para os ligantes L-Tyr, L-Phe, Tyra, PEA e AMPA. Foi
possivel observar que, como foi dito nos paragrafos anteriores, a interacéo
eletrostatica entre do grupamento fosfato (carga negativa) e a IgG em solucéo
foi o grande responsavel pela adsorcao desta proteina.

3) Na condigdo selecionada na etapa 2, HEPES 25 mmol L' pH 7,0 foram
realizados experimentos para a purificacao de IgG a partir do plasma humano.
Os experimentos cromatograficos foram realizados alimentando 4,6 mg de
proteina total (plasma diluido 10 vezes, 6,0 mg mL") em tampdo HEPES. As
fracOes obtidas no ensaio cromatografico foram analisadas por meio de
eletroforese SDS-PAGE e ELISA, onde foi possivel verificar a obtencao de IgG
na etapa de eluicao juntamente com tracos de IgM, Trf e HSA. A pureza e o
rendimento foram de 91% e 48%, respectivamente e fator de purificagéo de 9,1.
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4) As isotermas de adsorcao foram realizadas em diferentes temperaturas
(10, 20, 25 e 35 °C) e os parametros foram obtidos por meio do modelo de
Langmuir. A maior capacidade maxima de adsorgdo (Qm) foi de 273,51 mg g™
de gel em 20 °C e a constante de dissociacdo foi da ordem de 10 mol L™
caracterizando-o como um ligante de afinidade média. Entre as temperaturas de
10 e 35 °C foi verificada a linearidade de van't Hoff sendo entédo possivel o célculo
dos parametros termodindmicos AG?, AH® e AS®. Os valores de AG® obtidos
foram negativos na faixa de 5,94-7,34 kcal mol' e AS? positivos na faixa de
21,02-23,87 cal mol' K. Ja o valor de AH? foi de +9,55 kcal mol' sendo
considerado levemente positivo. Foi realizado nessa etapa um ensaio
cromatografico com IgG humana de alta pureza em sulfato de sédio 0,5 mol L
a fim de verificar se seria possivel a adsor¢cdo da proteina por interagao
hidrofébica. Nao foi possivel a adsorgédo de IgG nessa condi¢ao, confirmando a
interacado eletrostatica como predominante. Como sugerido por Ross e
Subramaniam (1981), os valores de AH® levemente positivos, combinado com

AS° positivo, indicam a predominancia de interagdes eletrostéaticas.

Este trabalho foi publicado no Journal of Chromatography B, volume 1052,

pg 10-18, 2017 e o0 manuscrito esta apresentado a seguir.
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Abstract

The present study evaluated the phosphorylated-tyrosine (P-Tyr) based
pseudobioaffinity adsorbent for the purification of human immunoglobulin G
(lgG). P-Tyr was selected as a ligand to mimic the natural interactions that occur
between the immunoreceptor tyrosine-based activation motif and the 19G. The
ligand was coupled to bisoxirane-activated agarose gel and the effect of buffer
system, pH, and conductivity was performed to elucidate the nature of IgG-P-Tyr
interactions. P-Tyr-agarose was able to purify IgG from human plasma solution
in HEPES buffer at pH 7.0 exhibiting a purification factor of 9.1 with 1gG purity of
91% (based on ELISA analysis of albumin, transferrin, and immunoglobulins A,
G, and M). The evaluation of different functional groups of P-Tyr on the adsorption
of human IgG indicated the predominance of electrostatic interactions with
phosphate groups, although the contributions of aromatic and carboxylic groups
also play a role. The thermodynamic parameters (AH®, AS°, AG°) for IgG
adsorption onto P-Tyr-agarose were determined from the temperature
dependence. The maximum IgG binding capacity at 20°C was 273.51 + 12.63
mg g' and the dissociation constant value of the complex IgG-P-Tyr was in the
order of 10® mol L indicating low-affinity.

Keywords O-phospho-tyrosine, Human immunoglobulin G, Adsorption,

Purification, Human plasma.
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1. Introduction

Tyrosine is a non-essentialamino acid with relatively nonpolar aromatic
side chain (hydrophobic). This amino acid is significantly more polar than
phenylalanine due to the presence of the tyrosine hydroxyl group. Tyrosine
hydroxyl group can form hydrogen bonds and it is an important functional group
for protein stability and also plays an important role in photosynthesis [1, 2].
Tyrosine is necessary for the manufacture of thyroid hormones, being
neurotransmitters precursor and, consequently, increasing the plasma
neurotransmitter levels (particularly dopamine and norepinephrine) [3, 4]. Some
of the tyrosine residues can be tagged at the hydroxyl group with a phosphate
group by protein kinases [5]. In its phosphorylated form, tyrosine is called
phospho-tyrosine and this molecule can be detected through specific antibodies
[6].

In affinity chromatography, the amino acid L-tyrosine (L-Tyr) has been
used as ligand or as space arm. Amino acids as pseudobiospecific ligands have
been studied as good alternatives to the traditional biospecific ligands. The
purification of target proteins occurs due to reversible interactions (electrostatic
and hydrophobic interactions, hydrogen bonding) between some amino acids and
proteins [7]. As affinity ligand for purification of the Rous sarcoma virus src
kinase, L-Tyr immobilized onto agarose reached a purification factor around 250
when chromatography was performed at high ionic strength, in which
hydrophobic interactions were facilitated [8].

The affinity of lactoperoxidase from bovine milk was exploited in one-step
purification using L-Tyr as the spacer arm to a cyanogen bromide (CNBr)-
activated-Sepharose 4B matrix. The L-Tyr was chosen as a spacer arm to
prevent nonspecific binding [9]. L-Tyr was also used as spacer arm for purification
of several enzymes such as xanthine oxidase from bovine milk [10],
prophenoloxidase (PPO)from Galleria mellonella L. [11], human carbonic
anhydrase | and Il (hCA) and carbonic anhydrase from erythrocytes [12, 13],
peroxidases [14], tyrosinase [15], and acetylcholinesterase [16]. Due to
hydrophobic properties of tyrosine itself, matrices containing this amino acid as
spacer arms have been used for purification of holstein bull semen paraoxonase
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1 (PON1) [17], serum paraoxonase, and bovine testicular hyaluronidase [18] by

hydrophobic interaction chromatography.

Regarding to the tyrosine phosphorylated form (ortho-phospho-L-tyrosine,
P-Tyr), it has already used as ligand in affinity chromatography aiming at pre-
miRNA (MicroRNA)-29 purification, reaching 52% purity and 71% yield [19]. P-
Tyr immobilized on agarose gel was used to mimic the natural interactions that
occur with RISC (RNA-induced silencing complex), involving a conserved
tyrosine residue and mMIRNA molecules. Separation occurred through
hydrophobic interactions between RNAs and the aromatic group of P-Tyr ligand.
Adsorbed pre-miRNA was eluted after decreasing ionic strength of the elution
buffer [19].

P-Tyr belongs to the immunoreceptor tyrosine based activation motif
(ITAMs) receptors that are responsible to several biochemical events in
cytoplasm, activating specific cell biological response. ITAMs transmit to cell
interior the 1gG binding signal to its receptor [20,21]. Due to the ITMAs affinity for
lgG isotypes, P-Tyr could become an excellent candidate to be used as ligand
for the purification of polyclonal and monoclonal antibodies from different

sources.

Thus, the purpose of this study was to explore this natural interaction
between P-Tyr and IgG aiming at its purification from human plasma. Although
L-Tyr and P-Tyr are employed as ligands for purification of several biomolecules,
the contribution of different functional groups of P-Tyr in the adsorption of the
target biomolecule has not been elucidated yet. Thus, in this study, the effect of
the joint presence or the individual contribution of aromatic, carboxylate and
phosphate groups of P-Tyr on the adsorption of IgG was also evaluated. When
immobilized via amino group, P-Tyr is available for interaction with the target
biomolecule by carboxylate groups (ionic) while phosphate bounds to aromatic
ring (ionic-partially hydrophobic). In order to study the individual contribution of
these groups in IgG purification, L-Tyr, L-phenylalanine (L-Phe), tyramine (Tyra),
phenethylamine (PEA), and aminomethyl phosphoric acid (AMPA) were used as
control ligands. On this basis, the ligands were immobilized in agarose gel and
the adsorption of human IgG was studied. The effects of operational conditions
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(buffer system, pH, and ionic strength) on the capacity and selectivity of the
adsorbent were investigated. Adsorption isotherms at different temperatures
were analyzed using Langmuir model and the thermodynamic parameters (AG®,
AH°, and AS°) were estimated since they are the basis for process design and

scale-up.
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2. Material and methods

2.1. Chemicals

Agarose gel (Sepharose 4B), glycine, 1,4-butanediol diglycidyl ether, N-
[2-hydroxyethyl]piperazine-N-[2-ethanesulfonic acid] (HEPES), 2-(N-
Morpholino)ethanesulfonic acid (MES), 3-(N-Morpholino)propanesulfonic acid
(MOPS), tris(hydroxymethyl) aminomethane (Tris), tricine, sodium chloride
(NaCl), Coomassie brilliant blue R-250, crystalline bovine serum albumin (BSA),
and gamma globulins from human blood (high-purity human IgG) were obtained
from Sigma-Aldrich (USA). Sodium acetate (AcNa) and sodium phosphate (NaP)
were purchased from Merck (Germany). Acrylamide, bis-acrylamide, sodium
dodecyl sulfate (SDS), dithiotrietol, and tetramethyl ethylene diamine (TEMED)
for SDS-PAGE analysis were obtained from Bio-Rad (USA). The isoelectric
focusing gel (PhastGel pH 3-10), the electrophoresis calibration kit for
determination of isoelectric point (3-9.3), the electrophoresis calibration kits for
determination of molecular weight (53 to 212 kDa), and PD10 Sephadex G-25
columns were provided by GE Healthcare (USA). Ultrapure water (Milli-Q,
Millipore, USA) was used throughout the experiments. All other chemicals were
of analytical reagent grade.

2.2. Human plasma

Human plasma from healthy donors was gently provided by Blood Center
(Hemocentro) of University of Campinas (UNICAMP, Brazil). To ensure that
suitable conductivity and pH were maintained for optimal binding, it was
necessary to dilute plasma samples with the proper adsorption buffer.

2.3. Ligands

The P-Tyr and the control ligands L-Tyr, L-Phe, PEA, Tyra, and AMPA
were purchased from Sigma-Aldrich (USA). All ligands used in this study
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contained a primary amine group. An overview of the various structures explored

in this study is shown in Figure 1.

Tyra

Figure 1: Molecular structures of the ligands studied.

2.4. Agarose activation and ligands immobilization

The activation of agarose 4B with 1,4-butanediol diglycidyl ether was
performed as recommended by Hermanson et al. [22]. The immobilization of each
ligand was performed according to the protocols developed by Zachariou et al.
and Zachariou and Hearn [23,24]. In brief, aqueous solutions of 0.2 mol L' of
each ligand were prepared and the pH was adjusted to 10.5 with KOH pellets at
4°C. For 15 g (wet weight) of activated gel, 30 mL of the ligand solution was added
and the suspension was stirred for 4 h at 25 °C (for phosphorus-containing
ligands) or 24h at 60°C (for non phosphorus-containing ligands), as
recommended by Zachariou et al. [23]. After immobilization, the gels were
sequentially washed with 100 mL of ultrapure water, 50 mL of acetic acid 50 mmol
L-" at pH 4.0 and 100 mL of ultrapure water. Then the gels were suspended in
20% ethanol and kept under refrigeration until use.

The density of immobilized ligands was determined by elemental analysis
of nitrogen in the Elemental Analysis Laboratory of Analytical Center of the
University of Sdo Paulo (Brazil) using the CHN 2400 Elemental Analyzer (Perkin-
Elmer, USA).
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2.5. Chromatographic procedures

Chromatographic experiments presented in this paper were divided into
studies with high-purity human IgG and experiments using human plasma.
Chromatographic runs were performed at room temperature (25 + 2°C) in
duplicates. For the studies with high-purity human IgG, Tris-HCI, HEPES, MES,
MOPS, AcNa, and NaP were used as adsorption buffers at 25 mmol L', covering
a pH range of 5.0 to 8.0. For the experiments with human plasma, HEPES 25
mmol L' at pH 7.0 was used as adsorption buffer. A glass column (HR 10/10, GE
Healthcare, USA) packed with 1.0 mL of each derivatized gel with the studied
ligands was connected to a low-pressure chromatography system (AKTA Purifier,
GE Healthcare, USA). The column was equilibrated with adsorption buffer at a
flow rate of 1.0 mL min-' (superficial velocity of 76.4 cm h'') and then high-purity
lgG or human plasma diluted in adsorption buffer (~ 7.0 and 4.6 mg of total protein
at a concentration 3.5 mg mL" and 6.0 mg mL"", respectively) was fed. After the
sample loading, the column was washed with the same adsorption buffer. Elution
was performed by adding NaCl 1.0 mol L in the adsorption buffer. During all
chromatographic steps absorbance at 280 nm was monitored and fractions of 1.0
mL were collected.

In order to evaluate the effect of the salt in the adsorption buffer, same
experiments were performed using the adsorption buffer added with NaCl (from
0.1 to 2.0 mol L' NaCl) whereas elution was performed with the respective buffer
without NaCl. The Bradford method [25], SDS-PAGE, and ELISA were used to
analyze the proteins in both retained and nonretained fractions. After each
experiment, the column was washed with ultrapure water and the loading buffer

to restore it to its initial condition for a new experiment cycle.

2.6. Batch adsorption of human IgG on P-Tyr-agarose gel

The batch IgG adsorption experiments on P-Tyr-agarose gel were carried
out, in duplicates, using Eppendorf tubes with 50 pL of gel at four temperatures
(10, 20, 25 and 35°C) as described in the literature [26-28]. First, the gel was
equilibrated with adsorption buffer HEPES 25 mmol L' at pH 7.0 and then 1.0
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mL of human IgG solutions at different initial concentrations (0.5 to 20.0 mg mL™")
was added in each tube. The tubes were stirred during 8 h to allow the equilibrium
to be established.

The equilibrium concentration of protein in the liquid phase (C*) was
obtained by measuring the absorbance at 280 nm (UV-vis spectrophotometer,
Beckman DU 650, USA) using the extinction coefficient of 1.4 mL cm mg-'. After
that, the difference between the amount of protein added and that remaining in
the liquid phase after equilibrium divided by the volume or mass of the adsorbent
was used to determine the mass of protein adsorbed per volume or mass of gel
(mg mL™" of gel or mg g™ of gel), Q*.

