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RESUMO

Imunoglobulinas sdo proteinas do sistema imunoldgico, consideradas anticorpos de
todos os animais, sendo responsaveis pelo principal mecanismo de defesa contra corpos
estranhos (antigeno). Logo, o presente trabalho teve como principal objetivo a
purificacdo das imunoglobulinas humanas do isotipo G (IgG) através das técnicas de
cromatografia por troca ibnica e por afinidade utilizando diferentes matrizes
cromatogréaficas. Para alcancar tais objetivos foram sintetizados Hidréxidos Duplos
Lamelares (HDL) contendo Mg/Al ou Zn/Al e o &nion COs”; silicas mesoporosas SBA
15 com e sem a insercdo do heterodtomo de zirconio; e matrizes a base de quitosana
modificada com corantes (reativo vermelho 120 - RV120 e procion red — MXR)
imobilizados. Os HDL e as SBA 15 séo considerados matrizes cromatograficas de troca
iOnica enquanto que as matrizes a base de quitosana com corantes sdo matrizes de
pseudoafinidade. Os materiais sintetizados foram caracterizados por Difra¢do de Raios
X (DR-X), Espectroscopia na Regido do Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR) e Isoterma de adsorgdo-dessorcdo de N,. Em seguida, foram obtidos dados
fundamentais em batelada utilizando solu¢des com as proteinas Albumina do Soro
Humano (HSA) e IgG, além de solu¢cdes com soro humano diluido em tampdo. O
Zn/Al-HDL e a SBA 15 (sem zircdnio) foram as principais matrizes de troca ionica,
pois apresentaram maior quantidade de 1gG adsorvida, com valores acima de 600 mg/g.
Entretanto, de acordo com as anélises de eletroforese SDS-PAGE, esses materiais ndo
foram capazes de purificar 1IgG humana, sendo melhor recomendado para uma pré-
purificacdo desta proteina. Em contrapartida, as matrizes de pseudoafinidade
apresentaram seletividade por dominios especificos da IgG, pois analises de eletroforese
SDS-PAGE comprovaram que IgG foi purificada, a partir de misturas binérias e do soro
humano diluido.

Palavras-Chave: Imunoglobulina G. Cromatografia. Hidroxido Duplo Lamelar. Silica

Mesoporosa.



ABSTRACT

Immunoglobulins are proteins of the immune system, considered as antibodies of all
animals, being responsible for the main mechanism of defense against foreign bodies
(antigen). Therefore, the main objective of the present work was to purify the human
immunoglobulins from isotype G (IgG) by ion exchange and affinity chromatography
using different chromatographic matrix. To reach these objectives were synthesized
Hydroxides, containing Mg/Al or Zn/Al and the COs* anion; SBA 15 with and without
zirconium heteroatom; and matrix based on chitosan modified with immobilized dyes
(Reactive Red 120 - RV120 and Procion Red - MXR. HDL and SBA 15 are considered
ion exchange chromatographic matrix whereas chitosan-based with dyes-ligand are
pseudo-affinity matrix. The synthesized materials were characterized by X-Ray
Diffraction (DR-X), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and N
Adsorption-Desorption Isotherm. Subsequently, fundamental batch data were obtained
using solutions with Human Serum Albumin (HSA) and IgG, as well as solutions with
diluted human serum in buffer. Zn/Al-LDH and SBA 15 (without zirconium) were the
main ion exchange matrix, since they had a higher amount of 1gG adsorbed, with values
above 600 mg g*. However, according to the SDS-PAGE electrophoresis analyzes,
these materials were not able to purify human IgG, being best recommended for a pre-
purification of this protein. In contrast, pseudo-affinity matrix showed selectivity for
specific 1gG domains, since SDS-PAGE electrophoresis analyzes showed that IgG was

purified from binary mixtures and diluted human serum.

Keywords: Immunoglobulin  G. Chromatography. Layered Double Hydroxide.

Mesoporous Sllica.
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1 INTRODUCAO

O presente trabalho apresenta uma abordagem sobre a importancia em se
trabalhar com adsorcdo de proteinas visando sua purificacdo. As técnicas
cromatograficas normalmente sdo os principais métodos empregados para atingir tais
objetivos. Essas técnicas necessitam fundamentalmente da escolha do adsorbato,
proteina ou biomolécula de interesse, e do adsorvente que deverd apresentar as
qualidades necessarias para adsorver seletivamente a proteina de interesse.

As proteinas modelos estudadas foram: albumina do soro humano (HSA -
Human Serum Albumin) e as imunoglobulinas do isotipo G (IgG) com alto grau de
pureza obtidas comercialmente da Sigma. Essas proteinas foram escolhidas por serem
proteinas do soro humano com alto valor agregado quando purificadas. Ha grande
relevancia em se estudar processos que visam obter tais proteinas com alto grau de
pureza.

Analisando o mercado mundial observa-se facilmente o real interesse na
obtencdo dessas e de outras proteinas com elevado grau de pureza e com atividade
bioldgica destinada ao tratamento de diversas doencgas. O Brasil ndo é diferente, ha
grande demanda por esses hemoderivados, que sdo exatamente as proteinas obtidas apos
processos de purificagdo sendo destinadas ao tratamento de doencgas especificas. Porém,
ha& enorme caréncia na autonomia de obtencdo devido a forte dependéncia do Brasil na
importacdo de tais hemoderivados, chegando a ter praticamente toda sua demanda
importada. Todos esses hemoderivados importados s&o destinados ao Sistema Unico de
Saude (SUS) e a partir deste a populacdo brasileira é atendida em todo o territério
nacional.

A Hemobras vem a ser a principal empresa brasileira e que futuramente
deve diminuir por completo a necessidade de importacdo desses hemoderivados para
atender a demanda interna. Logo, podem surgir 0s seguintes guestionamentos: por que
ndo poderiamos desenvolver metodologias com técnicas cromatograficas ja bem
estabelecidas, porém com materiais adsorventes empregados normalmente para outras
finalidades? H& adsorventes com potencial para adsorver tais proteinas e
consequentemente obter essas proteinas puras ou com alto grau de pureza? No
desenvolvimento da tese, respostas para essas perguntas serdo uma das preocupacoes a

serem analisadas.
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A seguir, uma breve, e importante discussdo sobre proteinas e suas
particularidades, bem como em seguida, uma abordagem sobre os adsorventes
utilizados no presente capitulo.

Primeiramente, o leitor necessita se familiarizar com o assunto sobre
proteinas, logo podem surgir algumas davidas: O que sdo proteinas? Onde podem ser
localizadas? Quais suas principais caracteristicas? E quais sdo as proteinas de maior
destaque? Proteinas sdo biopolimeros formados por sequéncias de aminoacidos lineares
(estrutura primaria), dispostos em unidades tridimensionais formando principalmente o-
hélice e folhas B (estrutura secundaria) que sd@o dobradas em maiores estruturas 3D
conferindo a forma das proteinas (estrutura terciaria). Essas estruturas terciarias podem
ser agrupadas originando a estrutura quaternéria da proteina (Norde, 2008; Bhakta et al.,
2015). As proteinas estdo presentes em todos 0s sistemas Vvivos, representando cerca de
50-80% do peso seco das células e podem ser constituidas por uma sequéncia de varios
aminoacidos (Murray et al., 2008). As proteinas apresentam propriedades elétricas,
logo, suas cargas sdo afetadas pelas condicGes as quais estdo submetidas, visto que as
cadeias laterais das proteinas possuem a capacidade de se ionizar em meios acidos ou
basicos. Portanto, cada proteina possui um ponto isoelétrico (pl), ponto esse que confere
a proteina uma carga liquida igual a zero (Murray et al., 2008).

O plasma humano apresenta inimeras proteinas, dentre elas a Albumina do
Soro Humano (HSA) (50% m/m), imunoglobulinas (12% m/m), fibrinogénio (4% m/m)
além de outras (32% m/m) (Travis et al.,, 1976). HSA representa consideravel
quantidade das proteinas encontradas no plasma humano (Faser e Chamberlain, 1999;
Indest et al., 2010) com alta concentracdo no sangue, em torno de 35-52 g/L (Indest et
al., 2010). Essa proteina é conhecida por desempenhar um papel importante no
transporte e disposicao de ligantes enddgenos e exdgenos presentes no sangue. Muitas
drogas e outras moléculas pequenas bioativas se ligam reversivelmente a albumina do
Soro.

HSA apresenta ponto isoelétrico (pl) de 4,8 e massa molecular de 66,4 kDa
com dimensdes aproximadamente: 7,5 nm x 6,5 nm x 4,0 nm (Liu et al., 2015). As
Imunoglobulinas do isotipo G (IgG) sdo uma das proteinas mais importantes do soro
humano, sendo indicadas para o tratamento de diversas doencas, como cancer, doencas
infecciosas e deficiéncias seletivas de anticorpos (Burnouf e Radosevich, 2001;
Burnouf, 2007).
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A 1gG ¢ formada por um grupo de glicoproteinas, a qual é composta por
quatro subclasses (1gG1, 19G,, 1gG3 e 1gG,), por isso apresenta um pl variavel entre 6,3
29,0 e massa molecular de 170 kDa (Bresolin et al., 2010) com dimensdes aproximadas
de 14,5 nm x 8,5 nm x 4,0 nm (Tan et al., 2008).

Até o presente momento destacou-se o papel fundamental das proteinas no
sistema humano e suas diferentes funcgdes bioldgicas. Porém, ha de salientar que essas
proteinas necessitam estar em seu estado puro e com atividade bioldgica, principalmente
quando o objetivo € utiliza-las para o tratamento de doencas especificas em seres
humanos. Tais razdes justificam os inumeros trabalhos que visam purificar proteinas do
soro humano. Logo, faz se necessario 0 uso de técnicas cromatograficas, como por
exemplo, interacOes idnicas ou por afinidade para obter tais proteinas puras.

Inmeros materiais, tais como os hidroxidos duplos lamelares (HDL)
(Bellezza et al., 2009; Ralla et al., 2011; Bellezza et al., 2012; Jin et al., 2012),
hidroxiapatitas (HA) (Swain e Sarkar, 2013; Kandori et al., 2014; Esfahani et al., 2015),
quitosanas (Torres et al., 2007; Feng et al., 2009; Gondim et al., 2012; Lima et al.,
2013; Gondim et al., 2014), alguns polimeros metacrilatos (Denizli et al., 1999;
Bayramoglu et al., 2005; Bayramoglu et al., 2006; Bayramoglu et al., 2007a) e as
silicas mesoporosas (Khamlichi et al., 1995; Katiyar et al., 2005; Katiyar et al., 2006;
Nguyen et al., 2008; Diao et al., 2010; Jackson et al., 2010; Salis et al., 2010; Liu et al.,
2011; Dos Santos et al., 2013; Nakanishi et al., 2013; Steri et al., 2013) tém sido
reportados para adsorcdo de diversas proteinas. Das inUmeras matrizes cromatograficas
reportadas escolheu-se trabalhar com os HDL, as silicas mesoporosas do tipo SBA 15, e
matrizes a base de quitosana com corantes imobilizados. A seguir uma abordagem sobre
esses adsorventes.