The parameters of the Langmuir isotherm model (Eq. (1)) were fitted to the
experimental data employing the iterative fitting method of Levenberg—Marquardt
using OriginLab® (Microcal, USA).

nC”
0 =2

 K;+C* A

where Qm is the maximum protein binding capacity and Kq is the
dissociation constant, which represents the affinity between protein and

adsorbent.

Thermodynamics adsorption parameters (AG’, AH’, and AS®) at different
temperatures were determined as described by de Goes et al., Haupt et al.,

Thrash Jr et al., and Chang et al. [28-31]. According to the van’t Hoff equation
AG = AG® — RTInK, 2)

whereAG is the change in apparent free Gibbs energy, AG? is standard
Gibbs energy change, R is the ideal gas constant, and T is the temperature. At
equilibrium, the change in apparent free Gibbs energy is equal zero (AG=0), the

Eqg. (2) can be written as:

AG® = RTInK, (3)
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From Eq. (3) AG’ can be calculated at a given temperature from the
dissociation constant. The temperature dependence of Kq is given by the van’t
Hoff isobar in its integrated form presented in Eq. (4):

AH® (4)

InK, = —
nKe=pm+J

in which J is an integration constant and AH® is the standard enthalpy
change. So, AH® can be obtained from the slope if a straight line is obtained (in
that case, H® is temperature-independent in this temperature range) plotting Ka
as a function of 1/T. According to the Gibbs-Helmholtz relationship (Eq. (5)) the

standard entropy change AS® can be calculated:

AG® = AH® — TAS° (5)

2.7. Analytical methods

2.7.1. Total protein quantification

The total protein concentration of the fractions collected in the
chromatographic runs was quantified by the colorimetric Bradford method [25]
using BSA as reference protein.

2.7.2. SDS-PAGE

Fractions of chromatographic peaks (adsorption, washing, and elution)
were analyzed by SDS-PAGE under denaturing and nonreducing conditions in a
Mini-Protean TetraCell system (BioRad, USA) [32]. The separation was carried
out at 180 V in 7.5% separation gels with a 4% stacking gel. Protein bands were
developed by silver staining in accordance to the procedure described by
Morrissey [33].
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2.7.3. Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA): IgG, IgA, IgM, Trf, and
HSA quantification

Quantification of IgG, IgA, IgM, Trf, and HSA was performed using ELISA
kits of Bethyl Laboratories (USA). The tests were carried out strictly according to
the protocols accompanying each kit (lgG: E80-104; IgA: E80-102; IgM: E80-100;
Trf: E80-128, and HSA: E80-129).

2.7.4. Isoelectric focusing

To determine the pl of high-purity IgG and eluted IgG samples, isoelectric
focusing (IEF) analysis were carried out in a LKB PhastSystem (Pharmacia,
Sweden), using the polyacrylamide PhastGel IEF 3-10 and the broad range pl
marker (3.0 to 9.3). The IEF run and the gel staining followed the Separation
Technique File No. 100 and the Development Technique File No. 210,
respectively, provided by the manufacturer.
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3. Results and discussion

3.1. Adsorbents synthesis: Agarose activation and ligands immobilization

The agarose gel was previously activated with 1,4-butanediol diglycidyl
ether (bisoxirane), which promotes a partially hydrophobic character due to the
ten carbon chain presented in the adsorbent. Later, P-Tyr and other ligands used
as control were immobilized by the amino group. Ligands with different
substitution patterns were investigated by varying the substituents attached to the
aromatic ring (Figure 1). The removal of the phosphate and carboxyl groups was
expected to lead to increased hydrophobicity of the immobilized ligand. In
addition to amino acids and amino acid derivatives, it was also added as a control
the ligand AMPA since this molecule presents only one phosphate group, and
can be separately studied its effect on the adsorption of IgG. The conditions of
ligands immobilization were standardized in order to prepare adsorbents with
similar ligand density (the ligand density and the respective pKa values are

presented in Table 1).
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Table 1. The pKa values' and ligand density? of the studied ligands

Ligand Density

Ligand pKa (umol mL" of
gel)
<2andb5.8
(phosphate)
P-Tyr 2.4 (-COOH) 13.80
9.4 (-NH2)
2.20 (-COOH)
L-Tyr 9.11 (-NH2) 16.00
10.07 (-OH)
i 1.83 (-COOH)
L-Phe 9.13 (-NHz) 14.69
PEA 9.83 (-NH2) 22.90
10.52 (-NH2)
Tyra 9.74 (-OH) 15.10
<09and5.6
AMPA (phosphate) 6.43
10.2 (-NH2)

" The pKa values of the studied ligands were obtained from Sigma-Aldrich catalog.
2 Determined by elemental analysis of nitrogen

However, the coupling efficiencies were not identical, presumably due to
the effect of the ligand structure. Nevertheless, all ligand densities were obtained
with the same order of magnitude, compatible with similar value for P-Tyr-
agarose adsorbent used by Afonso et al. (5 to 15 pmol of P-Tyr mL" of gel) [19].

3.2. Human IgG adsorption onto P-Tyr-agarose: Effect of buffer system, pH,
and conductivity

Chromatographic runs of high-purity human IgG were performed using
three different kinds of buffer systems at 25 mmol L' and pH range between 5.0
and 8.0 (respecting the buffering range of each buffer system): a) the zwitterionic
buffers MOPS, MES, and HEPES (which present opposite signs charge at pH <
pKa); b) the negatively charged AcNa and NaP; c) the positively charged Tris-
HCI. The results of the retained IgG in each chromatographic run are presented
in Figure 2.
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Figure 2: Percentage of high-purity human IgG retained on P-Tyr-agarose as a
function of the pH value and conductivity for the buffer systems. (<) Conductivity
(mS cm™).

The percentage of adsorbed IgG ranging from 80 to 90% was observed at
pH values equal or lower than 7.0 using AcNa, MES, MOPS, and HEPES buffers.
If an individual analysis is performed, the IgG adsorption decreases drastically
when pH is increased, except for Tris-HCI, in which similar amounts of IgG were
adsorbed in Tris-HCI buffering range (7.0 to 8.0).

The isoelectric point (pl) of the human IgG used in chromatographic
experiments was determined by isoelectric focusing (IEF) analysis, being in the
range of 4.3 to 9.3. Therefore, in the pH range studied (5.0 to 8.0), IgG has
negative, positive and/or neutral charge depending on pH value. Since P-Tyr is
negatively charged throughout all pH range studied, it was expected an
adsorption dependence only regarding the pH. However, the adsorption also
depended on the nature of the used buffer system. For example, in same pH
value, such as 6.0, the IgG adsorption was disfavored in AcNa and NaP buffer
when compared to MES buffer.

In order to understand the observed phenomenon, the percentage of
retained IgG was analyzed as a function of the conductivity of each buffer system
(Figure 2). For zwitterionic buffer systems, the highest percentage of adsorbed



56

lgG was obtained when they had low conductivities (in its zwitterionic form), in
accordance to Haupt et al. [29], which studied the adsorption of human IgG onto
histidine-immobilized hollow fiber membranes. At pH values above the pKa of
these buffers, an increase in conductivity promoted a decreasing in retained 1gG.
For conductivity values above 1.0 mS cm™, the retained IgG values observed
were below 70%, except for AcNa buffer. Using both AcNa and MES buffer at pH
5.5, the retained IgG value achieved was similar, irrespective of the buffer
conductivity (1.83 mS cm™' for AcNa and 0.41 mS cm for MES). In contrast, at
pH 6.0, P-Tyr-agarose showed higher adsorption capacity when MES buffer was
used compared to NaP, which indicates that increasing the conductivity, the
retained 1gG decreases (91% vs 36% for MES and NaP, respectively, Figure 2).
Smaller amounts of dispersed ions in solution promote more interactions between
proteins and the ligand P-Tyr, suggesting that the adsorption is mainly governed

by electrostatic interactions in nature.

In order to understand the effect of conductivity in IgG adsorption capacity
of zwitterionic buffers, an experiment was conducted using Tricine buffer at pH
7.5 (pKa of 8.15, conductivity 0.34 mS cm™! below the other zwitterionic buffers).
The retained IgG was 63% when Tricine was used whereas only 37% of the
injected IgG was adsorbed when HEPES was used at the same pH value (Figure
2). When non-zwitterionic NaP and Tris-HCI buffers were used, the low IgG
adsorption onto P-Tyr-agarose can be possibly related to the higher conductivity
values of the buffers at 25 mmol L-'. These results led one to conclude that the
zwitterionic nature of these buffer systems provides lower conductivity and hence
a higher adsorption human IgG in P-Tyr-agarose, indicating that the electrostatic
type interactions may be predominant in the IgG adsorption of P-Tyr-agarose.

Aiming to confirm this hypothesis, the effect of NaCl addition in 25 mmol
L' AcNa and MES adsorption buffers (at pH 5.0 and 5.5, respectively) was
studied by varying its concentration between 0 and 2.0 mol L' (0, 0.1, 0.2, 0.5,
1.0, and 2.0 mol L™"). Increasing NaCl concentration from 0 to 0.1 mol L-',resulted
in a drastic decrease in the adsorption capacity (90% to 5% of IgG retained),
showing that human IgG can be eluted from the P-Tyr-agarose under a low NaCl
concentration. A similar phenomenon was described by Akgol et al. for the
adsorption of human IgG onto immobilized histidine methyl ester on magnetic
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particles [34]. The decreasing in the adsorption capacity observed when
increasing the NaCl concentration in the adsorption buffer confirms the
predominance of electrostatic interactions in the IgG adsorption of P-Tyr-

agarose.

3.3. Evaluation of different functional groups of P-Tyr on the adsorption of
human IgG

In order to verify if all functional groups present in the ligand P-Tyr
(phosphate, aromatic ring, and carboxyl groups) contribute for the adsorption of
lgG, experiments of adsorption were conducted with control ligands (L-Tyr, L-
Phe, PEA, Tyra, and AMPA) on different buffer systems. The results of retained

lgG as a function of buffer system and pH are depicted in Figure 3a-f.



58

RIRRRZIR

~6t00000000
0305

RS

CIIIITT
RS
Sgesrsatoledst

S5
2303%

50 -

20

(%) ©6] uewny paurejay

RRLTTIIL
s

SIRRRTEES
SRR

FEBZZRIXXX
BRI

BEBIRIRIE
B S

TR,
SRR

R

TRIIRIZZS

7.0
pH

6.0

B )
IR

55

pH

TR
R0
SRS
RLRLRLRLRLRLR

<o<o<o<o<
%
SIIEE:

SRR

RTIIA

Ssteses
s

Srsedrininisde

RRIRZZS
BERTZZZ.
st

;000:0“0000

2e2se%s%e% %

P
BB

PR
BRI

]
SR
S3e%523%e%|

100 -

T T
o o
[3p) N

904
80 1
704
60-
50-

1
100 -

8.0

75
pH

7.0

ot s
XX Sy
S RRRRRSIIRRRK

R

oo,o

90
80 4
70
60 4
50 2

REERIIRITITS,
BISSIIIIIIEI%

eisiedsiedaieinieinininy

s 43&&&&&&
s ereseateresss

o.oo::'::::%!

R ]
s

s

erereoece

SIS
SRS

2

OO OO OO SO OOSTO0

o000 055
IS

30 -

(%) D6 uewny paurelay

0
100 ~

6.5

6.0
pH

ds (
) Tyra (£2222) PEA. Buffer systems used

igan

d IgG on the i

ine

: Retai

Figure 3
Phe (
NaP

(b)

(a) AcNa

) L-Tyr (
(c)Tris-HCI; (d) MOPS; (e) MES; (f) HEPES.

b



59

The adsorption of IgG on control ligands was low (below 40%) and weakly
affected by the nature of the buffer system and pH, except for AMPA and L-Phe.
When MES buffer was used at pH 5.5, both AMPA and L-Phe adsorbed above
50% of human IgG (Figure 3e). For AMPA a decrease of IgG adsorption capacity
is achieved when pH is increased. In contrast, for most cases, L-Tyr, PEA, and
Tyra promoted an increase in IgG adsorption capacity when pH is increased.
These ligands have hydrophobic groups without the presence of carboxylate
group (negatively charged). This phenomenon can be also explained in view of
the pl of the polyclonal human IgG used, which is in the range of 4.3 to 9.3.
Increasing the pH from 6.0 to 7.5 makes the charge of many IgG molecules be
zero or close to zero, thus allowing the IgG adsorption through hydrophobic

interactions.

Regarding to the buffer system nature, it has a pronounced effect on IgG
adsorption on P-Tyr and AMPA when compared to other ligands studied. For P-
Tyr, for example, I9G adsorption reached more than 90% of the feed protein when
buffer systems are in its zwitterionic form (Figures 3d, 3e, and 3f). On the other
hand, when AMPA was used, it was possible to adsorb only about 60% of the
human IgG using the zwitterionic buffers MOPS and MES (Figures 3d and 3e).

If a comparison is performed between the ligands PEA and L-Phe, under
the conditions studied, it can be observed that both the aromatic ring (PEA) and
the aromatic ring associated with a carboxylate group (L-Phe) had not favored
the adsorption of human IgG. In the case of L-Phe, the condition that promoted
more than 50% of human IgG retention was for MES at pH 5.5 (Figure 3e), which
led one to conclude that the presence of aromatic ring alone or next to a
carboxylate group is not essential to IgG adsorption. Regarding to the phenyl
group, it can be noticed that its presence in Tyra and L-Tyr (phenyl group near
the carboxylate group) does not have great influence on the IgG adsorption, since
low adsorbed IgG percentage values are achieved in all buffers and pH values
studied. From the analysis conducted in accordance with the functional groups
present in the structure of each ligand, it can be noted that the phosphate group
linked to the aromatic ring attached to the P-Tyr structure is largely responsible
for adsorption of human IgG. It can be assumed that the high adsorption capacity



60

obtained in P-Tyr was due to the combination of the interaction of the aromatic
ring-phosphate and carboxylate groups to IgG.

Among the buffer systems studied, the buffering conditions under which
the adsorption of more than 80% of the injected human IgG was possible onto P-
Tyr-agarose were AcNa pH 5.0 and 5.5, MOPS pH 6.5, MES pH 5.5 and 6.0, and
HEPES pH 7.0. Then, studies of IgG purification from human plasma was carried
out using HEPES buffer at pH 7.0, to be buffering condition nearer to the
physiological pH.

3.4. Purification of IgG from human plasma

The experiments of purification of IgG were performed using human
plasma diluted 10 times with HEPES 25 mmol L' buffer at pH 7.0. Figure 4 shows
the chromatographic and the electrophoretic profiles. ELISA quantification of
protein in each chromatographic step is presented in Table 2.
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Figure 4. Chromatographic and electrophoretic profiles from adsorption of
proteins onto P-Tyr-agarose, Bed volume: 1.0 mL. Flow rate: 1.0 mL min.
Injection: ~ 4.6 mg total protein (human plasma diluted 10 times in HEPES 25
mmol L' at pH 7.0). (a) Chromatographic profile: (W) Washing, HEPES 25 mmol
L' pH 7.0; (E) Elution, HEPES 25 mmol L' with NaCl 1.0 mol L' pH 7.0; (R)
Regeneration, NaOH 50 mmol L. (b) Electrophoretic profile: (M) molecular
weight marker; (1) Injection; (W) Washing fractions pool; (E) Elution fractions pool;
(IgG) human IgG marker made from high-purity IgG (Sigma, USA).

Table 2: Quantification of IgG, IgA, IgM, HSA, and Trf by ELISA in each
chromatographic step of the purification of IgG from human plasma using P-Tyr-
agarose.

Fraction lgG IgA IgM HAS Trf
Injection (mg) 0.336 0.084 0.070 2.720 0.124
Washing (mg) 0.150 0.073 0.057 2.703 0.104
Elution (mg) 0.160 0.000 0.015 0.000 0.000
Adsorbed IgG (%) @ 48

lgG adsorption capacity (mg 0.160

mL ' gel)

Purity (%) ° 91

Purification factor °© 9.1

a Adsorbed IgG: mass ratio of eluted IgG by fed IgG x 100.

bPurity: mass ratio of the eluted IgG by the total mass of the proteins quantified by ELISA in the
elution step x 100.

¢ Purification factor: purity ratio of the eluted IgG by the IgG fed.
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Analyzing the electrophoretic profile (Figure 4b), it can be observed the
presence of traces of IgM, Trf, and HSA in the pool of the eluted
fractions.However, Trf and HSA were not detected by ELISA (values below the
ELISA detection level of 0.69 ng mL"). According to the ELISA results (Table 2),
it was achieved an IgG purity and recovery of 91% and 48%, respectively, in the
elution step (based on the IgG, IgA, IgM, HSA, and Trf measurements), reaching
a purification factor of 9.1.

Similar purity results were reported in the literature by Bresolin et al. and
Arica et al. [27, 35]. These authors achieved purity of 91% and 93% employing
the amino acids o-phospho-L-serine and histidine, respectively, as ligands for
purifying IgG from human serum. As to the yield of IgG in the eluted fractions, the
value obtained in this study was of the same order of magnitude of those reported
by Bresolin et al. (58%) and Arica et al. (58%) [27, 35]. On the other hand, the
purification factor of 9.1 achieved in the chromatographic experiments performed
by P-Tyr-agarose was 68% higher than those reported by Bresolin et al.
(purification factor of 5.4) [27].

The electrophoretic profile of the eluted fraction of P-Tyr-agarose showed
that the adsorbed IgG has pl ranging from 7.0 to 9.3 (data not shown). At pH 7.0,
the most of adsorbed proteins onto P-Tyr-agarose was positively charged, in
accordance to the IEF. In this condition, most proteins was possibly adsorbed by
electrostatic interactions. Thus, the properties of the P-Tyr-agarose seem to
provide an adequate approach to purification of IgG from human plasma based

on the electrostatic and attractive forces.

3.5. Determination of thermodynamic parameters of IgG adsorption at P-Tyr

In order to investigate the nature of the interaction between human IgG
and the ligand P-Tyr, adsorption isotherms were carried out at different
temperatures (10, 20, 25 and 35°C). The parameters of Langmuir model
(maximum adsorption capacity, Qm, and dissociation constant, Kd) were adjusted
to experimental data using a nonlinear fitting procedure and its values are

presented in Table 3 and Figure 5 shows the isotherms.
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Figure 5. Experimental adsorption isotherms for human IgG on P-Tyr-agarose
using HEPES buffer pH 7.0 at 10, 20, 25, and 35°C. Curves were calculated using
the fitting parameters of Langmuir model. Temperatures: ( +) 10°C, (B) 20°C, (
<) 25°C, and ( %) 35°C.

Table 3: Adjusted parameters of Langmuir model fitted to experimental IgG
adsorption data onto P-Tyr-agarose

Temperature (°C)  Qm (mg g gel) Kd (mol L) R?
10 57.38+3.58  (2.63 + 0.51) x 10 0.97
20 273.51 +12.63 (1.47 +0.18) x 10° 0.99
25 255.60 +5.33  (1.42 + 0.24) x 10 0.99
35 67.79 + 2.98 (0.63 + 0.10) x 10° 0.98

The experimental adsorption data were well represented by the Langmuir
model (correlation coefficient between 0.97 and 0.99). It is observed an increase
in 1gG adsorption capacity at temperatures between 10 and 20 °C while a
decrease in temperatures between 20 and 35 °C, which indicates that
temperatures around room temperature (20 and 25 °C) favor the adsorption of
lgG. The maximum capacity of IgG adsorption obtained in this study 273.51 mg
g adsorbent at 20 °C (1.0 g of P-Tyr-agarose equals 2.5 mL of gel) was higher
than the values reported by Uzun et al., Feng et al., and Bayramoglu et al., which
obtained values ranging from 96 to 142 mg g' when IgG was adsorbed onto
histidine methyl ester polymerized with methacrylate, tyrosine derivative
embedded in agarose, and arginine immobilized in methacrylate, respectively
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[36-38]. Ka values obtained were in the order of 10-° mol L indicating that P-Tyr-
agarose can be considered as a low-affinity medium in accordance to

Vijayalakshmi [7].

The adsorbent P-Tyr-agarose presented at constant enthalpy in the
temperature range from 10 to 35°C and a linearity of van't Hoff plot (4.801x —
27.468; R? = 0.950). The IgG affinity for P-Tyr increased with increasing
temperature (Kd values decrease with increasing temperature), which was also
observed by Ribeiro et al. for the adsorption of human IgG onto an IMAC ligand
(Ni(ll) immobilized on iminodiacetic acid coupled to poly(ethylene vinyl alcohol)
membranes) [39].

The adsorption of human IgG onto P-Tyr-agarose is an endothermic
process, since the Ka values decreased with increasing temperature, providing
positive AH° values (Table 4).

Table 4: Thermodynamic parameters of human IgG adsorption onto P-Tyr-

agarose
Temperature (°C) AG° (kcal mol'')  AH° (kcal mol'')  AS° (cal mol' K1)

10 -5.94 21.02

20 -6.49 22.18
+ 9.55

25 -6.62 22.25

35 -7.34 23.87

The AG? values were negative and ranged from -5.94 to -7.34 kcal moL-
1. which indicate that adsorption is spontaneous and more favorable when
temperature is increased. These AG? values are of similar magnitude to those
obtained by Bayramoglu et al. for adsorption of human IgG onto L-arginine
attached to methacrylate beads [38]. The AS? values were positive in the range
of 21.02 to 23.87 cal mol' K! (Table 4) and a little change was observed when
temperature was increased, indicating an increase in the system total disorder,

promoting the adsorption and the stability of IgG-P-Tyr-agarose [40].

As described by Ross and Subramaniam, slightly positive values of AH?®
associated with AS® with the same sign indicate the predominance of electrostatic

interactions [41]. Thus, the value found for AH? (+9.55 kcal mol) is in the order
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of magnitude as slightly positive, indicating the predominance of electrostatic
interactions. In order to confirm this hypothesis, a chromatography was
performed in P-Tyr-agarose using high purity human IgG diluted in 0.5 mol L
sodium sulfate solution (sodium sulfate favors hydrophobic interactions). No
adsorption of human IgG was observed in this condition, demonstrating that
electrostatic interactions are the main responsible that make possible the IgG

adsorption onto P-Tyr.
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4. Conclusion

This study demonstrated that the adsorption of human IgG onto P-Tyr-
agarose is highly influenced by the conductivity of the buffer system used. The
zwitterionic buffer systems provide low conductivity and hence a high adsorption
of human IgG in P-Tyr-agarose. The evaluation of different functional groups of
P-Tyr on the adsorption of human IgG indicated the predominance of electrostatic
interactions with the phosphate groups, although the contributions of aromatic
and carboxylic groups also play a role. High selectivity was observed when
HEPES buffer was used for purification of IgG from human plasma, reaching
purity levels near 90%. P-Tyr has a maximum IgG binding capacity of 273.51 +
12.63 mg g™ which is higher than reported for many pseudobioaffinity adsorbents.
The dissociation constant (Kq) values of the complex IgG-P-Tyr were in the order
of 10 mol L indicating low-affinity. The value of AH° obtained was positive,
suggesting the endothermic nature of IgG adsorption. The thermodynamic
analysis revealed that the adsorption of IgG on P-Tyr occurs mainly due to
electrostatic interactions. We can conclude that the P-Tyr-agarose is a potential
and effective tool for the purification of IgG from human plasma solutions with

high purity in single-step process.
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4.2. PURIFICACAO DE IgG A PARTIR DO PLASMA HUMANO E
FRAGMENTO Fab EM P-Tyr-AGAROSE

Neste topico estao apresentados os resultados experimentais do emprego
do ligante P-Tyr imobilizado em agarose visando a captura e/ou purificacdo de
lgG humana a partir do plasma humano. Para tal, foram estudados os seguintes
sistemas tamponantes, tais como: MES, MOPS e Bis-Tris 25 mmol L', pH entre
5,5e 7,0 e NaP e Tris-HCI 10 mmol L', pH 6,0 e 7,0, respectivamente. A escolha
destes tampobes teve como base os resultados obtidos do estudo da interacéo
de 1gG humana com o P-Tyr apresentados no item 4.1. Complementar a este
estudo, foram realizados experimentos de adsor¢ao de fragmentos (Fab e Fc)
proveniente da clivagem de IgG humana pela enzima papaina. Este estudo foi
motivado pelo fato de que, em pH neutro, tanto o ligante quanto a porcéo Fc da
lgG encontram-se negativamente carregados, 0 que favoreceria a adsorcao
seletiva de fragmentos Fab.

Primeiramente, foi alimentado na coluna cromatogréfica 750 uL de plasma
diluido 10 vezes (~4,6 mg de proteina total) nos sistemas tamponantes MES pH
5,5, 6,0 e 6,5, e Bis-Tris pH 6,0, 6,5 e 7,0 para a obtencdo da condi¢cao que
permitisse a maior seletividade na adsorcao de IgG. A analise de eletroforese
SDS-PAGE e ELISA demonstraram que n&o foi possivel obter IgG humana livre
de impurezas como Trf e HSA. Ao utilizar o sistema tamponante MES pH 5,5 foi
possivel recuperar na etapa de eluicao 91% da IgG injetada, no entanto, a pureza
foi abaixo do padréo estabecido (60%), sendo essa condicdo uma alternativa
para outras aplicagcdes, como por exemplo, a deplecdo de IgG para estudos
proteémicos. Para ambos sistemas tamponantes, os maiores valores de pureza
foram obtidos em pH 6,5, 84% e 80% para MES e Bis-Tris, respectivamente.
Para avaliar o efeito do pH aplicado na pureza da IgG, foram realizados ensaios
cromatogréaficos com plasma diluido 10 vezes em MOPS 25 mmol L' pH 6,5,
sendo obtida pureza de 70%, ou seja, menor que a obtida para o MES e Bis-Tris

no mesmo valor de pH.

Em seguida, foram realizadas medidas de condutividade do plasma
diluido nesses sistemas tamponantes. Verificou-se que os tampdes que
propocionaram maiores valores de pureza apresentaram valores de
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condutividade em torno 1,80 mS cm'. Desta forma, os sistemas tamponantes
Tris-HCI e NaP, que a principio apresentaram valores de condutividade maiores
que 2,0 mS cm™ e haviam sido descartados devido a baixa capacidade na
adsorcgao de IgG, foram reconsiderados e a condutividade ajustada para valores
préximos a 1,80 mS cm'. Assim, as condigdes utilizadas foram Tris-HCI pH 7,0
e NaP pH 6,5, ambos a 10 mmol L, com o plasma diluido 13 e 15 vezes,
respectivamente. Ao utilizar o Tris-HCI e NaP foi possivel obter IgG livre de
impurezas, segundo as analises de eletroforese SDS-PAGE e ELISA, sendo que
a a maior pureza aliada a recuperagao foi obtida em sistema tamponante NaP
(105% e 74%, respectivamente). O valor de pureza maior que 100% € explicado
pela diferenca entre os métodos de quantificacdo de proteina total (método de
Bradford) e a quantificacdo de cada proteina individualmente (ELISA). O método
de Bradford subestima a concentragéo de IgG nas amostras, enquanto 0 método
de ELISA ¢é altamente especifico para esta proteina (LUCARINI AND KILIKIAN,
1999; KRUGER, 2002). Com base nesses resultados, o NaP 10 mmol L-'pH 6,0

foi selecionado para os experimentos seguintes.

A adsorcao de IgG humana em P-Tyr-agarose foi avaliada em funcéo do
tempo (cinética de adsor¢do) na vazao de 1,0 mL min'. Para tal foram utilizadas
duas concentragbes de IgG: 0,5 e 2,0 mg mL' em NaP 10 mmol L' pH 6,0,
sendo que o tempo de equilibrio foi de 20 e 170 min, respectivamente. Para as
duas concentragdes de IgG estudadas o modelo cinético de pseudo-segunda-
ordem foi 0 que descreveu melhor os dados experimentais, tendo sido obtidos
coeficientes de correlacdo de 0,97 e 0,95 para 05 e 20 mg mL",
respectivamente. As quantidades de IgG humana adsorvidas em P-Tyr-agarose
(de mg g gel) obtidas experimentalmente foram coerentes com os valores
tedricos, apresentando desvio de 1,7% para a concentragdo de 0,5 mg mL" para
e de 5,5% para a concentragdo de 2,0 mg mL'. A capacidade de adsorgao obtida
foi de 14,81 mg g para 0,5 mg mL" e 46,97 mg g para 2,0 mg mL". Esses
resultados confirmam que o adsorvente P-Tyr-agarose pode ser utilizado como
uma alternativa na purificagdo de IgG humana, usando o sistema tamponante
NaP 10 mmol L' pH 6,0.