Os HDL sdo materiais aniénicos podendo ser naturais ou sintéticos. O termo
“Hidroxido Duplo Lamelar” (HDL) se refere a caracteristicas estruturais do material,
sendo formado por céations divalente e trivalente em suas lamelas, e por anions
carbonatos no dominio interlamelar. O HDL possui como férmula geral: [M"..
M"(OH) T [A"wn]* » mH,0, onde M" e M"" s&o metais divalente (Mg®*, Ni**, Fe*",
Co?*, cu®*, Zn?*, Ca®* e Mn?") e trivalente (AI**, cr**, Fe**, Mn**, Ni**, Co®*, sc®* e Ga*,
Fe**, Cr®"), respectivamente, A" é o anion com carga n, e m é a quantidade molar de
agua intercalada entre as lamelas (Bellezza et al., 2009; Olfs et al., 2009; Ralla et al.,
2011; Bellezza et al., 2012; Jin et al., 2012; Li et al., 2013).
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O termo “hidrotalcita” ¢ frequentemente usado como sindénimo para o
Mg/Al-HDL. A hidrotalcita € uma argila anionica natural e sua estrutura é semelhante
ao da brucita (Mg(OH),), que apresenta um empacotamento hexagonal proximo aos
grupos hidroxilas, em que os cations de magnésio preenchem todos os sitios octaédricos
entre as duas camadas adjacentes. A substituicdo isomorfa, Mg®* (0,72 A) por AI**
(0,50 A) provoca a distorgdo da célula, bem como da origem ao desenvolvimento da
carga positiva nas camadas, sendo balanceada pela presenca de ions carbonatos,
localizados no espaco interlamelar, que originalmente estavam vazios na brucita (De
Roy, 1992; Jin et al., 2012) apresentando formula geral: [Mg®*sAI**2(OH)46]* CO5*
4H,0].

Os HDL podem ser sintetizados por varias rotas (Rives et al., 2014), tais
como: pelo método de coprecipitacdo a pH constante ou variavel (OlIfs et al., 2009; Sun
et al., 2009; Ahmed et al., 2012), do sal-6xido (De Roy, 1992), da reconstru¢do do HDL
pelo efeito memoria (Kwon e Pinnavaia, 1989), além da sintese hidrotérmica e micro-
ondas (Benito et al., 2006). Coprecipitacdo ¢ o método mais utilizado para sintese de
HDL (De Roy, 1992; Crepaldi e Valim, 1998), pois muitos parametros da sintese
podem ser controlados durante o processo de precipitacdo, tais como: temperatura do
reator, pH do meio da reacdo, concentracdo dos sais metalicos, concentracao alcalina da
solucdo, vazdo e as espécies anidnicas (Olfs et al., 2009).

O interesse atual nos HDL é fundado sobre suas propriedades intrinsecas.
Os HDL sdo materiais basicos, o que pode levar a 6xidos mistos com maior basicidade
por decomposicdo térmica. Destaca-se também nesses materiais a possibilidade do
efeito memoria, ou seja, a capacidade de recuperar a sua camada original depois de um
processo de calcinagdo (Kwon e Pinnavaia, 1989). Além disso, os HDL mostram
moderada capacidade de troca i6nica. A grande versatilidade dos HDL conduz a estes
materiais na forma de HDL ou de o0xidos mistos a opgdo de ser utilizados em diversos
campos, como a descontaminacdo de agua, devido a capacidade das hidrotalcitas em
adsorver anions poluidores presentes em aguas contaminadas, na ciéncia dos materiais,
principalmente como aditivo para polimero orgénico para melhorar as propriedades
mecanicas, até mesmo como catalisadores devido ao comportamento basico na area de
catalise heterogénea ou na medicina devido a intercalacdo de moléculas biologicamente
ativas.

As silicas mesoporosas do tipo SBA 15 estdo inseridas em outra classe de

materiais extensivamente estudadas. Os trabalhos com adsorventes mesoporosos a base
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de silica comecaram a ter maior destaque a partir da década de 90 com a sintese das
silicas mesoporosas da familia M41S pelo grupo de cientistas da Mobil Oil Corporation
(Beck et al., 1992). Esses materiais se destacavam pelo grande volume de poros,
elevada area superficial e didmetro de poros entre 3 e 10 nm (Beck et al., 1992). Desde
entdo, inumeras sinteses foram propostas na literatura, sendo as silicas mesoporosas,
denominadas SBA 15, sintetizadas por Zhao e colaboradores (1998) que apresentaram
maior relevancia. Esse material (SBA 15) apresentou estrutura similar a MCM 41
(pertencente a familia M41S) com arranjo hexagonal (Beck et al., 1992) diferenciando-
se pelos modelos de sintese. Materiais M41S sdo sintetizados a partir de uma interacdo
ibnica entre, a carga positiva do surfactante (base molecular) com a carga negativa da
fonte de silica em meio bésico.

Por outro lado, as SBA 15 tém sido sintetizadas pela utilizacdo de
surfactantes (com base polimérica) que interagem por meio de uma reacao indireta com
0 molde de carga positiva da fonte de silica em meio acido (Meynen et al., 2009). As
principais diferengas apresentadas nas SBA 15 em relacdo 8 MCM 41 foram: o didmetro
de poro ajustavel até 30 nm (Zhao et al., 1998; Diao et al., 2010), e a presenca de
microporos conectados com 0s mesoporos (Zhao et al., 1998). Além disso, esse material
se destaca pela elevada area superficial, ser um material inerte, ndo tdxico, apresentando
alta biocompatibilidade (Zhao et al., 2005; Meynen et al., 2009) e estabilidade térmica e
hidrotérmica (Zhao et al., 1998; Zhang et al., 2005; Erdem et al., 2013; Wang et al.,
2015). O elevado diametro de particula se deve a possibilidade da utilizacdo de um
agente expansor de poros, normalmente o 1,3,5-trimetilbenzeno (TMB), na sintese.

As SBA 15 despertam elevado interesse na adsor¢do de biomoléculas
grandes, por exemplo, a proteina BSA, cujas dimensbes sdo 4,0 x 4,0 e 14 nm
(Tarasevich, 2001; Diao et al., 2010). No estudo de adsor¢do de proteinas em materiais
mesoporosos, 0 didmetro de particula pode ser fator limitante na adsorcédo, visto que
algumas proteinas podem ndo conseguir penetrar em poros de didmetro pequeno
(Katiyar et al., 2005; Diao et al., 2010). As SBA 15, por apresentarem diametro de poro
ajustavel, aparecem como alternativa eficiente para esse possivel problema. Pois ha a
possibilidade de sintetizar materiais com diametro de poro acima de 15 nm, tamanho
este suficiente para acomodar macromoléculas de grandes dimensdes. Essas vantagens
destacadas das SBA 15 fazem deste um adsorvente indicado para adsorcdo de diversas
proteinas. Além da possibilidade em utilizar SBA 15 para adsor¢do (Katiyar et al.,
2005; Katiyar et al., 2006; Miyahara et al., 2006; Diao et al., 2010; Salis et al., 2010;
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Kim et al., 2011; Liu et al., 2011; Dos Santos et al., 2013; Steri et al., 2013), esses
materiais sdo indicados também em outras areas, tais como: catélises (Wang et al.,
2005; Quintella et al., 2012), liberacdo controlada de farmacos (Zhu et al., 2009;
Carriazo et al., 2010), imobilizacdo de enzimas (Li et al., 2009; Zou et al., 2010; Hu et
al., 2012), e separacdes por técnicas cromatogréaficas, como HPLC (Zhao et al., 2002;
Liu et al., 2009; Yasmin e Muller, 2011).

A (ltima matriz cromatogréfica estudada foi a base de quitosana modificada
quimicamente, utilizando ligantes pseudobioespecificos (Reativo Vermelho 120 —
RV120 e Procion Red MX5B — PR-MX) imobilizados, visando a purificagdo de 1gG
humana por cromatografia de pseudoafinidade.

Normalmente, as matrizes utilizadas como fases estacionarias para
cromatografia de afinidade sdo resinas comerciais especialmente preparadas para tal
finalidade. Muitas destas resinas utilizam ligantes bioespecificos e, desta forma,
elevando o seu custo de aquisi¢do. Entretanto, matrizes a base de quitosana podem vir a
ser uma alternativa devido a sua disponibilidade e facilidade de obtengdo, como
apresentado nos trabalhos de Gondim e colaboradores (2012 e 2014). Pode ser citado
como vantagem desses materiais, o fato que a quitosana é um polissacarideo
biodegradavel, hidrofilico e biocompativel, obtido pela desacetilacdo da quitina, e a
possibilidade de interacGes especificas e ndo especificas por efeito de permutacdo de
cations, como se deve aos efeitos de interagbes hidrofdbicas ou de ligacdes de
hidrogénio entre a biomolécula e os anéis aromaticos do corante. Os corantes Procion
Red MX-5B (PRMX) e o Reativo Vermelho 120 (RV 120) possuem em suas estruturas
grupos sulfonicos (SO*), os quais s40 os provaveis meios de ligacdo dos corantes &
matriz através de substituicdo nucleofilica.

Portanto, o presente estudo teve como objetivo geral investigar o uso dessas
trés matrizes cromatograficas visando a purificagdo ou pré-purificacdo de IgG humana.
Para atingir tais objetivos foram empregadas técnicas cromatograficas, como a técnica
por troca idnica e por pseudoafinidade. Além disso, ensaios em batelada e experimentos
cromatograficos, em sistema cromatografico simples e em sistema FPLC (Fast Protein
Liquid Chromatograph), foram importantes para obter parametros que possibilitem uma
comparacdo real entre esses adsorventes na purificacdo de IgG humana a partir de
amostras de solucgdes binarias, contendo HSA e IgG, e a partir de amostras diluidas do
soro humano obtido da SIGMA.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Proteinas em Geral

2.1.1 Soro e Plasma humano

As proteinas podem ser facilmente encontradas no plasma ou no soro
humano. Ambos, plasma e soro, sdo obtidos a partir da centrifugacdo do sangue
humano. Quando a centrifugagdo ocorre sem a presenca do anticoagulante e ao longo do
processo ocorre o consumo de fibrinogénio temos a obtencdo do soro. Em contrapartida,
ao centrifugar o sangue com anticoagulante ha a obtencdo do plasma. Logo, a principal
diferenca entre soro e plasma se da na presenca ou ndo do fibrinogénio. Enquanto no
soro ndo ha a presenca do fibrinogénio, pois 0 mesmo ter sido utilizado para a formacéo
da fibrina, o plasma possui fibrinogénio em sua constituicdo. O plasma humano
apresenta inimeras proteinas, dentre elas a albumina do soro humano (Human Serum
Albumin - HSA) (50% m/m), imunoglobulinas (12% m/m), fibrinogénio (4% m/m)
além de outras proteinas (Travis et al., 1976). Cada proteina apresenta funcdes bem
definidas no sistema humano. A seguir uma breve descricdo sobre as principais

proteinas do sistema imunoldgico.

2.1.2 Imunoglobulinas Humana (1g)

As imunoglobulinas sdo proteinas do sistema imunoldgico, consideradas
anticorpos de todos os animais, sendo responsavel pelo principal mecanismo de defesa
contra corpos estranhos (antigeno) e sdo produzidas pelos plasmdcitos (linfocitos B
ativados) (Ayyar et al., 2012). Essas células dos linfdcitos B estdo presentes no sangue,
e em sua superficie ha a presenca de milhares de proteinas do tipo imunoglobulinas.

A producdo de imunoglobulinas se faz necesséria a partir do momento em
gue um corpo estranho (antigeno) entra no sistema humano, pois rapidamente células do
linfocito B se ligardo ao antigeno. A partir desse momento as células do linfécito B se
ativardo e sofrerdo clonagem e diferenciacdo. Os linfdcitos B ativados, agora chamados
de plasmacitos, serdo responsaveis em multiplicar essas células para combater de forma

répida e eficaz esse antigeno. Apds a ligagdo antigeno-anticorpo, os fagdcitos entrardo
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em acdo a fim de eliminar todo o antigeno (virus, bactéria, ou outro) do corpo humano
(Abbas et al., 2012).

As imunoglobulinas possuem estrutura em forma de Y, conforme pode ser
observado na Figura 2.1. Essas proteinas apresentam dois dominios de cadeia pesada
(H) e dois dominios de cadeia leve (L) (siglas H e L do inglés da denominacao de
pesada “Heavy” e leve “Light”). Essas quatro cadeias sdo mantidas juntas por ligagdes
dissulfidicas e pela Figura 2.1 nota-se a presenca de partes varidveis (V. e Vy) e
constantes (C., CHj;, CH, e CHs) das cadeias leves e pesadas, sendo que as IgM e IgE
possuem um dominio constante extra (CH,) (Abbas et al., 2012). Os dominios variaveis
das cadeias pesadas e leves (Vy e leves V|) constituem os sitios ligantes de antigeno.
Nas extremidades das cadeias leves e pesadas hd os terminais amino “NH,” e

carboxilico “COOH” (Abbas et al., 2012; Ayyar et al., 2012).

Figura 2.1 - Estrutura das Imunoglobulinas

\\

Fab Ot s

Fonte: Saphire et al., 2001

As pontes de dissulfeto que ligam as cadeias pesadas e leves estdo
localizadas na regido flexivel da cadeia pesada, conhecida como “HINGE” uma regido
de aproximadamente 12 aminoacidos que estd exposta a uma clivagem quimica. As
enzimas proteoliticas papaina e pepsina clivam as imunoglobulinas em diferentes

fragmentos: Fa, ou Fapy2 € Fc 0u pF (Abbas et al., 2012; Ayyar et al., 2012).
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Devido a possibilidade de diferenciacdo da cadeia pesada H, as
imunoglobulinas possuem cinco diferentes tipos: IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM (Belov et
al., 2002; Arnold et al., 2004; Ayyar et al., 2012). Dentre os cinco possiveis tipos das
imunoglobulinas, as do isotipo G (IgG) sdo as que mais se destacam e representam
cerca de 75% das imunoglobulinas séricas (Salmon e Smith, 1970; Larson et al., 1980;
Ayyar et al., 2012). As IgG séo indicadas para o tratamento de diversas doencas, como
cancer, doencas infecciosas e deficiéncias seletivas de anticorpos (Burnouf e
Radosevich, 2001; Burnouf, 2007). IgG é formada por um grupo de glicoproteinas e é
composta por quatro subclasses (IgG1, 19G2, 1gGs e 1gG,4) (Yavuz et al., 2006; Bresolin
et al., 2010), possuem um ponto isoelétrico (pl) variavel entre 6,3 & 9,0 e massa
molecular de 170 kDa com dimens@es aproximadas de 14,5 nm x 8,5 nm x 4,0 nm (Tan
et al., 2008).

As imunoglobulinas sdo as principais proteinas do sistema imunoldgico,
logo s&o comumente chamadas de anticorpos. Os anticorpos podem ser de trés tipos:
anticorpos monoclonais, anticorpos policlonais e anticorpos recombinantes (fragmentos

de anticorpos) (Ayyar et al., 2012).

2.1.2.1 Anticorpos Monoclonais

A producdo e aplicacdo de anticorpos tém sido desenvolvidas muito
significantemente nas Gltimas décadas. Em particular, a descoberta dos anticorpos
monoclonais derivados do desenvolvimento da tecnologia de hibridoma e os
subsequentes avancos na biologia molecular e nos métodos de engenharia genética
(Boschetti, 2001; Brichta et al., 2005; Jain et al., 2007).

O anticorpo monoclonal é especifico para um Unico epitopo de um antigeno,
sendo o produto de um unico clone de linfocito B (Pohanka, 2009). Em geral,
anticorpos monoclonais sdo imunoglobulinas secretadas por clones de linfocitos B,
normais, tumorais ou obtido pela tecnologia de hibridomas por Kohler e Milstein
(1975). Através dessa tecnologia de hibridomas, anticorpos monoclonais podem ser
obtidos de duas formas: injetando hibridomas na cavidade intraperitoneal de um animal
histocompativel “in vivo” ou cultivando hibridromas em meios sintéticos acrescidos de

soro fetal bovino “in vitro” (Bresolin, 2006).
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2.1.2.2 Anticorpos Policlonais

Anticorpos policlonais séo produzidos por diferentes linhas de linfocitos B.
A producdo desses anticorpos ocorre em um hospedeiro, rapidamente apés a
imunizacdo, sendo caracterizada por uma mistura heterogénea de anticorpos, com
diferentes anticorpos reconhecendo diferentes epitopos no antigeno (Pohanka, 2009). O
soro € uma 6tima fonte de anticorpos policlonais, sendo frequentemente utilizado em

técnicas imunoquimicas (Healthcare, 2014).

2.1.2.3 Anticorpos recombinantes (Fragmentos de anticorpos)

Esses anticorpos recombinantes sdo o terceiro tipo de anticorpos, podendo
ser anticorpos ou fragmentos de anticorpos gerados em laboratorios utilizando técnicas
moleculares e podem ser produzidos de varios formatos (Albrecht e Denardo, 2006;
Carter, 2006; Kontermann, 2010).

2.1.3 Albumina do Soro Humano (HSA — “Human Serum Albumin”)

Albumina do Soro Humano (HSA) é outra importante proteina e representa,
aproximadamente, 50% das proteinas encontradas no plasma humano (Faser e
Chamberlain, 1999; Indest et al., 2010) com alta concentracdo no sangue, em torno de,
35-52 g/L (Indest et al., 2010). HSA é uma proteina globular, responsavel pela
regulacdo da pressdo osmdtica, transporte de reagentes hidrofobicos e inatividade de
metabolitos toxicos (Peters Jr, 1985; Carter e Ho, 1994; Peters Jr, 1995; Dabkowska et
al., 2013; Moreira et al., 2015). Essa proteina consiste de uma Unica cadeia de
polipeptideo, a qual contém 585 residuos de aminoacidos contendo 17 pares de pontes
de dissulfetos e uma cisteina livre, e massa molecular de 66,4 kDa (Peters Jr, 1985;
Carter e Ho, 1994; Dabkowska et al., 2013; Liu et al., 2015). A molécula da HSA
consiste de trés estruturas similares divididas em dois dominios. Essas séries de seis
subdominios helicoidais montados formam uma molécula, conforme a Figura 2.2, em
forma de “coracdo” (Berman et al., 200R; Norde, 1986; Dabkowska et al., 2013)
possuindo ponto isoelétrico (pl) 4,8 e dimensbes de 9,5 nm x 50 nm x 50 nm
(Dagbkowska et al., 2013).
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Figura 2.2. Estrutura da proteina HSA

Fonte: Berman et al., 2000

2.2 Mercado Nacional dos Hemoderivados

Ao entrar no assunto sobre hemoderivados no mercado nacional,
inicialmente faz-se necessario, abordar a definicdo de hemoderivados e sua relevancia.
Portanto, hemoderivados sdo produtos industrializados a partir do plasma sanguineo
com o propdsito de tratar milhdes de pessoas que apresentam graves doencgas, como:
hemofilias, céanceres, imunodeficiéncia primaria e AIDS. Para ter no¢do do qudo
relevante séo esses hemoderivados, simplesmente observe quais tipos de doencas esses
produtos sdo indicados e o quanto as redes publicas e privadas de salde gastam
anualmente, em torno de 800 milhdes de reais em importacdes (Hemobras, 2013).

Hoje, vinte e dois paises no mundo participam na producdo de
hemoderivados, totalizando setenta fabricas, sendo que a maior parte dessas fabricas
esta localizada na China. O Brasil ainda estd engatinhando para se tornar um desses
paises de exceléncia especializados na producdo de hemoderivados. No Brasil, existem
trés empresas que se propdem para a producdo de hemoderivados, Instituto Butantan,
Fundagdo Hemope e Hemobras (Hemobras, 2013).

O Institituto Butantan localiza-se no estado de S&o Paulo e foi fundado no
ano de 1991 com o antigo nome de Instituto Serunterdpico do Estado de S&o Paulo.
Atualmente se destaca como principal produtor de imunobioldgicos do Brasil,
responsavel por grande porcentagem da producdo nacional de soros hiperimunes. O
Instituto Butantan estd em processo de desenvolvimento de uma metodologia moderna

de purificacdo de proteinas, exclusivamente por processos cromatograficos, a partir do
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plasma. Tal meta visa investigar a producdo de novos biofarmacos, também a partir do
plasma. Estima-se que, inicialmente, a planta de fracionamento produzird
imunoglobulinas para uso intravenoso (IGIV). Entretanto, outros produtos deverdo ser
isolados, como fator VIII, fator 1X, complexo protrombinico e albumina (Instituto
Butantan, 2016).

A Fundacdo Hemope é uma fundagdo que presta servigos nas areas de
hematologia e hemoterapia, fundada em 1977 e esta vinculada & Secretaria de Saude do
Governo do Estado de Pernambuco. A Fundacdo Hemope, desde a década de 80, produz
0 hemoderivado albumina humana a 20% utilizando o plasma oriundo de hemocentros
publicos do pais (Hemope, 2016).

Devido a demanda nacional por hemoderivados e a caréncia de empresas
voltadas exclusivamente para a producdo de diversos hemoderivados, foi fundada em
2004 a Empresa Brasileira de Hemoderivados e Biotecnologia (Hemobras) com a
proposta de ampliar o acesso a populagdo a salde publica de qualidade. A Hemobréas é
uma estatal vinculada ao Ministério da Salde que trabalha para reduzir a dependéncia
externa do Brasil no setor de derivados do sangue e biofarmacos. Localizada em
Goiana, a 63 quilémetros do Recife, sera a primeira fabrica do Brasil e a maior da
América Latina com esta complexidade e terd& como meta, a capacidade de
processamento de 500 mil litros. Devido a pouca experiéncia no Brasil no ramo da
producdo desses hemoderivados, a Hemobras firmou parceria com o Laboratério
Frances de Biotecnologia (LFB). Através desse acordo haverd intercambio dessa
tecnologia voltada para a producdo de hemoderivados. A principio, em quanto a
Hemobrés nédo finaliza as obras totais para a construcao da fabrica, o LFB é responsavel
em receber os plasmas coletados no Brasil e devolver em produtos hemoderivados
(Hemobras, 2013).

Todos os hemoderivados obtidos a partir dessa parceria com o LFB séo
destinados & populacio brasileira diretamente ao SUS (Servico Unico de Salde) sem
nenhuma comercializagdo permitida por parte desses produtos. Essa parceria prevé o
envio anual de 150.000 L de plasma, por parte do Brasil, para fabricacdo de albumina,
imunoglobulina, fator VIII e fator IX de coagulacdo. Albumina humana e a
imunoglobulina humana séo os principais produtos da Hemobras obtidas através dessa
parceria com o LFB. A albumina ¢ utilizada em pessoas com cirrose, queimaduras, em

pacientes sob terapia intensiva e outros. Ja as imunoglobulinas sdo usadas no tratamento
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em pessoas com AIDS, deficiéncias imunologicas, doengas autoimunes e infecciosas
(Hemobrés, 2013).

A tecnologia adotada pelo LFB para a produgdo de hemoderivados e
posterior envio para a Hemobras se baseia no método do fracionamento etandlico de
Cohn (Cohn et al., 1946). Tecnologia bem antiga, porém muito utilizada nas fabricas
especializadas para a producdo de hemoderivados. Em resumo, as proteinas do plasma
sdo precipitadas apds o adicionamento crescente de etanol ao plasma. Com a diminuicéo
da solubilidade ocorre a precipitacdo das proteinas. Esse procedimento estd associado a
técnicas cromatogréficas, inativacdo viral e nanofiltracdo (Cohn et al., 1946; Yokoyama
et al., 2004; Bertolini et al., 2012).