No que concerne as isotermas de adsor¢do, o modelo de Langmuir, bem
como o de Lagmuir-Freundlich, representaram adequadamente os dados
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experimentais, com coeficiente de correlacdo similares 0,989 e 0,999,
respectivamente. A capacidade maxima de adsorcao de IgG (Qm) obtida pelo
modelo de Langmuir foi igual a 156,80 mg g' gel. A constante de dissociagéo
(Kq) deste modelo foi da ordem de grandeza de 10 mol L', mostrando que P-
Tyr pode ser considerado um ligante de afinidade média para adsorcao de IgG
na presenca do sistema tamponante NaP 10 mmol L' pH 6,0.

A fim de identificar a porcao da molécula de IgG que interage com o ligante
foram realizados ensaios com fragmentos de IgG humana clivados com papaina
(Fab e Fc) nos sistemas tamponantes HEPES, Tris-HCI, Bis-Tris, e MOPS para
a concentragdo de 25 mmol L' em pH 7,0 e NaP e Tris-HCI 10 mmol L' em pH
6,0 e 7,0, respectivamente. Dentre todos os tampdes utilizados s6 foi possivel
obter Fab livre de Fc na eluicdo para o HEPES 25 mmol L' em pH 7,0, com
recuperacao de 86% do Fab injetado, com 98% de pureza (medido por RID). Foi
possivel identificar a presenca de IgG intacta tanto na eletroforese quanto na
membrana de Western blot. |gG néo digerida também € observado nas fragcdes
de eluicdo de cromatografia em géis com proteina L imobilizada, que devido a
afinidade pela cadeia leve do tipo kappa, adsorve ndo somente o fragmento Fab

como também a IgG intacta.

O artigo esta apresentado na forma do manuscrito e esta em processo de

submissao.
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Abstract

The nature of the buffer system is one of various factors affecting the
performance of the pseudoaffinity chromatography. The effect of five buffer
systems MES, MOPS, Bis- Tris, Tris-HCI, and sodium phosphate (NaP) was
evaluated on the adsorption of human IgG and Fab fragments onto phospho-L-
tyrosine immobilized on agarose (P-Tyr-agarose). High values of purity (96%,
based on ELISA analysis of albumin, transferrin, and immunoglobulins A, G, and
M) were obtained when IgG was purified from human plasma diluted in 10 mmol
L' NaP buffer at pH 6.0. The P-Tyr-agarose was also promising in IgG capture,
since 91% of IgG was adsorbed when plasma was diluted in 25 mmol L' MES
buffer at pH 5.5 and could be recommended for IgG depletion from human
plasma in this condition. The experimental data of IgG adsorption kinetic were in
agreement with the pseudo-second-order model. The adsorption isotherm data
were well described by the Langmuir-Freundlich model, with value of parameter
n below the unit (0.72), indicating negative cooperativity. Selectivity was achieved
on P-Tyr-agarose from digested human IgG in 25 mmol L-' HEPES buffer at pH
7.0, obtaining Fab fragments in eluted fractions without Fc fragments (although

having uncleaved IgG), with 86.2% of recovery.

Keywords ortho-phospho-tyrosine, purification, human IgG, Fab

fragments.
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1. Introduction

Immobilized amino acids have been used as pseudobiospecific ligands in
affinity chromatography for the purification of a variety of proteins. Due to ease
immobilization, low cost, high protein-binding capacity, and selectivity,
immobilized amino acids represent alternatives to conventional affinity ligands.
For example, antibodies from different biological sources have been purified on
histidine, phenylalanine, lysine, and tryptophan immobilized onto several

insoluble matrices.

The amino acid histidine has been reported as ligand for the separation of
lgG, whether immobilized by amino or carboxylic groups [Bueno et al., 1995,
Pitiot et al., 2001, Elkak et al., 2009, Fan et al., 2016]. However, the specificity of
adsorption of IgG molecules on immobilized histidine depends on matrix nature,
ligand orientation, and chromatographic conditions. The interactions between
histidine and IgG take place with predominance of electrostatic interactions, but
other ones, such as mild hydrophobic, van der Waals, and hydrogen bonding play
an important role [Prasana et al., 2015; Savane et al., 2016]. Immunoglobulins
are adsorbed in immobilized histidine at low ionic strength eluted in mild

conditions and the purity of the isolated IgG reaches around 90%.

Phenylalanine and tryptophan have been exploited as ligands not only for
the purification of IgG but also for immunoadsorption therapy [Gan et al., 2000;
Naik et al., 2011]. When immobilized onto polyvinylalcohol gels, phenylalanine
and tryptophan have been used for extracorporeal treatment of the several
autoimmune diseases such as myasthenia gravis, Guillain-Barre syndrome,
lupus nephritis, severe bullous pemphigoid, rheumatoid arthritis, and systemic
lupus erythematosus [Hirata et al., 2003; Sugimoto et al., 2006; Herrero-
Gonzélez et al.,, 2005; Luftl et al.,, 2003]. The autoantibodies anti-DNA,
antiphospholipid, rheumatoid factor, and immune complexes are retained by
hydrophobic interactions onto polyvinylalcohol gels with phenylalanine and
tryptophan as ligands [Gaubitz and Schneider, 2003]. For IgG purification from
different sources, tryptophan complexed hydroxyapatite nanoparticles coupled to
a polymethacrylate porous SEPA BEADS matrix and phenylalanine immobilized
onto microporous polyamide and PVDF membranes have been employed with
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success as adsorbents resulting in general, a purity higher than 85% [Nalik et al.,
2011; Victor and Sharma, 2011; Gan et al., 2000; Sun et al., 2006].

L-Lysine and L-histidine have been used as ligands in negative
chromatography for IgG purification and endotoxin removal. These immobilized
amino acids capture mostly human serum proteins or endotoxins at neutral pH
conditions while IgG with high purity is obtained in the non-retained fractions
[Anspach and Petsch, 2000; Acconci et al., 2000; Pitiot et al., 2001; Machado et
al., 2006; Bresolin et al., 2011]. The negative chromatography is an efficient
method which provides IgG purification or endotoxin removal under gentle
chromatographic conditions, reaching above 80% yields.

Recently, phosphorylated-tyrosine (P-Tyr) and -serine (OPS) amino acids
coupled to agarose gel were reported as polyclonal and monoclonal IgG
adsorbents with high selectivity as a function of adsorption conditions [Bresolin
and Bueno, 2012; Oliveira et al., 2015; Pavan et al., 2017]. OPS immobilized on
cyanogen bromide (CNBr)-activated agarose and P-Tyr coupled to bisoxirane-
activated agarose gel have shown high selectivity for IgG from human serum and
plasma. OPS immobilized on agarose was also employed for purification of
mouse monoclonal antibody (IgG2a) from precipitate solution of hybridoma
culture supernatant [Oliveira et al., 2015]. OPS and P-Tyr interact with IgG mainly
by electrostatic interactions with negatively charged phosphate and carboxylate
groups of OPS and carboxylate and phosphate bounds to aromatic ring groups
of P-Tyr [Bresolin and Bueno, 2012; Oliveira et al., 2015, Pavan et al., 2017].
However, although OPS and P-Tyr have been successfully used as ligands for
purification of IgG, they have not been extensively investigated and the
interactions between ligand and IgG have not yet been elucidated.

The present work extends the application of Pavan and coworkers’ studies
of human IgG purification on P-Tyr immobilized on agarose gel [Pavan et al.,
2017] in order to acquire fundamental data for the development of IgG and Fab
fragments purification or depletion processes from human plasma. The effects of
operational conditions pH and buffer system on the capacity and selectivity of the
adsorbent were investigated. Parameters of pseudo-first-order and pseudo-
second-order models were fitted to kinetic adsorption data while Langmuir and
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Langmuir-Freundlich adsorption isotherm models were used to describe the
equilibrium data. These parameters were determined aiming at obtaining useful
data for the development of large scale processes aiming at the purification of

human IgG from human plasma.
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2. Material and Methods

2.1. Chemicals

Agarose gel (Sepharose 4B), glycine, ortho-phospho-L-tyrosine (P-Tyr),
1,4-butanediol diglycidyl ether, N-[2-hydroxyethyl]piperazine-N-[2-ethanesulfonic
acid] (HEPES), 2-(N-Morpholino) ethanesulfonic acid (MES), 3-(N-Morpholino)
propanesulfonic acid (MOPS), tris(hydroxymethyl) aminomethane (Tris), bis(2-
hydroxyethyl)amino—tris(hydroxymethyl) methane (Bis-Tris), sodium chloride,
Coomassie brilliant blue R-250, crystalline bovine serum albumin (BSA), and y-
globulins from human blood (high-purity human IgG) were purchased from
Sigma-Aldrich (USA). Sodium acetate (AcNa) and sodium phosphate (NaP) were
acquired from Merck (Germany). Acrylamide, N,N-methylene-bis-acrylamide,
sodium dodecyl sulfate (SDS), dithiotrietol, and tetramethyl ethylene diamine
(TEMED) for SDS-PAGE analysis were obtained from Bio-Rad (USA). ELISA kits
for 1gG, IgA, IgM, HSA (human serum albumin), and Trf (transferrin)
determination were purchased from Bethyl Laboratoires (USA). The
electrophoresis calibration kits for determination of molecular weight (53 to 212
kDa) and PD10 Sephadex G-25 columns were provided by GE Healthcare (USA).
The water used in all experiments was ultrapure water obtained using a Milli-Q

System (Millipore, USA). All other chemicals were of analytical reagent grade.

2.2. Human Plasma

Human plasma bags were gently provided by Blood Center (Hemocentro)
of University of Campinas (UNICAMP, Brazil).
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2.3. Methods

2.3.1. Adsorbent synthesis

The adsorbent preparation followed two steps as described in Pavan et
al., 2017. First, agarose 4B was activated with 1,4-butanediol diglycidyl ether in
accordance to the procedure presented by Hermanson et al. (1992). Briefly, 40
mL of a 0.6 mol L' NaOH solution containing 75 mg of sodium borohydride was
added to 50 mL of suction dried gel. Subsequently, 40 mL of 1,4-butanediol
diglycidyl ether was slowly dropped to that suspension, which was kept under
constant stirring at room temperature for 10 h. After the reaction time, the gel was
washed with distilled water and stored in a 1.0 mol L' NaCl solution under

refrigeration.

The second step comprised P-Tyr immobilization, performed according to
the protocols developed by Zachariou et al. (1993), Zachariou and Hearn (2000),
and Pavan et al. (2017). A 0.2 mol L' aqueous solution of P-Tyr was prepared
and the pH was adjusted to 10.5 with KOH pellets, maintaining the temperature
at 4°C. For a 15 g of suction dried activated gel, 30 mL of the ligand solution was
added and the suspension was stirred for 4 h at 25 °C. After the immobilization,
the gel was washed, resuspended in 20% ethanol and kept under refrigeration
until use. The derivatized gel is referred as P-Tyr-agarose.

2.3.2. Human IgG papain-digestion

Aiming at the obtainment of Fab and Fc fragments, whole human IgG was
cleaved with papain following the procedures described by Ternynck and
Avrameas (1987), da Silva et al. (2014), and Mourao et al. (2016) using a 30 mg
mL-! solution of high purity human IgG in 100 mmol L' NaP buffer at pH 7.4
containing 40 mmol L' EDTA. Briefly, the digestion was started by adding
cysteine-activated papain to the IgG solution to achieve a papain/antibody ratio
of 1% (w/w). Then, this solution was incubated at 37°C for 2 h. After this,

iodoacetamide 400 mmol L' solution was used to stop the reaction. Buffer
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exchange of digested products was performed using PD10 Sephadex G-25
column (GE Healthcare, USA) following the procedure described by the
manufacturer. Aliquots of digested IgG were stored at -20°C.

2.3.3. Chromatographic experiments

Chromatographic experiments were performed at room temperature (25 +
2°C) in duplicates. A HR 5/10 column (GE Healthcare, USA) was packed with 1.0
mL of P-Tyr-agarose and connected to a low-pressure chromatography system
(AKTA Purifier, GE Healthcare, USA). The column was equilibrated at room
temperature with the proper adsorption buffer, at a flow rate of 1.0 mL min

(superficial velocity of 76.4 cm h).

As feed, it was used approximately 750 pl of a diluted plasma solution
(total protein mass of ~ 4.6 mg) prepared in a proper buffer depending of the
experiment (MES, MOPS, and Bis-Tris at 25 mmol L', pH from 5.5 to 7.0; NaP
and Tris-HCI 10 mmol L', pH 6.0 and 7.0, respectively). Digested IgG solution
was prepared in different buffers HEPES, Bis-Tris, MOPS, Tris-HCI, and NaP at
25 mmol L, pH 7.0, and Tris-HCI and NaP 10 mmol L' at pH 7.0 and 6.0,
respectively. These solutions containing 1.4 mg of total protein were fed in the
column. After the sample loading, the column was washed with the same
adsorption buffer and elution was performed by adding 1.0 mol L' NaCl in the
adsorption buffer. During all chromatographic steps absorbance at 280 nm was
monitored, fractions of 1.0 mL were collected and quantified by Bradford method
[Bradford, 1976] and pools of washing and elution fractions were analyzed by
SDS-PAGE. When human plasma was used, IgG, IgA, IgM, HSA, and Trf were
quantified by ELISA while for digested IgG, Western blot and radial
immunodiffusion assays were performed. After each experiment, the column was
washed with ultrapure water and the loading buffer to restore it to its initial

condition for a new experiment cycle.
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2.3.4. Dynamic human IgG adsorption kinetic onto P-Tyr-agarose

The dynamic adsorption kinetic experiments were carried out in duplicate
at room temperature as described in Daoud-Attieh et al, 2013 and Demirci et al,
2017. The C10/10 column (GE Healthcare, USA) packed with 1.0 mL of P-Tyr-
agarose was equilibrated with 10 mmol L' NaP at pH 6.0 (adsorption buffer) at
1.0 mL min"! (superficial velocity of 76.4 cm h'). A volume of 50 mL of high purity
human IgG solution was prepared in 10 mmol L' NaP buffer pH 6.0 in two
different concentrations (0.5 and 2.0 mg mL"). These solutions were continuously
recirculated through the column in a closed-loop circuit, until outlet concentration
became constant. IgG solution was maintained under continuous stirring and, in
determined time intervals, samples of 10 pL were collected for protein
quantification with the Bradford method [Bradford, 1976]. After each experiment,
the column was regenerated with 50 mmol L' NaOH, followed by Milli-Q water
and the adsorption buffer to restore it to its initial condition for a new experiment.