O Brasil gasta em torno de 800 milhGes a 1 bilhdo de reais com importacao
de hemoderivados para fornecer as redes publicas e privadas. Em relacdo ao custo da
fabrica da Hemobras especula-se que 855 milhdes de reais serdo gastos ao todo. As
previsdes mais otimistas se baseiam que, em no maximo quatro anos, o Brasil reduzira a
dependéncia desses tipos de medicamentos, de acordo com o entdo ministro da salde
Alexandre Padilha (Hemobras, 2013).

Observa-se que a maioria das plantas de fabricas para producdo de
hemoderivados se baseiam em processos mistos de purificagdo por precipitacdo, de
acordo com o método de Cohn (Cohn et al., 1946), e por métodos cromatograficos. O
Instituto Butantan, como mencionado anteriormente, esta com a proposta de utilizar
apenas técnicas cromatograficas para a producdo de hemoderivados. Logo, surge o
questionamento “Por que as demais fabricas ndo adotam exclusivamente processos
cromatograficos para a purificagdo de proteinas?” Seria devido a possivel inviabilidade
econbmica, porém se for por esse motivo, entdo por qual razéo o Instituto Butantan tem
intensificado pesquisas nessa area? A verdade é que muito se tem estudado na literatura
sobre técnicas cromatograficas voltadas para a purificacdo de proteinas, porém pouco se
tem implementado em grandes fabricas de producao de hemoderivados.

A seguir, serdo abordadas as principais técnicas cromatograficas utilizadas
para adsor¢do/purificagdo de proteinas do soro humano, bem como abordado sobre
trabalhos voltados para essa area de pesquisa, evidenciando o alto grau de importancia

no uso de técnicas cromatograficas para esse fim, a nivel académico.
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2.3 Importancia da Cromatografia na Purificacdo de Proteinas

Na literatura facilmente é encontrado inimeros trabalhos publicados com a
proposta de purificacdo de proteinas do soro humano (Odabasi ¢ Denizli, 2004;
Bayramoglu et al., 2005; Bayramoglu et al., 2006; Yavuz, Akgol, et al., 2006;
Bayramoglu et al., 2007a; Bayramoglu et al., 2007b; Wongchuphan et al., 2009;
Gondim et al., 2012; Gondim et al., 2014). H& uma variedade quanto ao emprego de
técnicas cromatograficas utilizadas para purificacdo de proteinas, destacando-se a
cromatografia de troca idnica e cromatografia de afinidade com ligantes bio ou
pseudobioespecificos, além da cromatografia de afinidade por ions metélicos
imobilizados (IMAC). Além dessas técnicas mencionadas, outras podem ser citadas,
como por exemplo: Interacbes Hidrofobicas, Cromatografia de Modo Misto e Excluséo

por Tamanho.

2.3.1 Cromatografia por Troca I6nica (CTI)

A cromatografia por troca idnica esta relacionada com as interagdes do tipo
reversivel entre as cargas da superficie da matriz cromatografica com cargas superficiais
opostas da proteina alvo. As resinas trocadoras de ions podem ser catibnicas ou
anionicas, dependendo do grupo funcional principal da resina. Resinas catiOnicas
apresentam cargas negativas em sua superficie, normalmente devido a presenca de
grupos sulfénicos, logo possuem preferéncia por biomoléculas que estejam carregados
positivamente. As resinas anibnicas, por sua vez, apresentam cargas positivas em sua
superficie, normalmente devido a presenca de grupos aminos, logo, possui preferéncia
por biomoléculas que estejam carregadas negativamente (Cunico et al., 1998;
Healthcare, 2004).

As resinas trocadoras de ions podem ser classificadas em forte ou fraca, tal
classificacdo néo se refere a intensidade em que os grupos funcionais da resina se ligam
as proteinas e sim com relacdo a sua facilidade em manter sua capacidade com alteracédo
do pH. Por exemplo, resinas de troca ibnica forte ndo apresentam variagcdo da sua
capacidade devido a variagdes do pH, logo ndo ha ganho nem perda de prétons. Em
contra partida, as resinas de troca i6nica fraca sdo suscetiveis a perda ou ganho de

protons devido a variagdo do pH, logo variando sua capacidade (Healthcare, 2004).
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Existem muitas resinas comerciais especificas para purificacdo de proteinas, tanto
catibnicas como anibnicas. As resinas Hitrap Capto S e Hitrap Q FF séo
comercializadas pela empresa Ge Healthcare e s&o bons exemplos de resina cationica
forte e anibnica fraca, respectivamente.

As proteinas, biomoléculas de maior interesse de purificacdo, podem
apresentar carga liquida aparente positiva ou negativa a depender do ponto isoelétrico
(p!) desta proteina e da solugdo de pH a qual esta dissolvida. O ponto isoelétrico de uma
proteina corresponde ao pH da mesma onde nao ha predominéancia de cargas, portanto a
proteina assume carga liquida zero. Todavia, quando se trabalha em pH abaixo do pl da
referida proteina, a mesma tera em sua superficie cargas predominantemente positivas e
portanto maior interacdo com resinas catibnicas. Logo, quando as proteinas estdo
diluidas em pH acima do seu pl, ela apresentara cargas predominantemente negativas e
portanto interagdes mais significativas com resinas aniénicas.

Diversos adsorventes podem ser utilizados como resinas trocadoras de ions,
dos quais se destacam como trocadores moderados de ions os hidréxidos duplos
lamelares (HDL). Outro material que também se caracteriza por interagir com
biomoléculas por interacdes ibnica sdo as silicas mesoporosas do tipo SBA 15. Grande
diferenca entre esses dois materiais citados é que a SBA 15 se caracteriza por apresentar
elevadas areas superficiais e diametro médio de poro, logo além das interagdes do tipo
ibnicas presente na adsor¢do de proteinas, hd a capacidade de esses materiais

adsorverem biomoléculas em sua superficie devido a essas caracteristicas.

2.3.2 Cromatografia de Afinidade

Cromatografia de afinidade é uma técnica de separacdo bioquimica que
proporciona uma interacdo reversivel entre o ligante e a proteina de interesse, conforme
pode ser observado pela Figura 2.3. Essa alta especificidade de ligagdo proporcionada
pelo ligante é explorada para adsor¢do seletiva de proteinas alvo em uma mistura
complexa de proteinas a qual pode ser eluida utilizando competitivos analogos, agentes
desnaturantes ou simplesmente ajustando alguns fatores, como pH, forca i6nica ou
polaridade (Denizli e Piskin, 2001; Wu et al., 2006; Ayyar et al., 2012).
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Figura 2.3 Esquema simplificado para a cromatografia de Afinidade
Moléculas ndo
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Fonte: daptado com modificagdes de Pfaunmiller e colaboradores (2013)

A cromatografia de afinidade oferece significante vantagem para a
purificacdo de anticorpos e fragmentos de anticorpos, para qualquer fonte de proteinas
(Ayyar et al., 2012; Healthcare, 2014). Quando ha uma interacdo imunoespecifica, a
cromatografia de afinidade € frequentemente a primeira e muitas vezes o Unico método
necessario (Healthcare, 2014).

A cromatografia de afinidade possibilita alta seletividade, e usualmente, alta
capacidade para com a proteina alvo (Healthcare, 2014). Alguns fatores sao
extremamente importantes para obtencdo de elevados niveis de produtividade e pureza,
0s quais podem citar: o tipo de ligante empregado e a matriz utilizada (Ayyar et al.,
2012).

2.3.2.1 Matrizes Cromatograficas

Em cromatografia de afinidade uma adequada matriz ¢ fundamental, pois
esta atua como suporte para o ligante de afinidade. Portanto, as caracteristicas a seguir
sdo indicadas para uma boa matriz: ser uniforme, macroporosa, hidrofilica, mecénica e
quimicamente estavel, seletiva, insoltvel no solvente utilizado na purificagdo e fornecer

grande area superficial para o ligante (Ayyar et al., 2012).



34

As matrizes cromatogréaficas frequentemente utilizadas em cromatografia de
afinidade podem ser divididas em: naturais, sintéticas e inorganicas. Esferas de agarose,
dextrose e celulose sdo consideradas matrizes naturais e fornecem a maioria das
caracteristicas mencionadas anteriormente para uma boa matriz cromatografica.
Acrilamida (Verdoliva et al., 2002), poliestireno (Staak et al., 1996) e derivados de
polimetacrilatos (Roberts et al., 2009) sdo exemplos de matrizes sintéticas. Enquanto
que as silicas porosas (Xi e Wu, 2004) podem ser exemplos de matrizes inorganicas.

2.3.2.2 Ligantes de Afinidade

Na cromatografia de afinidade ha a necessidade da utilizacdo de ligantes que
possibilitem certa estabilidade e interacdo especifica com a proteina de interesse (Ayyar
et al., 2012). O crescente interesse no estudo de purificacdo de proteinas tem
intensificado consideravelmente nas Gltimas décadas, consequentemente, inimeros tipos
de ligantes sdo frequentemente mencionados nas mais diferentes matrizes
cromatograficas. Uma grande variedade de moléculas funcionais, incluindo enzimas,
coenzimas, cofatores, anticorpos, proteinas e acidos nucleicos podem ser utilizados
como ligantes na concepgdo de novos adsorventes (Denizli e Piskin, 2001). Os ligantes
de afinidade, em geral, apresentam certas caracteristicas como: afinidade pela
biomolécula alvo, especificidade, viabilidade para imobilizacdo, proporcionar certa
estabilidade em condicBes drasticas nas etapas de lavagem e eluicdo, além de manter
sua capacidade de ligagdo com a biomolécula alvo apds sua imobilizacdo (Ayyar et al.,
2012). Os ligantes podem ser classificados em ligantes bioespecificos, ligantes

pseudobioespecificos.

2.3.2.2.1 Ligantes Bioespecificos

Ligantes bioespecificos apresentam como vantagem sua elevada afinidade
pela biomolécula alvo, sendo esses os principais ligantes utilizados na cromatografia de
afinidade. Entretanto, sua principal desvantagem se deve a necessidade de condicdes
drésticas na etapa da eluicdo, possibilitando possiveis contaminacfes da proteina eluida
(Vijayalakshmi, 1989)
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Ligantes bioespecificos tais como as proteinas A, G e L tem sido
investigados devido a sua elevada afinidade por dominios especificos da 1gG e os
primeiros trabalhos reportados foram na década de 70 (Marchalonis et al., 1978). Esses
ligantes sdo frequentemente utilizados em cromatografia de afinidade e tais ligantes séo
isolados das paredes das bactérias Staphylococcal protein A (SpA), Streptococcal
protein G (SpG) e Peptostreptococcus magnus, respectivamente, identificados como
proteinas A, Ge L.

As lectinas, antigenos, anti-anticorpos sdo outros tipos de ligantes de
bioafinidade empregados na cromatografia de afinidade, normalmente, quando as

proteinas A, G e L ndo sdo eficientes (Ayyar et al., 2012).

2.3.2.2.2 Principais ligantes pseudobioespecificos

Por outro lado, os ligantes pseudobioespecificos (ions metalicos quelatados,
ligantes tiofilicos, corantes, aminoacidos), apresentam normalmente média afinidade
para proteinas do soro e tém se mostrado seletivo para a purificacdo de albumina e
imunoglobulina humanas (Vijayalakshmi, 1989).

Os ligantes pseudobioespecificos possuem como grande vantagem
condicBes mais amenas nas etapas de eluicdo, por a interacdo entre proteina-ligante ser
com menor intensidade comparada aos ligantes bioespecificos. Logo, o produto eluido
com a proteina alvo tem menor possibilidade de contaminacdo. Em muitos casos esse
tipo de ligante é recomendado para purificacdo de proteinas, ndo apenas pelas condi¢des
mais amenas na elui¢cdo, como também pelo seu menor custo, quando comparado aos
ligantes bioespecificos (Denizli e Piskin, 2001; Ayyar et al., 2012).

Embora os corantes sejam de natureza sintética, eles sdo classificados como
ligantes de afinidade porque interagem com os sitios ativos de muitas proteinas e
enzimas, mimetizando a estrutura de seus substratos, cofatores ou agentes ligantes
(Denizli e Pigkin, 2001; Yavuz, Akgol, et al., 2006). Varios trabalhos sdo reportados na
literatura utilizando ligantes corantes em cromatografia de afinidade com matrizes a
base de quitosana, resinas, alguns tipos de polimeros metacrilatos, como podera ser
observado a seguir.

Odabasi e Denizli (2004) estudaram a adsorcdo de albumina do soro
humano (HSA) utilizando esferas de hidroxietil metacrilato (WPHEMA) com o corante

Cibacron Blue F3GA imobilizado. Foi observado que no pH 5,0, proximo ao ponto
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isoelétrico (pl) da HSA, ocorreu maior adsor¢do. Os autores observaram o ganho de
capacidade de adsorcdo ao utilizar o ligante acoplado a matriz, com um aumento da
capacidade de adsorcdo de 1,8 mg HSA/g para 94,5 mg HSA/g. Tais resultados
mostraram que o corante Cibacron Blue F3GA pode atuar de forma eficiente na
adsorcdo de HSA e que as condi¢bes do meio, pH, tampéo, concentracdo salina, sdo
parametros essenciais a serem definidos. Para os resultados de adsorgdo com amostras
do soro humano verificou-se capacidade de adsorcdo de 138,3 mg/g para albumina e
para as proteinas fibrinogénio e g-globulina foram de 2,8 e 6,5 mg/g, respectivamente.
Os autores verificaram que a dessorcdo de HSA foi elevada, em torno de 98% da HSA
adsorvida.

Outro estudo interessante, porém para adsorcdo de IgG e suas subclasses
(19Gy, 19G,, 1gG3 e 1gGy), foram realizados por Yavuz e colaboradores (2006), onde os
autores utilizaram como adsorvente, o polimero hidroxipropil metacrilato (poli(HPMA))
com o corante reativo verde 5 imobilizado. Esses autores observaram a grande
vantagem de se utilizar o reativo verde 5 como ligante, pois ao comparar a adsorcao de
IgG com e sem corante imobilizado ao poli(HPMA) obteve-se um aumento de 0,5 mg/g
(sem corante) para 71 mg/g (com corante) de IgG adsorvida. Foi estudado o efeito do
pH do tampéo fosfato na adsorcdo e verificou-se que ocorreu adsor¢do em toda a faixa
de pH estudado, porém o pH de maior adsorcéo foi 7,0, ainda no interior da faixa de pl
da IgG. Esses autores argumentaram que a afinidade entre as moléculas de IgG e o
corante foram devido as interacBes hidrofobicas e eletrostaticas. O aumento da
concentracdo do sal no meio ndo favorece a adsorcdo de IgG. Os autores observaram
certa preferéncia desse adsorvente por 1gG do isotipo 2 (IgG2) em relagdo as outras
subclasses. A capacidade do reuso desse adsorvente também foi avaliada e observou-se
que apos 10 ciclos de adsorcdo-dessorcdo a reducdo da capacidade foi de 11%, com
relacdo a quantidade de IgG adsorvida no primeiro ciclo.

No trabalho de Bayramoglu e colaboradores (2007a), os autores estudaram a
adsorcdo de IgG utilizando a matriz de membranas do polimero hidroxietil metacrilato
com o corante reativo verde 5 imobilizado em sua superficie. Os autores avaliaram 0s
efeitos da variacdo do pH, da forca idnica, da concentracéo inicial de 1gG em fungéo da
temperatura e estimaram o0s pardmetros no equilibrio da adsor¢cdo por modelos
matematicos. O pH que proporcionou maiores quantidades adsorvidas de 1gG foi o0 6,0
devido as interacOes eletrostaticas entre cargas positivas de IgG e cargas negativas da

matriz com o ligante. Em relacdo a influéncia da concentracdo salina, os autores
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observaram que 0 aumento da concentracdo salina ndo favoreceu a adsorcao,
possivelmente devido a forte concorréncia do sal com a IgG pelos sitios livres do
adsorvente e pela diminuicdo das forcas eletrostaticas entre a IgG e a matriz com
corante imobilizado. Os autores constataram que com o aumento da temperatura, a
adsorcéo de 1gG nesse material é favorecida e que as interacfes hidrofobicas sdo mais
efetivas para adsorcdo de IgG. Na literatura é mencionado que se a interacdo entre a
proteina e o ligante envolver uma interacdo hidrofébica significante, a area superficial
de contato entre a proteina e o0 adsorvente € aumentada em altas temperaturas,
resultando em uma maior afinidade da proteina pelo adsorvente. Os modelos de
Langmuir e Freundlich correlacionaram satisfatoriamente com os dados experimentais.
Para ambos 0s modelos o parametro da constante de dissociagdo (Kp), ao qual mensura
a estabilidade do complexo entre a proteina e o adsorvente, indicou que o adsorvente
possui média afinidade pela proteina e pode ser classificado como corante ligante
devido a sua ordem de grandeza de 10°° M. Nesse trabalho foram realizados estudos da
purificagdo de IgG a partir do soro humano em sistemas de batelada e determinou-se
por HPLC a pureza e a quantidade de IgG adsorvida. A pureza determinada na eluicao
foi de 81% com recuperacdo de 67%. Notou-se que possivelmente ocorreu repulsao de
cargas entre a proteina HSA (pl 4,9) e o adsorvente, pois ambos estdo carregados
negativamente no pH 6,0.

Wongchuphan e colaboradores (2009) realizaram um estudo para adsorcédo
de IgG de coelho por cromatografia de afinidade com quatro ligantes corantes (Reativos
Marrom 10, Vermelho 120 e Verde 5, além do Cibacron Blue F3GA) diferentes
imobilizados na matriz da rezina comercial Streamline. Essa resina Streamline € uma
linha de adsorventes aplicada para cromatografia de adsorcdo em leito expandido. O
adsorvente com reativo verde 5 imobilizado apresentou capacidade de adsor¢do de 19G
de coelho superior em relagdo aos outros trés corantes ligantes imobilizados na resina.
Os autores realizaram um estudo do efeito da variagdo do pH na adsorcéo de BSA e 1gG
de coelho. Para BSA, o pH de maior adsorcdo foi 4,0 e para IgG de coelho foi 6,0,
porém nesse pH 6,0 ocorre consideravel adsorcdo de BSA. Por isso 0s autores
escolheram trabalhar no pH 7,0 (baixa adsor¢do de BSA) e no pH 9,0 (adsorgéo
praticamente nula de BSA). O efeito da temperatura na adsorcao de IgG de coelho ndo
foi muito conclusivo, pois ndo apresentou variagdes consideraveis na adsorcdo. Na
temperatura de 25 °C, a adsor¢éo de 1gG de coelho foi um pouco superior as demais

temperaturas (5, 15 e 37 °C). Na literatura € mencionado que para adsorcao de proteinas
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as interacdes hidrofobicas sdo mais efetivas em temperaturas altas. A adsorcao de 19G
de coelho diminuiu com o aumento da concentragdo do sal. Os autores argumentaram
que as interagdes eletrostaticas entre as moléculas de IgG de coelho e as cargas
negativas das esferas devem estar influenciando no comportamento do adsorvente
desfavorecendo a adsorcdo de 1gG de coelho com o aumento da concentracdo do sal.
Foram utilizados trés modelos de isotermas de adsorcdo (Langmuir, Langmuir-
Freundilch e Freundlich) e o modelo de Langmuir n&o foi adequado para representar os
dados experimentais devido a suas restricdes para sistemas de adsor¢cdo homogéneos. A
constante de dissociacdo foi baixa (Kp de 0,9 pelo modelo de Langmuir-Freundlich)
demonstrando a alta afinidade do adsorvente por 1gG de coelho. Esses autores também
apresentaram resultados dessa resina com Reativo Verde 5 imobilizado, em solugéo de
IgG e BSA, e constataram que 64% das proteinas adsorvidas foram 1gG de coelho.
Outros trabalhos podem ser encontrados na literatura com o uso de corantes
como ligantes pseudobiespecificos para purificacdo de imunoglobulinas humanas.
Gondim e colaboradores (2012) apresentaram um estudo visando a purifica¢do de 19G
humana, a partir de amostras diluidas do soro humano, por cromatografia de afinidade
com o corante Cibacron Blue F3GA imobilizado em matriz de quitosana modificada. Os
autores evidenciaram que o ligante mostrou significativa seletividade por IgG e através
de andlises de eletroforese, ap6s a dessorc¢do, foi evidenciado que as amostras da elui¢do
apresentaram predominantemente IgG, porém tracos de HSA também foi observado.
Outros autores ja relataram que esse corante pode apresentar afinidade tanto por IgG
como por HSA e a escolha das condigbes seria determinante para aumentar a
seletividade por uma dessas proteinas. Mais recentemente, Gondim e colaboradores
(2014) realizaram um novo estudo visando a purificacdo de IgG humana, a partir de
amostras do soro humano, onde investigaram a influéncia de diferentes sistemas
tamponantes na adsorcao de IgG. Observaram que devido a diferenca consideravel entre
o pl das proteinas, 1gG (pl 6,3-9,0) e HSA (pl 4,8), foi possivel tornar a adsorcao de

IgG mais seletiva que HSA, de acordo com as andlises de eletroforese.
2.3.2.2.3 Outros ligantes pseudobioespecificos
Um pequeno grupo de peptideos composto por histidina no terminal-N

seguido de aminoacidos aromaticos carregados positivamente tém apresentado alta
afinidade por IgG (Yang et al., 2005; Yang et al., 2009; Lund et al., 2012). Esses
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ligantes apresentam alta especificidade, estabilidade e baixo custo, logo, podem ser
outra possivel alternativa frente aos ligantes bioespecificos para purificacdo de
anticorpos (Huang e Carbonell, 1999; Wang e Carbonell, 2005; Yang et al., 2005).

Um grupo de ligantes denominados biomiméticos foi gerado para simular
ligantes naturais com principal proposito na purificagdo de proteinas. Fassina e
colaboradores (1996) procuraram selecionar, através de uma biblioteca de dados de
peptideos, uma composicdo de peptideos que fornecesse capacidade de reconhecer a
parte Fc das imunoglobulinas, tal como a proteina A possui.

Zhao e colaboradores (2014a) desenvolveram uma estratégia para o desenho
biomimético de ligantes peptidicos para utilizagdo na cromatografia de afinidade. Os
autores utilizaram como modelo, o complexo formado pela interacdo proteina A e IgG,
e a partir dai, através de acoplamento molecular, construiram um banco de dados com
quinze possiveis ligantes peptidicos candidatos para purificacdo de 1gG. Através de
simulagfes moleculares confirmaram que 14 dos quinze peptideos selecionados
apresentaram alta afinidade por IgG. Entdo, selecionaram dois peptideos para realizacao
de dados experimentais e confirmaram que o tipo de ligacdo foi por interacdes
eletrostaticas incluindo pontes de hidrogénio. Um desses dois peptideos selecionados,
nomeado de FYWHCLDE, apresentou capacidade de 56,1 mg de IgG/g peptideo, com
constante de dissociacdo na ordem de 10 M. Por fim, mostraram que tal ligante pode
ser utilizado na purificacdo de IgG, a partir de amostras do soro humano, em uma Unica
etapa com pureza de 90% e produtividade e recuperacao de 87%.