The pseudo-first-order and pseudo-second-order kinetic models were
applied to the experimental data on the human IgG adsorption kinetic using the
following equations [Daoud-Attieh et al., 2013; Oliveira et al., 2015]:

qe = qe(1+ e7™1t) (1)
k,q?t
qr = __ "2Her (2)
(1 + tkaq.)

in which ge and gt are the amount of IgG adsorbed (mg) onto P-Tyr-
agarose (g) at equilibrium and time t (min), respectively; ki (min™") is the rate
constant for the pseudo-first-order adsorption kinetic and k2 (g mg™' min™") is the
rate constant for the pseudo-second order kinetic.

2.3.5. Equilibrium adsorption of human IgG onto P-Tyr-agarose

The equilibrium IgG adsorption experiments onto P-Tyr-agarose were
carried out at 25°C, in duplicates, using Eppendorf tubes with 50 uL of gel. First,
the gel was equilibrated with adsorption buffer 10 mmol L~' NaP at pH 6.0 and
then 1.0 mL of human IgG solutions at different initial concentrations (0.5 to 20.0
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mg mL~") was added to each tube. To allow the equilibrium to be established, the
tubes were rotated end-over-end at 6 rpm during 8 h according to the kinetic

studies performed.

The equilibrium concentration of protein in the liquid phase (C*) was
obtained by measuring the absorbance at 280 nm (UV-vis spectrophotometer,
Beckman DU 650, USA) using the extinction coefficient of 1.4 mL cm mg-'. After
that, the difference between the amount of protein added and that remaining in
the liquid phase after equilibrium divided by the volume or mass of the adsorbent
was used to determine the mass of protein adsorbed per volume or mass of gel
(mg mL™" of gel or mg g™" of gel), Q*. Plotting Q* against C* yielded the equilibrium

isotherm.

The parameters of Langmuir (Eq. (3)) and Langmuir-Freundlich (Eq. (4))
models were fitted to the experimental data employing the iterative fitting method
of Levenberg—Marquardt using OriginLab® (Microcal, USA):

Q"= KQriC;*
d

(3)

m(C)"
0 = _@n(€)

= Kaur + €O )

where Qm is the maximum protein binding capacity; Kq is the dissociation
constant, which represents the affinity between protein and adsorbent; KdLr is the
apparent dissociation constant of protein-ligand; and n is the Langmuir-

Freundlich coefficient [Sharma e Agarwal, 2001].
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2.4. Analytical Methods

2.4.1. Total protein quantification

The total protein content of chromatographic fractions was determined by
the colorimetric Bradford method [Bradford, 1976] using BSA as reference
protein.

2.4.2. SDS-PAGE

Fractions of adsorption, washing, and elution chromatographic peaks were
analyzed by SDS-PAGE in a Mini-Protean TetraCell system (BioRad, USA),
under denaturing and nonreducing conditions [Laemmli 1970]. SDS-treated
samples were heated at 100 °C for 10 min and then applied to the gels. The
separation was carried out at 180 V in a 7.5% separation gel with a 4% stacking
gel. Protein bands were silver stained in accordance to the procedure presented
by Morrissey (1981).

2.4.3. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA): IgG, IgA, IgM, Trf, and
HSA quantification

Quantification of 1gG, IgA, IgM, Trf, and HSA was performed using ELISA
kits purchased from Bethyl Laboratories (USA). The tests were carried out strictly
in accordance to the protocols provided by the manufacturer for each kit (IgG:
E80-104; IgA: E80-102; IgM: E80-100; Trf: E80-128, and HSA: E80-129).
Absorbance measurements were performed on a ELx 808 microplate reader
(Biotek, USA) on a wavelength of 450 nm.

2.4.4. Western blot

After SDS-PAGE runs, protein samples were transferred to nitrocellulose
membranes in a Mini Transblotting Il System (Bio-Rad, USA) as described by
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Towbin et al. (1979), da Silva et al. (2014), Mourao et al. (2016), and Carmignotto
et al. (2017) for the specific detection of whole human IgG and its Fc and Fab
fragments. The secondary antibodies used were peroxidase conjugated anti-
human IgG (Fab specific or Fc specific), both produced in goat and purchased
from Sigma-Aldrich (USA). The protein bands were developed using a
chromogen solution (0.003% H202, 1.0 mg mL™" 3,3"-diaminobenzidine diluted in
Tris-HCI 50 mmol L' at pH 7.4).

2.4.5. Fab fragment quantification by radial immunodiffusion (RID)

The concentration of Fab fragments presented in chromatographic
fractions was determined by RID assay, in accordance to literature [Lu and Miller,
1996; da Silva et al., 2014, and Mourao et al., 2016]. It was used a Fab specific
anti-human IgG antibody conjugated to peroxidase produced in goat (Sigma-
Aldrich, USA).

2.4.6. Quantitative determination of uncleaved IgG and Fab fragments by
densitometry of SDS-PAGE gels

The ratio between the amount of uncleaved human IgG and the Fab
fragments presented in elution steps was determined by SDS-PAGE
densitometry using the GS 800 Calibrated Densitometer (BioRad, USA).



87

3. Results and Discussion

3.1 Purification of IgG from human plasma

The ligand P-Tyr has negative charge over a wide pH range due to the
presence of the both phosphate and carboxyl groups in its structure. Based on
these characteristics, its ability to adsorb proteins through electrostatic
interactions was exploited. As polyclonal human IgG has isoelectric point in the
range of 6.9 to 9.3 [Bresolin et al., 2010], it was initially chosen to use buffers
systems whose buffer ranges were between 5.5 and 7.0, to assure that the 1gG
molecules contained in the plasma were mainly positively charged. The following
buffers were studied at 25 mmol L™, in which plasma was 10 times diluted: MES
(zwiterionic buffer) at pH 5.5, 6.0, and 6.5, and Bis-Tris in pH 6.0, 6.5, and 7.0.
For each experimental condition studied, the electrophoretic profiles and the
quantification of IgA, 1gG, IgM, Trf, and HSA of chromatographic fractions are

shown in Figure 1.
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Figure 1. Electrophoretic profile and quantification of IgG, IgA, IgM, Trf, and HSA
(by ELISA) of pooled fractions of chromatographic runs performed with human
plasma 10 times diluted in the following buffers at 25 mmol L. Electrophoretic
profile. MES (a) pH 5.5; (b) pH 6.0; (c) 6.5 and Bis-Tris (e) pH 6.0; (f) pH 6.5; (9)
pH 7.0. M: Molecular weight marker; I: Injection; W: Washing fraction pool; E:
Elution fraction pool; IgG: human IgG marker (Sigma-Aldrich). Quantification of
proteins (d) MES and (h) Bis-Tris. () HSA; (E2) Trf; () IgM; (EEE) IgA; (
vz7) |gG; (1) PT (total protein, Bradford, 1976).
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Experimental data led one to conclude that pH and buffer system influence
lgG recovery (ratio of eluted IgG mass and fed IgG mass. IgG recovery
decreased when pH was increased for MES (recovery of 91, 79, and 60% for pH
5.5, 6.0, and 6.5, respectively) and increased slightly with increasing pH for Bis-
Tris (recovery of 44, 51, and 53% for pH 6.0, 6.5, and 7.0, respectively). When
MES pH 5.5 was used, a recovery of 91% was reached, but the presence of
impurities in the electrophoresis was observed (Figure 1a), confirming the results
obtained by the ELISA (Figure 1d, purity 60%). Due to this high recovery, this
buffer can be recommended for other applications using P-Tyr-agarose, such as
plasma depletion for proteomic studies, since 91% of the plasma IgG was
adsorbed to the column, allowing obtaining flowthrough and washing fractions
with only 7% of the initially fed IgG. Bereli et al. (2010) and Faulkner et al. (2011)
reached depletion of 93.6% of human IgG in criogels with immobilized
iminodiacetic acid (IDA)-Cu(ll) and 92% of bovine IgG in immobilized protein G,
respectively.

The highest purity values for both buffers were obtained at pH 6.5 (84 and
80% for MES and Bis-Tris, respectively). Although the purity values achieved are
close, a higher IgG recovery was obtained with MES (60%). To confirm if this pH
value provided the same purity of IgG, a new chromatographic experiment was
performed, by feeding human plasma 10 times diluted in 25 mmol L-' MOPS at
pH 6.5, whose results are presented in Figure 2.
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Figure 2. Electrophoretic profile and quantification of 1gG, IgA, IgM, Trf, and HSA
(by ELISA) of pooled fractions of chromatographic runs performed with human
plasma 10 times diluted in 25 mmol L' MOPS at pH 6.5. (a) Electrophoretic
profile. M: Molecular weight marker; I: Injection; W: Washing fraction pool; E:
Elution fraction pool; IgG: human IgG marker (Sigma- AIdrich) ( ) Quantification
of proteins () HSA; (E£) Trf; (Im) IgM; ( lgA; () 1gG; (1) PT
(total protein, Bradford, 1976).

At this pH, MOPS buffer has zero net charge due to two charges of
opposite signals. The zwitterionic MOPS buffer provided a little lower 1gG purity
lower (70%) than those obtained with the Bis-Tris (80%) and MES (84%) buffer
systems at pH 6.5. However, a higher IgG recovery was achieved (70%).

Considering the high price of MES, MOPS, and Bis-Tris when compared
to Tris-HCI and NaP, these last ones were also evaluated using P-Tyr-agarose.
lgG adsorption capacities from high purity human IgG solution were low when
these buffers were used at 25 mmol L' in the pH ranges of 6.0 to 8.0 for NaP
and 7.0 to 8.0 for Tris-HCI. The highest percentages of adsorbed IgG were 37%
and 22% for the NaP and Tris-HCI buffers at the pH values of 6.0 and 7.0,
respectively [Pavan et al., 2017]. Probably, the low adsorption capacity achieved
could be due to the high conductivity of these buffers when compared to MES,
MOPS, and Bis-Tris (Table 1).



Table 1.pH and conductivity of plasma solution in different buffer systems
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Plasma Conductivity®©

Molarity  Buffer System pH® -~ o tion (times) PH? (MS cm™)
55 10 5.89 1.77
MES 6.0 10 6.22 1.88
6.5 10 6.60 1.98
0 6.0 10 6.21 2.77
8 Bis-Tris 6.5 10 6.69 1.80
£ 7.0 10 7.29 1.79
N MOPS 65 10 6.67 1.82
NaP 6.0 10 6.25 3.33
Tris-HCI 7.0 10 7.26 3.36
- ap 6.0 10 6.51 266
- 6.0 15 6.43 1.86
E om0 10 7.46 232
2 7.0 13 7.32 1.80

a) buffer pH, before the plasma dilution; b) pH of the final solution, after plasma dilution; c)
conductivity of the final solution, after the plasma dilution.

In order to verify if NaP and Tris-HCI buffers would also favor IgG

adsorption at similar conductivity values to those of other buffers (between 1.8

and 2.0 mS cm"), their concentration was lowered from 25 to 10 mmol L', which

still maintained their conductivities above 2.0 mS cm' (Table 1).

To achieve adequate conductivity values for IgG purification, that is, below

2.0 mS cm™', these buffers had to be used at 10 mmol L' but with dilution of

plasma higher than 10-fold (15 times in NaP buffer and 13 times in Tris-HCI

buffer), according to the results presented in Table 1. At these conductivity

values, no precipitation of plasma proteins was observed. The results of the

purification are shown in Figure 3 and Table 2.
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Figure 3. Electrophoretic profiles of pooled fractions of chromatographic runs
performed in the following conditions: (a) injection of human plasma 15 times
diluted in 10 mmol L' NaP pH 6.0; (b) injection of human plasma 13 times diluted
in 10 mmol L'Tris-HCI pH 7.0. M: Molecular weight marker; I: Injection; W:
Washing fraction pool; E: Elution fraction pool; IgG: human IgG marker (Sigma-
Aldrich).

Table 2. IgG, IgA, IgM, Trf, and HSA quantification (by ELISA) in each
chromatographic step of IgG purification from human plasma in P-Tyr-agarose

Protein (mgQ) lgG Purification
Buffer  Steps Purity® Rd
lgG lgA  IgM Trf  HSA TP? PFe
(%) (%)

Injection 0.315 0.093 0.057 0.194 3.187 4.58| 6.9
Washing 0.137 0.089 0.054 0.187 3.187 4.20| 3.2

;U Eluton 0.232 0.002 0.005 0.002 0.000 0.22| 105 152 74
Recovery 0.369 0.091 0.059 0.189 3.187 4.42
Injection 0.308 0.091 0.059 0.174 3.209 4.61| 7.0

G Washing 0-129 0.089 0.056 0.185 3.209 4.48| 29

iz‘l’_i’ Elution ©0.-180 0.002 0.003 0.003 0.000 0.15| 120 17.1 58

Recovery 0-309 0.091 0059 0.188 3209 463| - - -

a) TP - Total Protein: quantified by Bradford method (1976); b) Elution IgG purity: ratio of eluted
IgG mass and total protein fed; ¢) PF — Purification Factor: ratio of elution IgG purity and fed IgG
purity. d) R - Recovery: ratio of eluted IgG mass and fed IgG mass.

The highest purity values were obtained using NaP and Tris-HCI buffers,
both at 10 mmol L, reaching 105% and 120%, respectively. These purity values
that exceeded 100% can be explained due to the use of different protein
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quantification methods. The Bradford method [Bradford, 1976], used for total
protein quantification, underestimates the concentration of IgG in the samples, as
high purity IgG is present. Depending on the protein measured, the Bradford
method shows a great variation in response with a greater sensitivity to albumin
[Kruger, 2002; Lucarini and Kilikian, 1999]. On the other hand, the ELISA method
used for IgG, HSA, Trf, IgA, and IgM quantification is highly specific because of
the antigen-antibody nature of the interactions of the samples. Although the high
purity values achieved are close, the IgG recovery was higher for NaP (74%) than
Tris-HCI (58%). This difference can be explained by the buffer system net charge
that was negative for NaP and positive for Tris-HCI. At the pH studied, Tris could
possibly compete with IgG (also positively charged) for the negatively charged
sites of P-Tyr.

As both higher purity and higher recovery were obtained using 10 mmol L
' NaP at pH 6.0, this buffer system was chosen for the determination of kinetic

and equilibrium parameters which are very important for scale up procedures.