No mesmo periodo de 2014, Zhao e colaboradores (2014b) utilizaram o
mesmo ligante peptidico (FYWHCLDE), identificado no trabalho anterior (2014a),
acoplado ao gel de sepharose em quatro densidades distintas. Compararam a adsor¢do
de BSA e IgG por essa resina (FYWHCLDE-sepharose) e constataram que essa resina
apresentou de 30-40 vezes capacidade superior de 1gG frente BSA nos experimentos em
batelada. Os autores afirmaram que o gel FYWHCLDE-sepharose obtido pode ser
usado para purificacdo de 1gG a partir do soro humano ou de anticorpos monoclonais de
culturas de células sobrenadante com alto grau de pureza e em uma Unica etapa de
purificacdo. Ainda em 2014, Zhao e colaboradores (2014c) identificaram mais dois
octapeptideos e acoplaram ao gel de sepharose, em seguida realizaram uma ampla
investigacdo das melhores condicdes para adsorcdo de IgG. Essas resinas formadas
apresentaram elevada seletividade por fragmentos Fc com sitios de ligacdo similares aos

obtidos quando usado Proteina A, como ligante de afinidade. Os autores afirmaram que
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essas resinas estudadas podem ser utilizadas para captura e purificacdo de anticorpos
policlonais e monoclonais de soro humano com elevado grau de pureza, proximo de
95%.

Como continuidade aos trabalhos de Zhao supracitados, Xue e
colaboradores (2016) investigaram os peptidicos que ndo haviam sido estudados, no
total de onze, para continuar a procura por mais ligantes peptideos que proporcionassem
alta afinidade por IgG. Os autores prepararam géis peptidicos com sepharose e
realizaram ensaios cromatograficos em coluna conectada ao sistema AKTA purifier. A
afinidade dessas resinas foram investigadas em um ampla faixa de pH, onde duas dessas
resinas se destacaram (FYCHWQDE e FYCHNQDE) apresentando alta afinidade por
IgG, sendo estas promissoras na aplicacdo em purificacdo e separacdo de 1gG de

amostras do soro humano.

2.3.3 Outras técnicas cromatograficas por afinidade

A partir da cromatografia de afinidade, outras técnicas baseadas no mesmo
principio, podem ser utilizadas para purificacdo de proteinas: Cromatografia Negativa,
Cromatografia de Afinidade com lons Metalicos Imobilizados (IMAC), Cromatografia
de Afinidade com Monolitos, Cromatografia com Hidroxiapatitas, Cromatografia com

Criogeis, dentre outras.

2.4 Purificacdo de Proteinas em Sistemas Continuos

Até o presente momento foi dado énfase aos processos de purificacdo de
proteinas em sistema cromatografico simples com utilizacdo apenas de uma coluna
cromatografica. Entretanto, ha a possibilidade de realizar estudos de purificagdo em
sistema continuo possibilitando maximizar os parametros de produtividade, rendimento
e consumo de solvente. Recentemente, o grupo de pesquisa do prof. Dr. Massimo
Morbidelli na ETH Zurich desenvolveu um sistema cromatografico em operagdo
continua com até duas colunas cromatogréaficas. Esse sistema foi denominado de
“Contichrom” comercializado pela empresa alema Knauer. O grupo do professor
Massimo Morbidelli € um dos Unicos grupos de pesquisa que tem publicado
recentemente trabalhos com esse sistema (Strohlein et al., 2006; Morbidelli, 2009; Voitl
et al., 2010; Kréttli et al., 2011; Miller-Spath et al., 2011; Angarita et al., 2015; Guélat
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et al., 2016; Pfister et al.,, 2016; Steinebach et al., 2016) visando purificacdo de
proteinas do soro humano.

O Grupo de Pesquisa em Separacdes por Adsorcdo (GPSA), recentemente
adquiriu esse sistema através de um projeto vinculado a Universidade Federal do Ceara.
Este complexo sistema esta possibilitando grandes avancos na area de pesquisa
associada a purificacdo de proteinas em sistema continuo e acredita-se que em um curto
periodo de tempo publicagbes de alto impacto na comunidade académica serdo
observados. A Figura 2.4 apresenta uma visdo geral do sistema Contichrom instalado

nas dependéncias de um dos laboratorios do GPSA.

Figura 2.4 - Visualizagdo do sistema Contichrom instalado no GPSA
(Grupo de Pesquisa em Separacgdes por Adsorgao)

Fonte: Proprio autor

Esse sistema é composto por: dois detectores UV, 6 valvulas, 3 bombas,
sendo que uma delas é especifica para o gradiente de elui¢do, conforme pode ser
observado na Figura 2.5. Além disso, possui um coletor de fragdo, um desgaseificador,
um condutivimetro e leitor de pH e um computador com o software “ChromIQ”
instalado. Este software possui diferentes métodos de operacdo disponiveis e sera
abordado no préximo topico.
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Figura 2.5 - Composicao principal do sistema Contichrom

P3: Feed pump

UV1: left column
P2: wash and recycling pump

UV2: right column
P1: HPG gradient pump (A+B)

Fonte: Manual do Contichrom

O monitoramento do Contichrom se da através do programa ChromlQ.
Nesse programa ha quatro métodos disponiveis: “Batch Wizard, MCSGP (do inglés,
Multi-Column Solvent Gradient Purification), CaptureSMB e N-Rich”. Exceto o
método “Batch Wizard”, todos os demais sdo especificos para operacdo do sistema em
modo continuo. A complexidade da sua amostra de estudo e o tipo de método
cromatografico escolhido a ser utilizado serdo fatores determinantes para a correta
escolha do método a ser selecionados.

O método “Batch Wizard” é o método mais simples e indicado
principalmente para investigar a capacidade dindmica da coluna a ser utilizada. Nesse
método ha a necessidade do uso de apenas uma Unica coluna. Através desse método
facilmente pode realizar ensaios cromatograficos com as mais diversas resinas
cromatograficas. E imprescindivel a realizagio de ensaios utilizando esse método antes
da utilizacdo dos métodos de operacao continua.

O método “MCSGP” € para um processo cromatografico continuo capaz de
proporcionar simultaneamente, um produto com elevada pureza e produtividade
(Aumann e Morbidelli, 2007; Morbidelli, 2009). Essa vantagem se deve ao fato do
processo possibilitar uma etapa de reciclagem de fracbes que apresentam parcialmente o
produto de interesse. Esse método € indicado para solucbes de injecdo que apresentem
no minimo trés biomoléculas com interacBes distintas para com a resina. MCSGP
apresenta resultados satisfatorios aplicados em varios processos utilizando resinas
trocadoras de ions, como na purificacdo de peptideos (Aumann e Morbidelli, 2007
Aumann et al., 2007), separacdo de anticorpos monoclonais (Muller-Spath et al., 2008)
e purificacdo de anticorpo monoclonal de culturas de células de sobrenadante (Muller-
Spath et al., 2010).
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O método “CaptureSMB” é para um processo continuo que utiliza uma
configuracdo com duas colunas que alterna a alimentacéo e elui¢do entre as colunas.
Assim, todo o produto a partir de uma corrente de alimentacdo continua é capturado e
toda a resina de afinidade disponivel € utilizada de forma eficiente.

O método N-Rich é recomendado para processos em modo continuo quando
a biomolécula de interesse esta presente em baixas concentracdes na amostra de injec&o.
Portanto, esse € um método que tem por finalidade concentrar a biomolécula alvo. E um
processo de descoberta e desenvolvimento de produto, ndo destinado a producdo
rotineira. O componente alvo é reciclado internamente até ter uma concentracao

satisfatoria enquanto a concentracdo de outros componentes é diminuida.

3 SINTESE E CARACTERIZACAO DE MATRIZES CROMATOGRAFICAS COM
POTENCIAL APLICACAO NA PURIFICACAO DE IgG HUMANA POR CTI

3.1 Objetivos

Os objetivos deste topico foram:

Sintetizar os HDL contendo AI**, como cétion trivalente, e Mg®* ou Zn**, como
cations divalentes com razGes molares Mg/Al e Zn/Al de 3 e 2, respectivamente, sendo o
carbonato (CO3?) o &nion interlamelar.

Sintetizar as silicas mesoporosas do tipo SBA 15 sem e com modificacdo pela
incorporacdo de atomos de zircbnio na sintese, fornecendo materiais com diferentes razdes
molares de Si/Zr (5, 10 e 20).

Realizar a caracterizacdo dos adsorventes, antes e ap0s a adsor¢do, por:
Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), Difragdo de raios X
(DR-X) e isotermas de N, a -196 °C. Além disso, determinar a distribuicdo dos tamanhos de
particulas e o ponto de carga zero (pHzpc) dos materiais estudados.

Realizar ensaios em batelada com esses adsorventes para adsorcdo das proteinas
modelos 1gG e HSA, a fim de averiguar a influéncia do pH, cinética e isotermas de adsorcao.

Realizar ensaios em bateladas com misturas das proteinas IgG e HSA em
diferentes proporgdes e com o soro humano a fim de avaliar o real potencial destes materiais

na purificacdo de 1gG humana.
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Analisar por eletroforese SDS-PAGE as amostras coletadas, antes e apos a
adsorcéo, a fim de identificar e avaliar o potencial desses adsorventes na purificacdo dessas

proteinas.

3.2 Materiais e Métodos

3.2.1 Reagentes

O soro humano do tipo AB, os padrfes de proteinas de alta pureza (IgG humana e
HSA), e os reagentes acido morfolinopropano sulfénico (MOPS), &cido hidroxietilpiperazina
etano sulfénico (HEPES), Trizma-base (TRIS), Coomassie Brilliant Blue, 1,3,5-
Trimetilbenzeno (TMB), tetraetilortosilicato (TEOS), copolimero tribloco Plurénio P123
(PEO20PPO70PEO20) e HCI foram adquiridos da Sigma-Aldrich, USA. Albumina do soro
bovino (BSA) foi obtida da Inlab, os reagentes Mg(NO3)2*6H,0, (AI(NO3)3*9H,0, NaHCO; e
0 NH4F da Vetec, Brasil. O marcador de alta massa molar contendo as seguintes proteinas:
miosina 212 kDa, a,-macroglobulina 170 kDa, B-galactosidadee 116 kDa, transferrina 76 kDa
e desidrogenase glutamica 53 kDa, foi adquirido da GE Healthcore (EUA). Os outros
reagentes utilizados foram todos de grau analitico e para a preparacdo de todas as solucdes
utilizou-se a &gua ultrapura Mili-Q (Millipore, EUA).

3.2.2 Sinteses dos Hidréxidos Duplos Lamelares (HDL)

Sintese do HDL por coprecipitacdo a pH variavel: os HDL foram preparados pelo
método de coprecipitacdo de acordo com a metodologia de Cavani e colaboradores (1991) e
adaptada por Aguiar e colaboradores (2013). A Figura 3.1 apresenta um desenho esquematico
do aparato experimental utilizado para mistura e agitacdo dos reagentes.

Sintese do Mg/Al-HDL (razdo molar Mg/Al de 3:1): para a sintese do Mg/Al-
HDL, inicialmente, o nitrato de magnésio Mg(NQOz), * 6H,O (0,0996 mol) e o nitrato de
aluminio (AI(NOs3) 3 « 9H,0 (0,0332 mol) foram dissolvidos em 100 mL de agua ultrapura e
adicionado gota a gota a 100 mL de solugdo contendo 0,249 mol/L de NaHCOj3 a 60 °C, sob
agitacdo vigorosa. Em seguida, a solucdo foi mantida a 80 °C durante 4 dias e,
posteriormente, agitada a temperatura ambiente durante 12 h. O precipitado de HDL foi
filtrado e lavado com &gua deionizada até pH 7. Finalmente, o material foi seco a 80 °C

durante 24 h e estocado a temperatura ambiente.



45

Sintese do Zn/Al-HDL (razdo molar Zn/Al de 2:1): a sintese do Zn/Al-HDL foi
realizada de forma similar ao Mg/Al-HDL. Inicialmente, o cloreto de zinco ZnCl, (0,0614
mol) e o nitrato de aluminio (AI(NO3) 3 * 9H,0 (0,0307 mol) foram dissolvidos em 100 mL de
agua ultrapura e adicionado gota a gota a 100 mL de solugdo contendo 0,153 mol/L de
NaHCO3 a 60 °C, sob agitacdo vigorosa. Em seguida, a solugdo foi mantida a 80 °C durante 4
dias e, posteriormente, agitada a temperatura ambiente durante 12 h. O precipitado de HDL
foi filtrado e lavado com &gua deionizada até pH 7. Finalmente, o material foi seco a 80 °C

durante 24 h e estocado a temperatura ambiente.

Figura 3.1 — Aparato experimental da sintese de HDL
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Fonte: elaborada pelo autor

3.2.3 Sintese das silicas mesoporosas SBA 15

Foram sintetizadas SBA 15 com fluoreto e 1,3,5-trimetilbenzeno (TMB),
denominadas de SBA 15-FTMB. Além dessa, foram sintetizadas SBA 15 modificadas com
zirconio. Trés razdes molares (5, 10 e 20) de silicio e zircénio (Si/Zr) foram utilizadas na
sintese e 0s materiais foram chamados de: SBA 15-Zr5, SBA 15-Zr10 e SBA 15-Zr20.

A sintese hidrotérmica das silicas mesoporosas do tipo SBA 15 foram realizadas

conforme metodologia descrita por Fulvio e colaboradores (2005), com algumas
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modificagdes. Inicialmente, o plurénio (P123) foi dissolvido em HCI (ag.) 1,7 M sob agitacéo
magnética até dissolucdo completa do P123. Em seguida, o TMB foi adicionado, como agente
expansor, para aumentar o tamanho dos poros. Apos 30 minutos de agitacdo, foi incorporada a
fonte de silica (TEOS) gota a gota. O processo manteve-se sob agitacdo durante 24 h a 40 °C.
Para o tratamento hidrotérmico, os materiais foram transferidos para um autoclave e
aquecidos a 100 °C durante 72 h. No final do processo realizou-se a calcinagdo do material
sob a temperatura de 550 °C por 6 h com uma taxa de aquecimento de 1 °C/min.

A sintese hidrotérmica das SBA 15 com incorporacdo de atomos de zircénio
foram realizadas conforme metodologia descrita por Fulvio e colaboradores (2005), com
algumas modificacgdes. Inicialmente, o plurdnio (P123) foi dissolvido em HCI (ag.) 1,7 M sob
agitacdo magnética até dissolucdo completa do P123. Em seguida, TMB foi adicionado, como
agente expansor, para aumentar o tamanho do poro. Ap6s 30 minutos de agitacdo, foi
incorporada a fonte de silica (TEOS) e de zirconio (propoxido de zircbnio,
Zr(OCH,CH,CH3)4, 70% em peso em solugdo em 1 propanol) gota a gota. O material foi
preparado variando a razdo molar de Si/Zr (5, 10 e 20). O processo manteve-se sob agitacdo
durante 24 h a 40 °C. Para o tratamento hidrotérmico, os materiais foram transferidos para um
autoclave e aquecidos a 100 °C durante 72 h. No final do processo realizou-se a calcinacéo do
material sob a temperatura de 550 °C por 6 h com uma taxa de aquecimento de 1 °C/min.

3.2.4 CaracterizacOes quimicas e estruturais dos materiais

Difracdo de Raio-X (DR-X): padrdes de difracdo em p6 foram coletados no
difratbmetro automatizado Philips X'Pert Pro MPD equipado com Ge (1 1 1) monocromador
primario, estritamente monocromatica CuKa (A = 0,1542 nm) e um detector X'Celerator,
operando a uma voltagem de 40 kV e uma corrente de 40 mA. Para realizacao das analises, 0s
pos foram colocados na cavidade de um suporte utilizado como porta amostra. Os espectros
obtidos varreram as faixas de 1 a 70 °. A velocidade de varredura foi de 0,5 ° por minuto. O
tamanho dos cristais dos materiais e os parametros da estrutura foram estimados usando o
método Williamson-Hall para ajustar o perfil de difracdo. Pardmetros cristalograficos foram
obtidos a partir do método de Rietveld usando o software X'Pert HighScore Plus.

Espectroscopia na Regido do Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR): os espectros de FTIR foram obtidos com o FTIR 8400S Shimadzu com detector de
mid-1V DTGS padr&o. Todos os espectros foram obtidos na faixa de 400-4000 cm™ utilizando

um espectro de KBr como branco.
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Isoterma de N, a -196 °C: a caracterizagdo estrutural foi realizada por isotermas
de adsorcao-dessorcdo de N, a -196 °C com um sistema automatico ASAP 2000. Antes das
medicdes, as amostras foram desgaseificadas a 200 °C e 10* mbar durante a noite. A area
superficial especifica foi calculada usando a equacdo de Brunauer-Emmet-Teller (BET) e uma
secdo transversal da molécula de nitrogénio de 16,2 A (Brunauer et al., 1938). O tamanho
médio dos poros foi calculado pelo método BJH utilizando as isotermas de dessor¢do (Barrett
et al., 1951). O volume total dos poros foi calculado como o volume de nitrogénio adsorvido
em P/Py = 0,999 (Rouquerol et al., 1999).

Distribui¢do do Tamanho de Particulas: o tamanho das particulas foi determinado
por difracdo a laser com o equipamento Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, UK),
utilizando &gua para dispersar as particulas.

Ponto de Carga Zero (pHzpc): inicialmente preparou-se 500 mL de uma solucao
de NaCl (0,01N), em seguida distribui-se essa solugdo em 10 beckers, cada um contendo o
mesmo volume (50 mL) e pH aferido na faixa de 2 & 11. Posteriormente, foram pesadas 0,15
g de amostras de cada material e colocadas em contato com as solugdes de NaCl e mantidas
por 48 h. Ap6s o periodo de 48 h em repouso foi realizado a medicdo dos pHs e plotado o
grafico da diferenca entre pHiniciat — PHfinat VS PHiniciar (I €t al., 2010).

Potencial Zeta (ZPC): inicialmente colocou-se 0 adsorvente em contato em agua
ou em solucBes tampdes nas mesmas condi¢bes dos ensaios de adsorcdo. Os pH da agua
foram na faixa de 4,0 a 12,0, sendo ajustado com acido (HCI) e base (NaOH) fracas quando
necessario. Para cada 15 mg de HDL, 3 mL de solucdo (adgua ou tampdo) foi submetida ao
contato em um agitador rotatdrio por 2 h. Ap6s 40 min de repouso, retirou-se o sobrenadante
para verificar o pH final e em seguida analisar no equipamento Zeta Sizer da Malvern a fim

de identificar a intensidade das cargas presentes no sobrenadante.

3.2.5 Experimentos de adsorgdo em batelada

Experimentos em batelada foram realizados em duplicata a 22 °C, a fim de
determinar o efeito do pH, utilizando diferentes solu¢Ges tampdes (Acetato de sodio
(ACETATO), Fosfato de sédio (FOSFATO), MOPS, HEPES e TRIS-HCI), e as curvas de
cinética e isotermas de adsor¢do com IgG e HSA nos materiais estudados. Para realizar tais
ensaios, foi pesado uma massa de 15 mg de adsorvente e colocado em contato com 3,0 mL da
solucdo de proteina em tubos de acrilico. Os tubos foram agitados em agitador orbital (Tecnal

TE-165, Brasil) durante o tempo necessario para atingir o equilibrio. Ao final de cada
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experimento as amostras foram coletadas e centrifugadas em microcentrifuga refrigerada (CT-
15000R CIENTEC) por 10 min com rotacdo igual a 10000 g e, em seguida, a absorbancia de
cada amostra foi lida. A concentracdo de cada proteina na fase liquida (sobrenadante) foi
determinada por absorbancia no UV-Vis da luz no comprimento de onda de 280 nm (UV-Vis
Biomate 3, ThermoScientific, EUA).

A massa da proteina adsorvida por massa de adsorvente (mg/g), no estado do

equilibrio foi calculada usando o balango de massa descrito pela equacéo 1:

_ V(CO_ Ceq) (1)

Mads

em que Cy e Ceq (Mg/mL) sdo as concentracOes iniciais e no equilibrio na fase liquida, q
(mg/g) é a quantidade de proteina adsorvida na fase sélida, mags () € a massa de adsorvente e
V (mL) é o volume de solucdo da amostra.

Efeito do pH na adsorcdo de proteinas: solugdes contendo IgG ou HSA foram
preparadas por dissolucdo destas proteinas em solu¢des de tampédo a 25 mM de forma a
alcancar as seguintes faixas de pH: 4,0-5,6 para ACETATO; 6,0-8,0 para 0 FOSFATO; 6,5-
7,9 para MOPS; 6,8-8,0 para 0 HEPES e 7,2-9,0 para o TRIS-HCI. Esses ensaios ocorreram
sob agitacdo constante de 18 rpm.

Cinética e isoterma de adsorcdo: para os ensaios de cinética de adsorcdo foram
preparadas solucdes de proteinas (HSA ou 1gG) com concentracdo de 1,0 mg/mL nos tampdes
estudados. Os ensaios de cinética de adsorcdo foram necessarios para determinar o tempo
necessario para ser alcancado o equilibrio entre proteina-adsorvente. Os ensaios de isoterma
de adsorcdo foram realizados com as proteinas cuja concentracdo inicial variou de 0,5 a 8,0
mg/mL. O tempo necessario para alcancar o equilibrio para ambos os materiais foram
variaveis.

Os modelos de Langmuir, Langmuir-Freundlich e Henry, descritos pelas equacdes
(2), (3) e (4), respectivamente, foram usados para ajustar aos dados experimentais usando o
programa Origin®, Microcal, USA.

_ qmakaCeq (2)

4= 1+k.C,
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_ Omax (kLFCeq )n (3)
1+(kLFCeq "
q= kHceq (4)

em que Omax (MQ/g) é a quantidade maxima de adsorcéo, Ceq (Mg/mL) € a concentracéo de
proteina em solucdo no equilibrio, k., k. e ky sdo as constantes de Langmuir, Langmuir-
Freundlich e Henry, respectivamente, a qual relacionam a interacdo entre a proteina e
adsorvente, n é o coeficiente para o modelo de Langmuir-Freundlich, relacionado a

heterogeneidade da superficie do adsorvente.