3.2. Kinetic parameters determination of IgG adsorption onto P-Tyr-agarose
Adsorption kinetic of human IgG onto P-Tyr-agarose was evaluated as a
function of time using a flow rate of 1.0 mL min-' (superficial velocity of 76.4 cm
h-1, Figure 4). For this purpose, two concentrations of IgG 0.5 and 2.0 mg mL" in
10 mmol L'* NaP at pH 6.0 were used. For IgG concentration of 0.5 mg mL"", the
adsorption was a rapid process occurring within the first minute (0% adsorption
at time 0 min to 88% adsorption at 1.2 min), followed by a much slower second
step. For IgG concentration of 2.0 mg mL"' the adsorption was a slow process
(0% adsorption at time 0 min to 5% adsorption at 1.2 min). At 5 min and 60 min,
the adsorption tends to be equilibrium and no further increase in the adsorption
capacity for IgG concentration of 0.5 and 2.0 mg mL, respectively. Maximum
adsorption was observed for IgG concentration of 0.5 and 2.0 mg mL™,
respectively, with 100 and 56% disappearance of IgG from solution. The
adsorption kinetic experimental data were analyzed according to the pseudo-first
order and pseudo-second order models (Equations 1 and 2, Figure 4, Table 3).
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Figure 4. Pseudo-first- and pseudo-second-order kinetic plot for human IgG
adsorption onto P-Tyr-agarose. Buffer: 10 mmol L' NaP at pH 6.0. (*)
Experimental data; (++--- ) pseudo-first-order model fitting; (=) pseudo-second-
order model fitting. a) 0.5 mg mL-". (b) 2.0 mg mL".



Table 3. Pseudo-first and pseudo-second-order kinetic parameters for adsorption of human IgG onto P-Tyr-agarose

19G (cr?]gcrirﬁ:?tion Expc(arimer:t)al Kinetic model parameters
Qe (Mg g
Pseudo-first-order?
ki (min') ge (Mg g) R?
10.48 + 0.60 70.29 + 1.66 0.93
0.5 72.65
Pseudo-second-order®
kz (g mg™! min™) Qe (Mg g7') R?
0.26 + 0.04 71.38 + 0.46 0.97
Pseudo-first-order?
ki (min) ge (Mg g™ R?
0.07 + 0.01 104.39 + 2.29 0.94
2.0 111.68 Pseudo-second-order®
ke (g mg™ min™) Qe (Mg g™ R?
(7.99 + 0.87) x 104 117.63 + 2.92 0.95

a Pseudo-first-order kinetic: q, = q,(1 — e~*1t)
b Pseudo-second-order kinetic: q, = k,q2t/(1 + tk,q,)

95
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For the concentration of 0.5 mg mL™" the pseudo-first order equation did
not satisfactorily represent the experimental data (R? = 0.93, Table 3), although
the calculated ge value reasonably agreed with experimental ge value. For both
concentrations, the best adjusts were obtained with the pseudo-second order
equation, reaching coefficient of correlation (R?) of 0.97 and 0.95 for the

concentrations of 0.5 and 2.0 mg mL-', respectively (Table 3).

For pseudo-second order model, the calculated geq values for the
concentrations of 0.5 and 2.0 mg mL"' (71.38 mg g' and 117.63 mg g7,
respectively) were close to the experimental values (72.65 mg g and 111.68 mg
g, respectively), with a deviation of 1.74 and 5.33%, respectively. Thus, the
results indicated that the rate of adsorption is limited by the interaction between
the IgG and the P-Tyr, not being governed by diffusion in the gel.

3.3. IgG adsorption isotherm determination

The experimental equilibrium adsorption data of IgG performed at 25°C
with 10 mmol L' NaP at pH 6.0 and the fitted curves of the Langmuir and
Langmuir-Freundlichare presented in Figure 5.

180 1
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Figure 5. IgG adsorption isotherm onto P-Tyr-agarose. Buffer: 10 mmol L' NaP
at pH 6.0. (*) Experimental data; (——) Langmuir model fitting; (==--- )
Langmuir-Freundlich model fitting.
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Both Langmuir and Langmuir-Freundlich models represented well the
experimental IgG adsorption data at the equilibrium, reaching similar correlation
coefficients, of 0.989 and 0.999, respectively (Table 4).

Table 4. Adjusted parameters of Langmuir and Langmuir-Freundlich models
fitted to experimental IgG adsorption data onto P-Tyr-agarose using 10 mmol L™
NaP buffer at pH 6.0.

Parameters Langmuir Langmuir-Freundlich
Qm (mg g™ gel) 156.80 + 3.03 179.00 + 10.31
Ka (mol L) (1.01 + 0.01) x 107
KaLr (mol L) (1.23 +0.12) x 10
n - 0.73 +0.07
R? 0.989 0.999

The maximum adsorption capacity (Qm) obtained from the Langmuir model
adjustment showed compliance with the experimental data, where it was
observed around 150 mg IgG g™! adsorbent in accordance to Figure 5 and Table
4. The maximum IgG adsorption capacity values obtained in this work were of the
same order of magnitude as those values reported by Gondim et al. (2014) and
Bayramoglu et al. (2007), which obtained values of 110.9 mg g*' and 142 mg g
for adsorption of human IgG in Cibacron Blue F-3GA dye immobilized on
chitosan/alginate and arginine immobilized on methacrylate matrix, respectively.

The dissociation constants Ka and KaLr presented values in the order of
magnitude of 105 mol L', indicating a typical value of pseudobiospecific ligands,
in which the elution can be performed under mild conditions. The Langmuir-
Freudlich model considers the heterogeneous nature of the system and the
adsorption cooperativity [Sharma and Agarwal, 2001]. The parameter n
presented a value of 0.73, which characterizes a system with negative
cooperativity, typical of adsorbents containing positive or negative charges, since
the adsorption of a target molecule not favors the adsorption of other molecules

at neighboring sites (probably by electrostatic repulsion).

3.4. Adsorption of Fab fragments of IgG onto P-Tyr-agarose
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Because of the potential that P-Tyr-agarose reached for the purification of
lgG from human plasma, the adsorption experiments of fragments from a papain-
digested human IgG solution was carried out. Based on the negative charges of
immobilized P-Tyr, it should be possible that Fc fragments are not adsorbed at a
neutral pH (7.0), since these fragments are negatively charged at pH values
above their pl range of 5.5 to 6.7 [Mouréo et al. 2016].

The human IgG was cleaved with papain to produce both Fab and Fc
fragments. Chromatographic experiments with digested human IgG solution were
carried out in different buffer systems at 25 mmol L' and pH 7.0: HEPES, Tris-
HCI, Bis-Tris, and MOPS. Both IgG fragments were negligible adsorbed onto P-
Tyr-agarose, when the IgG digested solution fed to the column was diluted in the
Tris-HCI and MOPS buffers at 25 mmol L' (adsorption below 5% of the total
injected protein). However, when 25 mmol L' HEPES and Bis-Tris were used as
buffer, the fragments adsorption was around 40%. Experiments were also carried
out using NaP and Tris-HCI 10 mmol L' at pH 6.0 and 7.0, respectively (selected
buffers for IgG purification from human plasma, which reached better results).
Fragments adsorption was in the order of 30 to 40%. So, its washing and elution

fractions were submitted to qualitative electrophoretic and Western blot analysis.

The electrophoretic profiles and Western blot indicated adsorption of Fab
fragments irrespective of the buffer system used, presenting traces of Fc
fragments and also whole IgG molecule. Thus, only selectivity in P-Tyr-agarose
(absence of Fc fragments) was verified, when the digested IgG solution was in
25 mmol L' HEPES at pH 7.0 (Fab fragments separated from Fc fragments,
Figure 6). The Western blot also revealed the presence of uncleaved IgG in
elution fractions when HEPES buffer was used. Quantitative analysis of total
protein and RID of the chromatographic fractions indicated that 86% of Fab
fragments separated from the Fc fragments were recovered in the elution
fractions with purity of 98% and purification factor of 2.1 (Table 5).
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Figure 6. (a) Chromatographic profile of the human IgG solution digested by
papain onto P-Tyr-agarose. Adsorption buffer: 25 mmol L' HEPES at pH 7.0.
Elution buffer: adsorption buffer containing 1.0 mol L-'NaCl. Regeneration: 50
mmol L"'NaOH. Bed volume: 1.0 mL; Flow-rate: 0.5 mL min-'. Injection: ~ 1.5 mg
digested IgG solution. (b) SDS-PAGE under non-reducing conditions. M:
molecular weight marker; 19G: 1gG marker (Sigma-Aldrich); | Injection; 4-6:
washing fractions; 25-27: elution fractions. (¢) Western blot of chromatographic
fractions. M: molecular weight marker (12-225 kDa, GE Healthcare); 4-6: washing
fractions; 25-27: elution fractions.
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Table 5: Mass balance of digested IgG solution chromatography on P-Tyr-
agarose

TP2 FabP Fab purification
Pooled (mg) (%) (mg) (%)  Purity® (%) PFd
Fractions
Injection 141 +0.017 100.0 0.66+0.01 100.0 47 + 1 1.0
Washing 0.70 + 0.02 49.6 0.07 + 0.01 10.9 10 +1 0.2
Elution 0.57+ 0.01 40.8 0.56 + 0.02 86.2 98 +3 2.1

Recovery 1.27+0.02 90.3 0.63+0.02 971 - -

a TP: Total protein determined by Bradford method (Bradford, 1976).

b Fab and uncleaved IgG: mass determined by RID.

¢ Purity: mass ratio of the Fab mass to total protein mass x 100

¢ PF: purification factor, purity ratio of the Fab in the step by the Fab in the feed.

The ligand P-Tyr is negatively charged at pH 7.0 and the isoelectric points
of the fragments are in the range of 6.0 to 9.3 and 5.5 to 6.7 for Fab and Fc,
respectively [Mourao et al, 2016]. At pH 7.0, Fc fragment is negatively charged,
while Fab fragments have positive, negative, and neutral charges. Thus, Fab
fragments were adsorbed while Fc fragments were not retained, being recovered
in the washing step. The purity achieved with the use of P-Tyr-agarose (98%) is
similar to that obtained by Co(ll) chelated to CM-Asp (carboxymethyl aspartate)
immobilized on the agarose gel (91% purity) [Mouréo et al., 2016].

The intact IgG was also adsorbed with Fab fragments onto P-Tyr-agarose,
like protein L-agarose. The protein L is a bioespecific ligand traditionally used for
this purpose. Protein L has affinity for the kappa light chains of immunoglobulins
present in the Fab region of the antibody, but not interacting with the lambda
chains [Nilson et al., 1993, Duarte et al., 2005]. Since protein L has affinity for the
light chain of the kappa type then it adsorbs not only proteolytic Fab fragments,
but also uncleaved IgG molecules. Eluted fractions of the chromatographic
experiments performed using papain digested human IgG as feeding on protein
L-agarose and P-Tyr-agarose, respectively, presented 53% and 68% of Fab and
47% and 32% of uncleaved IgG (determined by densitometry of SDS-PAGE gel).
This result demonstrates the potential use of P-Tyr-agarose for human Fab

separation from Fc fragments.

4. Conclusions
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The P-Tyr, a pseudobiospecific ligand for IgG purification, showed to be
very promising since high values of IgG purity and electrophoretically
homogeneous bands in the elution fractions were observed when this protein was
purified from human plasma diluted in 10 mmol L' NaP buffer at pH 6.0. The P-
Tyr-agarose adsorbent was also promising in IgG capture, since 91% of IgG was
adsorbed when plasma was diluted in 25 mmol L' MES buffer at pH 5.5 and
could be recommended for IgG depletion from human plasma in this condition.
The adsorption of IgG onto P-Tyr-agarose was evaluated as a function of time for
two initial IgG concentrations (0.5 and 2.0 mg mL™"). The kinetic experimental
data were used to calculate parameters of the kinetic models of pseudo-first-order
and pseudo-second order. For both concentrations, the best fit was obtained with
the pseudo-second-order model. For the adsorption isotherm tests the data
obtained were described by the Langmuir and Langmuir-Freundlich models, with
dissociation constant in the order of magnitude of 10-° mol L', characteristic of a
pseudobiospecific ligand. The value of parameter n obtained was below the unit,
indicating negative cooperativity. For the human IgG fragments, it was possible
to obtain Fab fragments free of Fc fragments when using the 25 mmol L' HEPES
at pH 7.0 buffer system, in which 86.2% of the injected Fab fragments were
recovered in the elution step with 98% off purity.
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CAPITULO 5: DISCUSSAO GERAL

A identificacao e o estudo de novos ligantes para purificacao de anticorpos
sao de extrema importancia, uma vez que os métodos de purificacao usualmente
empregados pela industria sdo responsaveis pelos altos precos dos produtos
obtidos. Desta forma, o estudo de ligantes alternativos aos convencionais e que

possam minimizar os custos e maximizar a produtividade se faz necessario.

Neste trabalho, o derivado de aminoacido P-Tyr foi proposto de forma
inédita como ligante em cromatografia de afinidade visando a purificacao de 1gG
humana. Inicialmente o ligante P-Tyr foi imobilizado em gel de agarose ativado
com bisoxirano (1,4 butanodiol diglicidil éter). Quanto a reacdo quimica de
ativacao e imobilizagéo, o reagente bisoxirano foi escolhido devido a estabilidade
da ligacao éter formada entre o bisoxirano e a matriz de agarose e entre o
bisoxirano e o P-Tyr. Além disso, pelo fato desse reagente apresentar doze
atomos na sua estrutura, néo foi necessario a inser¢do de bracos espagadores
(Figura 5.1).

O
o NH 7
I
O-—P—O —bisoxirano
I

Figura 5.1: Estrutura proposta do P-Tyr-agarose e as cargas disponiveis em
valores de pH neutro.

Posteriormente, o gel de agarose ativado com bisoxirano foi utilizado para
a imobilizagao dos ligantes controles, os quais foram: PEA, Tyra, L-Phe, L-Tyr e
AMPA. Para avaliar a eficiéncia da imobilizagdo destes ligantes, foi realizada
analise elementar de nitrogénio, sendo obtidos valores de densidade de ligantes

coerentes com aqueles encontrados na literatura.

Os estudos de adsorcdo de IgG humana em funcdo do sistema
tamponante e do pH foram conduzidos com os seguintes tampdes a 25 mmol L
! e na faixa de valores de pH entre 5,0 e 8,0, de acordo com a faixa tamponante
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de cada tampéao: a) MOPS, MES e HEPES (apresentam sinais de cargas opostas
em pH < pKa); b) AcNa e NaP (carregados negativamente); c) Tris-HCI
(carregado positivamente).

O ligante P-Tyr, na faixa de pH estudada, apresenta em sua estrutura dois
grupamentos negativamente carregados (fosfato — pKai<2,0 e pKaz= 5,8e o
carboxilico — pKa= 2,5) e um grupamento aromatico que confere um carater
hidrofébico ao ligante (Figura 5.1). O ponto isoelétrico (pl) da IgG humana de alta
pureza utilizada, estava na faixa de 3,5-8,4, ou seja, nos valores de pH testados

tem-se IgG neutra e carregada positiva e negativamente.

Uma vez que o ligante P-Tyr encontra-se negativamente carregado em
toda faixa de pH estudada, e que a IgG se encontra neutra, negativa ou
positivamente carregada dependendo do pH aplicado, era esperado que a
adsorcao dependesse unicamente do pH. No entanto, verificou-se que a
natureza do sistema tamponante e a condutividade atuam efetivamente na
adsorcao da IgG. A capacidade de adsorgcédo de IgG, quando solubilizada nos
NaP e AcNa em pH 6,0, foi de aproximadamente 35% e 60%, respectivamente,
contra 90% obtido para o MES no mesmo valor de pH. Em todos os sistemas
tamponantes testados, 0 aumento do pH acarretou na diminuicao da quantidade
de lgG adsorvida, com excec¢ao do Tris-HCI, no qual as quantidades foram
similares. Observa-se que para todos os tampdes zwiteribnicos, as maiores
quantidades de IgG adsorvida foram obtidas em baixos valores de
condutividade. Desta forma, a interacao entre a IgG e P-Tyr tem como limitacao
a condutividade do tampado empregado, uma vez que para valores de
condutividade superiores a 1,0 mScm™', a quantidade de IgG retida foi menor que
70%, exceto para AcNa. Comportamento similar também foi observado por
Haupt e colaboradores (1995) para adsorcao de IgG humana em histina

imobilizada em membranas de alcool poli(etileno) vinilico.

Observou-se que os tampdes Tris-HCI e NaP, devido aos seus altos
valores de condutividade, propiciaram os menores valores de capacidade de
adsorcao de IgG em P-Tyr-agarose. A baixa capacidade de adsorcao de IgG
pode ser contornada diminuindo os valores de condutividade desses tampdes,
ou seja, diminuindo a molaridade. O Tris-HCIl em pH 7,0 e NaP em pH 6,0 foram
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preparados em concentracdo de 10 mmol L', sendo que a condutividade e a
capacidade de adsorgao de IgG, respectivamente, passaram de 2,14 mS cm'e
37% para 1,13 mS cm™ e 83%, para o NaP, e de 2,71 mS cm™" e 22% para 0,80
mS cm™' e 70%, para o Tris-HCI.

Visando a purificacdo de 1gG a partir do plasma humano, foram
selecionadas as condigbes tamponantes que propiciaram capacidade de
adsorcdo de lIgG humana de alta pureza maior que 70%, a saber: (a) para
concentracdo de 25 mmol L', os tampdes HEPES em pH 7,0, MES em pH 5,5,
6,0 e 6,5, Bis-Tris em pH 6,0, 6,5 ¢ 7,0 e MOPS em pH 6,5; (b) para a
concentragdo de 10 mmol L', os tampdes Tris-HCI em pH 7,0 e NaP em pH 6,0.
Para os tampdes com concentra¢do de 25 mmol L, o plasma humano foi diluido
10 vezes e para o de 10 mmol L' a diluigéo foi de 13 e 15 vezes para Tris-HCl e
NaP, respectivamente. A diminuicdo da concentracdo dos tampdes Tris-HCl e
NaP e o aumento da diluigdo do plasma foram realizados para que a
condutividade do plasma diluido estivesse na faixa de 1,8 a 2,0 mS cm™, visto
que nesta faixa de condutividade foi possivel obter IgG com alto grau de pureza

em outros sistemas tamponantes.

Para a concentragdo de 25 mmol L' e plasma 10 vezes diluido, a melhor
condicao para a purificagao de IgG foi obtida para o HEPES em pH 7,0, onde foi
possivel recuperar na eluicdo 48% de IgG com mais de 90% de pureza.
Resultados similares foram encontrados por Bresolin et al. (2012) e Arica et al.
(2004), os quais reportaram pureza de 91% e 93% para os ligantes orto-fosfo-L-
serina (OPS) e a histidina na purificacao de IgG a partir do plasma humano, com
recuperacao de 58% para ambos. No que concerne ao fator de purificacéo, este
trabalho apresentou um valor 70% maior que o obtido por Bresolin e
colaboradores (2012).

A adequacao da condutividade para os sistemas tamponantes Tris-HCI
em pH 7,0 e NaP em pH 6,0 na concentragdo de 10 mmol L 'resultou em boa
adsorcdo de IgG em ambos sistemas, sendo obtido alta pureza, quando
comparado a pureza obtida na presenca dos tampdes na concentracdo de 25
mmol L -'. No entanto, o NaP em pH 6,0 proporcionou recuperacéo de IgG 1,3
vezes maior do que a obtida para o Tris-HCl em pH 7,0, o que pode ser explicado
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pela carga do sistema tamponante. O NaP pH 6,0 encontra-se negativamente
carregado, enquanto o Tris-HCI encontra-se positivamente carregado. A carga
positiva do Tris-HCI compete com a IgG pelos sitios de ligagdo no P-Tyr-agarose,
diminuindo a capacidade de adsor¢ao, enquanto que a carga negativa do NaP
promove a interagdo da IgG com a ligante por meio da repulsdo por cargas

semelhantes.

A maior pureza obtida para IgG ao utilizar os sistemas tamponantes NaP
pH 6,0 e Tris-HCI pH 7,0 em concentragdo de 10 mmol L' quando comparado
ao sistema tamponante HEPES 25 mmol L' estd, provavelmente, relacionada
com a condutividade desses sistemas tamponantes quando na presenca do
plasma. A condutividade do HEPES com o plasma diluido foi de 2,17 mS cm!
contra aproximadamente 1,80 mS cm™' para o NaP e Tris-HCI.

Quanto a purificagdo a partir do plasma humano, os dois sistemas
tamponantes que proporcionaram bons valores de pureza e recuperacéo, sendo
eles o HEPES 25 mmol L' em pH 7,0 e 0 NaP 10 mmol L' em pH 6,0. A partir
desses dois resultados foram realizados experimentos diferentes para cada um,
sendo: (1) para HEPES 25 mmol L' pH 7,0 foram obtidas isotermas de adsorgéo
em diferentes temperaturas (10, 20, 25 e 35 °C) e calculados os parametros
termodinamicos; (2) para NaP 10 mmol L' pH 6,0 foi obtida a isoterma de
adsorcao e cinética de adsorcéo a temperatura de 25°C.

Quanto a isoterma de adsorgao, para ambos os sistemas tamponantes o
modelo de Langmuir descreveu bem os dados experimentais. A capacidade
maxima de adsorcédo de IgG foi de 273,51 mg g' de gel em tampéo HEPES e
156,80 mg g' de gel em tampao NaP, nas temperaturas de 20°C e 25°C,
respectivamente. A capacidade maxima de adsorcédo de IgG foi maior quando
esta proteina foi solubilizada em tampao HEPES que a obtida em tampéao NaP.
Na auséncia do plasma, o sistema tamponante HEPES (que encontra-se em sua
forma zwiteridnica) apresenta condutividade de cerca de 3,2 vezes menor que a
observada para NaP, o que favoreceu a adsorcéo de IgG humana de alta pureza
durante a experimento em batelada. Esses valores de capacidade de adsorcao
de IgG sao maiores que os reportados por Uzun et al. (2005), Feng et al.(2006)
e Bayaramoglu et al. (2007), os quais estdo na faixade 96 a 142 mg g' de gel
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em metil ester histidina imobilizada em metacrilato, tirosina imobilizada em
agarose e arginina imobilizada em metacrilato, respectivamente.A constante de
dissociacaocalculada nos sistemas tamponantes Tris-HCl e NaP foram da ordem
de 10° mol L7, valor caracteristico de ligantes de pseudoafinidade
(VIJAYALAKSMI, 1989).

Os parametros termodindmicos foram calculados para o sistema
tamponante HEPES 25 mmol L' pH 7,0. O parametro AG® apresentou valores
negativos na faixa de -5,94 a -7,34 kcal mol’, indicando que a reagdo é
espontanea e mais favoravel com o aumento da temperatura. O parametro AS°
foi positivo e aumentou com o aumento da temperatura, indicando desordem
total no sistema. No que diz respeito ao tipo de interacdao, como descrito por Ross
e Subramaniam (1981), um valor de AH° levemente positivo combinado com um
valor de AS° de mesmo sinal indica predominancia de interagéo eletrostatica na

adsorcao de IgG em P-Tyr-agarose.

Foram realizados experimentos com IgG de alta pureza na presenga de
0,5 mol L' de sulfato de sddio, sal que favorece interagdes hidrofébicas, afim de
avaliar a contribuicdo dessa interacao na adsorcao de IgG. Nessa condicao a
lgG nao foi adsorvida em P-Tyr-agarose, sendo esta proteina completamente
removida da coluna cromatografica durante a etapa de lavagem. O predominio
de interagdes eletrostaticas entre IgG e P-Tyr ja havia sido evidenciada, uma vez
que a adsorcao é favorecida em baixos valores de condutividade, indicando a
predominancia das interagdes eletrostaticas entre P-Tyr e IgG.

A adsorcao de IgG em P-Tyr-agarose foi avaliada por meio da cinética de
adsorcéo, em duas concentragoes de IgG: 0,5 e 2,0 mg mL" em NaP 10 mmol
L' pH 6,0, sendo que o tempo de equilibrio foi de 20 e 170 min, respectivamente.
Para as duas concentragdes de IgG estudadas, o modelo cinético de pseudo-
segunda-ordem foi 0 que descreveu melhor os dados experimentais, tendo sido
obtidos coeficientes de correlagdo de 0,97 e 0,95 para 0,5 e 2,0 mg mL™",

respectivamente.

O estudo da adsorcao de fragmentos proteoliticos de 1IgG humana (Fc e
Fab) em P-Tyr-agarose foi realizada nos sistemas tamponantes HEPES, Tris-
HCI, Bis-Tris e MOPS em pH 7,0 e a 25 mmol L' e Tris-HCl a pH 7,0 e NaP a pH



112

6,0 a 10 mmol L. Com base nos pontos isoelétricos dos fragmentos Fc e Fab
(na faixa de 5,5-6,7 para Fc e na faixa de 6,0 a 9,3 para Fab, MOURAO et al.,
2016), esperava-se que em pH neutro os fragmentos Fc ndo fossem adsorvidos
na fase estacionaria, uma vez que P-Tyr encontra-se negativamente carregado.
No entanto, a unica condigdo que posibilitou a adsorgao do fragmento Fab livre
do fragmento Fc foi em tamp&do HEPES 25 mmol L' em pH 7,0. A pureza obtida
nesta condicao foi de 98%, similar a obtida por Mouréo et al. (2016), que foi de

91% utilizando o ion metalico cobalto quelatato em CM-Asp-agarose.
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CAPIiTULO 6: CONCLUSOES
Este trabalho proporcionou as seguintes conclusoes:

A adsorcéao entre a IgG humana e o ligante P-Tyr-agarose € fortemente
influenciada pela condutividade do sistema tamponante empregado, sendo que
os melhores resultados para a retencdo desta proteina ocorreram em

condutividades com valores menores que 2,0 mS cm™'.

A contribuicdo dos diferentes grupamentos funcionais presentes na
estrutura do ligante P-Tyr demonstrou que a interagéo eletrostatica entre a IgG
humana e o grupamento fosfato (negativamente carregado) € a maior
responsavel pela retencao da IgG, embora a contribuicdo do grupo carboxilico e
aromatico nao possam ser descartados. Foi possivel confirmar que a interacao
eletrostatica governa a adsorcdo de IgG, confirmada por ensaios
cromatograficos na presenca de NaCl e sulfato de sddio e também por meio dos
parametros termodinamicos obtidos pelas isotermas de adsorcao a diferentes

temperaturas.

Foi possivel obter IgG humana a partir do plasma humano com pureza
maior de 90% para trés dos sistemas tamponantes, sendo eles: HEPES 25 mmol
L' pH 7,0, Tris-HCI 10 mmol L' pH 7,0 e NaP 10 mmol L' pH 6,0, sendo que a
maior pureza associada a maior recuperagao foi obtida em NaP 10 mmol L' pH
6,0 (105% e 74% de pureza e de recuperacao, respectivamente).

O modelo de Langmuir descreveu os dados isotérmicos de adsor¢do no
equilibrio de forma satisfatoria e as constantes de dissociacao calculada foram
da ordem de 10° mol L', sendo valor caracteristico de ligantes

pseudobioespecificos.

Os dados cinéticos experimentais de adsor¢cao IgG humana em NaP 10
mmol L' pH 6,0 foram bem descritos pelo modelo de pseudo-segunda-ordem.

Foi possivel adsorver fragmentos Fab em P-Tyr-agarose em todos os
sistemas tamponantes estudados, no entanto, o Unico tampao que propiciou a
adsorcao de fragmento Fab com alto grau de pureza (eletroforese indicou
bandas de fragmento Fab e IgG intacta nas fragdes de eluicdo, confirmado pelo
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Western blot) foi o HEPES 25 mmol L' pH 7,0. Nesta condicdo pode-se obter

Fab com 98% de pureza e recuperacao de 86,2%.
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CAPITULO 7: SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Tendo sido obtido resultados promissores de purificacdo de IgG a partir
de plasma humano em P-Tyr-agarose, torna-se relevante a continuacdao da
pesquisa envolvendo este tema e explorando outras abordagens, como as

propostas abaixo:

1. Estudar a eficiéncia na purificagdo de anticorpos monoclonais
produzidos pelo cultivo de hibridomas, uma vez que a purificacdo desses
anticorpos sdo um desafio devido a complexidade do meio de cultivo, tendo

como maior contaminante a albumina do soro fetal bovino.

2. Ativar a matriz cromatografica com outros reagentes como epicloridrina,
cloreto de tosila ou brometo de cianogénio e comparar com os resultados obtidos
neste trabalho em relagéo a contribuicao do brago espagador presente no agente

de ativagao bisoxirano.

4. Avaliar a separacao dos fragmentos de IgG humana (Fab e Fc) para as

novas matrizes sugeridas acima.
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ANEXO 1

INFORMACAO CCPG/001/2015 Substitui Informacdo CCPG/002/2013 e
Altera a redacao da versao aprovada pela CCPG em 17/06/2015). (Nova
redacao dos itens; 2, 3 e 4, Inciso I, do Art. 19)

Tendo em vista a necessidade de revisao da regulamentagcao das normas sobre
o formato das dissertacdes de mestrado e teses de doutorado e com base no
entendimento exarado no Parecer PG n° 1985/96, que trata da possibilidade da
apresentacao do conteudo das dissertacdes e teses em formato alternativo ao ja
estabelecido tradicional, a CCPG resolve:

Art. 12 O formato padrao das dissertacdes e teses de mestrado e doutorado da
UNICAMP devera obrigatoriamente conter as informagdes como seguem: |I.
Paginas pré-textuais: 1. Primeira folha dando visibilidade a Universidade, a
Unidade de defesa, ao autor (a), titulo da dissertagdo/tese na lingua em que o
trabalho foi redigido — portugués, inglés ou espanhol -, local e data.

No caso de tese/dissertacdo redigida em inglés ou espanhol, além do titulo
original do trabalho, obrigatoriamente, também devera constar o titulo em

portugués;

2. Pagina de rosto dando visibilidade: ao nome do autor; ao titulo do trabalho; ao
namero de volumes (quando houver mais de um); ao nivel (mestrado ou
doutorado); a area de concentragéo; ao nome do orientador e coorientador; ao
local (cidade) e ao ano de depésito. Incluirinformacgao, na parte inferior da pagina
de que o arquivo digital corresponde a versao final da tese/dissertacdo defendida
pelo aluno (nome) e orientada pelo (home do Orientador). Nos casos de teses
defendidas em Cotutela, logo abaixo do nivel e da area de concentragéo, se
houver, devera ser inserida a informacao em portugués e em inglés ou espanhol
de que a tese foi produzida no &mbito de um Acordo de Cotutela firmado entre a

Unicamp e a Universidade convenente.

3. Ficha catalografica (no verso da pagina de rosto).
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Obs. 1) Caso a tese de doutorado seja feita em Cotutela, sera necessario
informar na ficha catalografica o fato, o nome da Universidade convenente e os

nomes dos orientadores.

Obs. 2) Quando se tratar de Teses e Dissertacdes financiadas por agéncias de
fomento, os beneficiados deverao fazer referéncia ao apoio recebido e inserir,
no sistema de confecg¢do da Ficha Catalogréfica, além do nome da agéncia, o
namero do processo pelo qual recebeu o Auxilio;

4. Folha de aprovagéo, dando visibilidade a Comissdo Examinadora com a
informacdo de que a Ata da Defesa, assinada pelos membros da Comissao

Examinadora, consta no processo de vida académica do aluno;
5. Dedicat6ria (opcional);

6. Agradecimento (opcional);

7. Resumo (redigido obrigatoriamente em portugués, maximo de 500 palavras);
8. Abstract (resumo traduzido para o inglés);

9. Resumo em uma terceira lingua (opcional);

10. Lista de ilustragbes (opcional);

11. Lista de Tabelas (opcional);

12. Lista de Abreviaturas e Siglas (opcional);

13. Lista de Simbolos (opcional);

14. Sumario.

Il. Elementos Textuais: Corpo da dissertacdo ou tese dividido em tdpicos

estruturados, segundo as necessidades da area de conhecimento.
lll. Elementos Pos-Textuais:
1. Referéncias;

2. Apéndices;
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3. Anexos.

§ 1° Todas as paginas deverdo ser contadas; porém, as folhas pré-textuais (da
primeira folha até o sumario) ndo sdao numeradas. A numeracado (contada
continuamente) devera figurar a partir da Introducdo até a ultima folha do

trabalho, em algarismos arabicos, no canto superior direito da pagina.

§ 2° A critério do autor e do orientador poderao ser incluidos: dedicatoria;
agradecimento; epigrafe; lista de: ilustracdes, tabelas, abreviaturas e siglas,

simbolos; apéndices; anexos.

§ 3° A dissertacao ou tese devera ser redigida em portugués facultada a redacao
em inglés ou espanhol, com a concordancia simultdnea do orientador e
orientado, conforme previsdao no Regimento Geral da Pés-Graduagdo da

Universidade.

§ 4° A defesa da dissertacdo ou tese, total ou parcialmente em inglés ou
espanhol podera ser realizada desde que haja concordancia explicita (em
documento escrito) do orientado, orientador e de todos os membros da comisséo

examinadora.

§ 5° A dissertacao ou tese cujos contetdos versarem sobre pesquisa envolvendo
seres humanos, animais, biosseguranca e patriménio genético, devera
apresentar em anexo os respectivos documentos de aprovacao obtidos nas

instancias competentes.

Art. 2° Dependendo da area do conhecimento, a critério do orientador e com
aprovacao da CPG da Unidade, a dissertacdo ou tese podera ter seu contetdo
apresentado em formato alternativo ao modelo tradicional, observado também o

padrao indicado no Art. 1°.

§ 1° E considerado formato alternativo aquele em que as dissertacdes e teses,
obrigatoriamente, apresentem os seguintes capitulos no corpo do trabalho: 1)
Introducado; 2) Documentos publicados e/ou a publicar, como: sumario do(s)
artigo(s), o(s) artigo(s) propriamente dito(s), sumario de livro(s), capitulo(s) de
livro(s), com os dados referentes a publicagdo e/ou submissao; 3) Discussao
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(aplicavel em casos de dois ou mais documentos e nao obrigatéria em casos de
apenas um documento); 4) Conclusao; 5) Referéncias.

§ 2° O(s) documento(s) publicado(s) ou a publicar deve(m) ser em revistas
cientificas ou anais de congressos sujeitos a arbitragem, escritos no idioma

exigido pelo veiculo de divulgacao.

§ 32 No caso de documento ja publicado, o aluno devera anexar a autorizagao

da Editora para a sua inclusdo na tese/dissertagéo.

Art. 3° E obrigatéria a entrega de midia contendo o trabalho completo em arquivo
unico inclusive contendo a Folha de Aprovagao, Ficha catalografica, Apéndices
e Anexos. Quando houver coOpia impressa, seu conteudo deve ser fiel ao
conteudo entregue em midia digital, inclusive quanto a folha de aprovacéo, ficha
de catalogacao, apéndice e anexos. O arquivo digital ndo deve conter chaves
que restrinja o acesso. A midia deve ser identificada com as seguintes
informacgdes: a) nome do autor por extenso; b) titulo e subtitulo do trabalho; c)
grau de Defesa; d) Unidade de Defesa; e) data de Defesa; f) endereco de e-mail

e telefone para contato; g) identificacéo do tipo de arquivo.

Paragrafo unico. Sera necessario entregar, junto com a midia, uma via do Termo

de Autorizagéo para disponibilizagédo da tese ou dissertagdo em formato digital.

Art. 4° Caso o autor desejar a versdo impressa da tese/dissertacéo, ele sera o
responsavel pela reproducéo. As dissertacdes e teses deverao ser reproduzidas
no padrao frente, excecao feita a pagina que contém a ficha catalografica. O
arquivo do modelo padrdao da capa, com formato uUnico, valido tanto para o
formato tradicional quanto para o alternativo de tese ou dissertagdo, com projeto
grafico definido pela PRPG, fornecida pela Universidade, contendo informagdes
relativas a Universidade Estadual de Campinas, ao nivel (mestrado ou
doutorado), a Unidade e ano de defesa, estara disponivel na CPG de cada
Unidade.

Art. 52 Quanto a Apresentacao, a tese/dissertacao devera ter o seguinte formato,

valido tanto para a versao digital quanto impressa:
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| — folha tamanho A4 de dimensdes 21 x 29,7 cm. E aconselhavel o uso do papel
branco e tinta de cor preta. A fonte utilizada pode ser escolhida entre Times New

Roman, Arial, ou similar, em tamanho 12.
Il — espacejamento:
a) entre linhas do texto e referéncias: espago 1,5;

b) notas de rodapé e citagdes textuais longas: espaco simples — uso opcional

para Resumo e Abstract;

C) margens:

1) superior: 3,0 cm

2) esquerda: 3,0 cm

3) direita: 2,0 cm

4) inferior: 2,0 cm

5) de paragrafos: 2,0 cm a partir da margem esquerda

6) de citacdo longa: 4,0 cm a partir da margem esquerda.

Art. 6° Esta Informagéo entrard em vigor a partir de sua aprovacao na CCPG,
revogadas as disposicbes em contrario, principalmente a Informacdo CCPG
002/2013.

Profa. Dra. Rachel Meneguello

Presidente Comissao Central de Pés-Graduacao

CCPG-PRPG



136

ANEXO 2

Dear Gisele,

As an Elsevier journal author, you retain the right to Include the article in a thesis or dissertation (provided that this is nof to be published commercially) whether in full or in part, subject to
proper acknowledgment; see https 'www.elsevier.com/aboutiour-business/policies/copyrightipersonal-use for mare information. As this is 2 retained right, no writien permission from
Elsevier is necessary.

If I may be of further assistance, please let me know.

Best of luck with your thesis and best regards,
Laura

Laura Stingelin

Permissicns Helpdesk Assotiate
ELSEVIER | Global E-Cperations Books
+1 215-238-3867 office
Lstingelin@elsevier.com

Cantact the Permissions Helpdesk

+1 800-523-4069 »3508 | permissionshelpdesk@elsevier.com
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ANEXO 3

Corrigendum

Corrigendum to “Phosphorylated-tyrosine based pseudobioaffinity
adsorbent for the purification of immunoglobulin G” [J. Chromatogr. B, 1052
(2017) 10-18] Gisele Luiza Pavan?, Igor Tadeu Lazzarotto Bresolin®, Angélica

Grespan?, Sonia Maria Alves Bueno?*

@ School of Chemical Engineering, University of Campinas (UNICAMP), 13083-
970, Campinas, SP, Brazil

b Chemical Engineering Department, Federal University of S&o Paulo
(UNIFESP), 09913-030, Diadema, SP, Brazil

The authors regret that there were misconceptions in the Abstract and the
Introduction sections of the above-mentioned article. The authors would like to

apologize for any inconvenience caused.

In page 10 (Abstract, Line 2), instead of the stated “P-Tyr was selected as a ligand
to mimic the natural interactions that occur between the immunoreceptor
tyrosine-based activation motif and the IgG.” should be read: “P-Tyr was selected
as a ligand due to previous applications of tyrosine and P-Tyr as ligands in
chromatography of biomolecules, besides the use of tyrosine also as spacer

”

arm.

In page 11 (Introduction section, Line 11) the paragraph “P-Tyr belongs to the
immunoreceptor tyrosine based activation motif (ITAMs) receptors that are
responsible to several biochemical events in cytoplasm, activating specific cell
biological response. ITAMs transmit to cell interior the IgG binding signal to its
receptor [20,21]. Due to the ITMAs affinity for IgG isotypes, P-Tyr could become
an excellent candidate to be used as ligand for the purification of polyclonal and
monoclonal antibodies from different sources.” should be read: “Tyrosine belongs
to the immunoreceptor tyrosine based activation motif (ITAM) and its
phosphorylation initiates several biochemical events in cytoplasm, activating
specific cell biological response. ITAMs transmit to cell interior the 1gG binding
signal to its receptor [20,21]. Due to the fact that tyrosine and P-Tyr have been
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used as ligands in the purification of biomolecules (besides tyrosine also used as

spacer arm), P-Tyr was considered a candidate for the purification of human 1gG.”

In page 11 (Introduction section, Line 19) instead of the stated “Thus, the purpose

of this study was to explore this natural interaction between P-Tyr and IgG aiming

at its purification from human plasma.” should be read: “Thus, the purpose of this

study was to explore the PTyr as ligand aiming at the IgG purification from human

plasma.” These corrections do not affect neither Methodology, Results,

Discussion, nor Conclusion of this work.

The authors would like to apologize for any inconvenience caused.

Joumal of Chromatography B oo (xxxe] sxe—xxx

Contents lists available at ScienceDirect

Journal of Chromatography B

journal homepage: www.elsevier.com/lacate/jchromb = — |

Corrigendum

Corrigendum to “Phosphorylated-tyrosine based pseudobioaffinity
adsorbent for the purification of immunoglobulin G” [J. Chromatogr. B,

1052 (2017) 10-18]

Gisele Luiza Pavan®, Igor Tadeu Lazzarotto Bresolin’, Angélica Grespan®,

Sonia Maria Alves Bueno™"

“ School of Chemical Engineering, University of Campinas (UNICAMP), 13083-970 Campinas, 5P, Braxzil
" Chemical Engineering Department, Federal University of Sio Paulo (UNIFESP), 09913-030 Diadema, SP, Brazil

The authors regret that there were misconceptions in the Abstract
and the Introduction sections of the above-mentioned article. The au-
thors would like to apologize for any inconvenience caused.

In page 10 (Abstract, Line 2), instead of the stated “P-Tyr was se-
lected as a ligand to mimic the natural interactions that occur between
the immunoreceptor tyrosine-based activation motif and the IgG.”
should be read: “P-Tyr was selected as a ligand due to previous appli-
cations of tyrosine and P-Tyr as ligands in chromatography of biomo-
lecules, besides the use of tyrosine also as spacer arm.”

In page 11 (Introduction section, Line 11) the paragraph “P-Tyr
belongs to the immunoreceptor tyrosine based activation motif (ITAMs)
receptors that are responsible to several biochemical events in cyto-
plasm, activating specific cell biological response. ITAMs transmit to
cell interior the 1gG binding signal to its receptor [20,21]. Due to the
ITMAs affinity for 1gG isotypes, P-Tyr could become an excellent can-
didate to be used as ligand for the purification of polyclonal and

monoclonal antibodies from different sources,” should be read:
“Tyrosine belongs to the immunoreceptor tyrosine based activation
motif (ITAM) and its phosphorylation initiates several biochemical
events in cytoplasm, activating specific cell biological response. ITAMs
transmit to cell interior the 1gG binding signal to its receptor [20,21].
Due to the fact that tyrosine and P-Tyr have been used as ligands in the
purification of biomolecules (besides tyrosine also used as spacer arm),
P-Tyr was considered a candidate for the purification of human IgG.”

In page 11 (Introduction section, Line 19) instead of the stated
“Thus, the purpose of this study was to explore this natural interaction
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