3.2.6 Ensaios de purificacdo com misturas de proteinas

A seguir serdo detalhados trés distintos casos de mistura de proteinas, a fim de
avaliar possiveis seletividades da IgG frente a HSA ou vice-versa em processos em batelada.
Observe que foi escolhido trabalhar com uma proporcao de IgG superior a HSA (Caso IllI),
bem como uma proporcao de HSA superior a IgG (Caso 1), esse caso seria mais proximo da
proporcao existente no soro humano, se desprezassemos as outras proteinas que compde o
soro. Além desses dois casos, outra propor¢do de mistura, caso Il, também foi estudada. Esses
trés casos escolhidos foram similar aos estudados no trabalho de Dahrma e Jayasuriya (2013),
onde os autores avaliaram a adsorcao das proteinas albumina bovina (BSA) e hemoglobina
bovina (BHD).

3.2.6.1 Preparo das solucdes binarias (IgG e HSA)

Solucgdes binarias contendo as proteinas 1gG e HSA em diferentes propor¢des de
mistura (IgG/HSA) foram preparadas em trés casos distintos definidos a seguir:
e Caso I: Solugdes da mistura de proteinas contendo 25% de IgG e 75% de HSA.
e Caso Il: Solugbes da mistura de proteinas contendo 50% de 1gG e 50% de HSA.
e Caso Ill: Solucgdes da mistura de proteinas contendo 75% de 1gG e 25% de HSA.

Foram preparadas seis concentracGes distintas da mistura de 1gG e HSA para cada

um dos trés casos acima citado. A seguir, a Tabela 3.1 apresentard todas as solucBes que
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foram preparadas para os ensaios em batelada com os potenciais adsorventes para purificagdo
de 19G humana. O tampéo utilizado em todas as dilui¢des foi o Tris/HCI nos pH 7,2 (Zn/Al-
HDL) e 9,0 (SBA-15 FTMB). As solugbes das misturas finais foram obtidos ap6s a mistura
das solugbes monocomponentes de IgG e HSA, com mesmo volume, e concentracdo
conforme a Tabela 3.1. Observe que para a concentracdo da mistura de 0,5 mg/mL do caso |
foi necessario misturar uma solucdo de 1gG (0,25 mg/mL) com a solucdo de HSA (0,75
mg/mL). Devido a soma dos volumes das solu¢cbes monocomponentes, a concentracéo final

da mistura foi a metade do somatdrio das concentrac@es individuais.

Tabela 3.1 — Concentracdes das solugdes binarias de cada caso estudado

CASO | CASO 11 CASO Il
IgG HSA IgG HSA IgG HSA
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
25 75 50 50 75 25
Concentracao Concentracédo de 1gG ou HSA

Mistura (mg/mL)

(mg/mL) IgG HSA IgG HSA [o[€] HSA
0,5 0,25 0,75 0,50 0,50 0,75 0,25
1,0 0,50 1,5 1,0 1,0 1,5 0,50
2,0 1,0 3,0 2,0 2,0 3,0 1,0
4,0 2,0 6,0 4,0 4,0 6,0 2,0
5,0 2,5 7,5 5,0 5,0 7,5 2,5
6,0 3,0 9,0 6,0 6,0 9,0 3,0

Fonte: elaborada pelo autor

3.2.6.2 Determinagédo de proteinas no sistema binario

Primeiramente, preparou-se as solucoes de IgG e HSA, conforme a Tabela 3.1. A
concentracdo de cada solucdo (IgG ou HSA) foi quantificada a partir das leituras de
absorbancia no UV-Vis da luz no comprimento de onda de 280 nm (UV-Vis Biomate 3,
ThermoScientific, EUA). Em seguida, misturou-se 5,0 mL de IgG com 5,0 mL de HSA
totalizando 10,0 mL da mistura da solucdo final, conforme a Tabela acima. Devido 1gG e
HSA apresentar curvas de calibragdo distintas, houve a necessidade de realizar novas curvas

de calibracdo, agora para as misturas preparadasde cada um dos casos estudados. Portanto, ao
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final do preparo dessas solugdes, trés curvas de calibragdo foram preparadas e utilizadas para

quantificar cada uma das solucGes de mistura.

3.2.7 Ensaios de purificacdo com soro humano diluidas em Tris-HCI

As amostras de soro humano adquiridas da SIGMA apresentaram concentracdo
préxima de 50 mg/mL e portanto, necessitaram ser diluidas em tampéo (Tris/HCI) para obter
as concentracdes desejadas para 0s ensaios com concentracbes de 1 a 6 mg/mL. A
quantificacdo de proteinas do soro humano foi conforme metodologia descrita por Bradford
(Bradford, 1976).

3.2.7.1 Determinacao de proteinas totais

As concentragdes de proteinas totais nas fracbes com soro humano foram
determinadas de acordo com a metodologia de Bradford e utilizou-se aloumina de soro bovino
(BSA) para a construcdo da curva analitica para este método, conforme reportado na
metodologia descrita por Bradford (Bradford, 1976).

Primeiramente, preparou-se o reagente de Bradford dissolvendo-se 0,1 g de
Coomassie Brilliant Blue em 50 mL de etanol e a esta solugcdo em agitacdo, adicionou-se 100
mL de acido fosférico 85% e deixou em agitacdo por 2 h para em seguida completar o volume
para 1,0 L com agua ultrapura. Em seguida, deixou a solucdo sob agitacdo (minimo de 6 h) e
filtrou-se o reagente em frasco coberto com papel aluminio. O reagente de Bradford foi
conservado em geladeira. Posteriormente, foi utilizada a proteina BSA para a obtengdo da
curva de calibracdo. Ap6s o preparo do reagente de Bradford e da curva de calibracdo, deu
inicio a quantificacdo das amostras dos ensaios de adsorcdo antes e apds o contato. Logo, para
cada 0,1 mL de amostra deixou-se em contato com 1,0 mL do reagente de Bradford por
aproximadamente 10 min em cubetas de poliestireno em ambiente que proporcionasse
auséncia de luz. Apds esse periodo, as leituras das amostras foram realizadas em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 595 nm. Em seguida, foram obtidos os valores

de concentracédo de proteinas totais com a curva de calibracdo anteriormente estabelecida.
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3.2.8 Eletroforese SDS-PAGE

A técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida sob condi¢des desnaturantes e
ndo redutoras (SDS-PAGE) foi utilizada para determinacdo da analise das fragcdes proteicas
obtidas nos ensaios com a solugéo binaria e com o soro humano, antes e apds a adsor¢do. As
andlises foram realizadas no equipamento Mini Protean 111 (BioRad, EUA) utilizando o gel de
poliacrilamida (30% de acrilamida e 2,7% de bisacrilamida), conforme protocolo apresentado
por Laemmli (1970), na concentracdo de 7,5%. As fracdes cromatograficas de cada etapa
foram aquecidas a 100 °C por 10 min e aliquotas de 10 a 15 pL de cada amostra foram
aplicadas aos géis. Os geis foram submetidos a uma voltagem de 150 V, em cubas verticais e

a coloracdo foi realizada com o corante comassie brilhante blue.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Caracterizacao dos HDL

Difrac@o de Raio-X: os difratogramas de raios X foram usados para identificar as
fases cristalinas presentes ap0s a sintese dos HDL (Mg/Al e Zn/Al). A Figura 3.2 apresenta 0s
perfis para os dois HDL estudados depois de sintetizados e apds a adsorcdo (com Zn/Al-
HDL). O perfil apresentado para a hidrotalcita (Mg/Al-HDL) revela a presenca de picos de
difracdo bem definidos localizados em 26 = 11,6, 23,3, 34,9, 39,3 e 46,8° que foram
atribuidos a presenca de hidrotalcita na forma de Mg,Al>(CO3)(OH);, « 3(H,0) (ICSD: 98-
008-1963), conforme observado na literatura (Mills et al., 2012). Além disso, outros picos
foram detectados, com menor intensidade do que os atribuidos a hidrotalcita, localizado em
20 = 15,6 e 32.0°. Eles podem ser devido a formac¢ao do mineral com férmula molecular:
NaAl(COg3) « (OH), (ICSD: 98-008-1963).

Com relacdo as condicdes de sintese do Mg/Al-HDL, tem sido relatado na
literatura a formacdo de uma super célula com uma razdo molar de Mg/Al = 2, o que
corresponde & substituicdo maxima observada de magnésio por aluminio (Brindley e
Kikkawa, 1979). A incorporacdo de um teor de aluminio mais elevado (Mg/Al> 2) pode levar
a segregacdo de especies de Al(OH)s;. Da mesma forma, com razdo molar de Mg/Al<4, as
espécies de magnésio tendem a adotar morfologia do tipo brucita (Cavani et al., 1991). No
caso da sintese do Mg/Al-HDL do presente trabalho, onde a razdo molar Mg/Al foi igual a 3,

parte do magnésio esta envolvido na formacdo da hidrotalcita, no entanto, uma pequena
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fracdo das espécies de aluminio ndo foi acomodado na estrutura da hidrotalcita, levando a
formagéo de NaAI(COs3) « (OH), (Cavani et al., 1991).

Figura 3.2 — Difratogramas de raios X obtidas para: Zn/Al-
HDL (linha preta), Zn/Al-HDL+IgG (linha vermelha),
Zn/Al-HDL+HSA (linha verde) e Mg/Al-HDL (linha azul)
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Fonte: elaborada pelo autor

Utilizando o método de Williamson-Hall, o tamanho de cristal do HDL foi
estimado como sendo 19 nm. Em relacdo ao tamanho das particulas do Mg/Al-HDL,
verificou-se estar compreendido entre 0,5 pum e 100 um, com um tamanho médio de particula
de 20,7 um, o que sugere a auséncia de uma forma de particula bem definido.

Analisando o DR-X do Zn/Al-HDL foram verificadas reflexdes de material do
tipo hidrotalcita, similar ao observado para o Mg/Al-HDL, com uma série de picos de
intensidade caracteristicos de material cristalino como reportado na literatura (Mandal e
Mayadevi, 2008; Seftel et al., 2008). Os principais picos que evidenciam o material ser do
tipo hidrotalcitas sdo os dois primeiros, com valores de 20 proximos de 10 e 20 °. Nos demais
picos apresentados nos difratogramas apds o processo de adsor¢do de IgG em Zn/AL-HDL foi
possivel observar um alargamento representativo nas intensidades devido a possivel
assimilacdo das biomoléculas. O tamanho de cristal do Zn/Al-HDL foi estimado de 9,8 nm
(utilizando o0 método de Williamson-Hall). Em relacdo ao tamanho das particulas do Zn/Al-

HDL, verificou-se um tamanho médio de particula cerca de 27,8 um.
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De acordo com padrdes de difragéo de raios X dos HDL podemos confirmar que
0s HDL possuem picos caracteristicos de compostos do tipo hidrotalcitas de acordo com
dados da literatura (Mandal e Mayadevi, 2008; Seftel et al., 2008; Aguiar et al., 2013;
Lucrédio et al., 2014; Mallakpour e Dinari, 2015), confirmando a eficiéncia do método de
sintese para ambos os materiais.

Espectroscopia na Regido do Infravermelho por Transformada de Fourier: os
espectros de FTIR, antes e ap0s a adsorcao de proteinas, para o Mg/AL-HDL e para o Zn/Al-
HDL sdo mostrados na Figura 3.3 A e Figura 3.3 B, respectivamente. Resultados similares
aos desse estudo podem ser observados na literatura (Olfs et al., 2009; Jin et al., 2012; Lv et
al., 2012).

O espectro do FTIR apresentado na Figura 3.3 apresenta uma banda de absor¢édo
forte e ampla entre 3600 e 3200 cm™ associadas com o estiramento dos grupos hidroxilas
(OHY) (Mandal e Mayadevi, 2008; Seftel et al., 2008; Olfs et al., 2009), além de grupos
aminas. Tem sido relatado na literatura que o estiramento de O-H e frequéncias da flexdo
aumentam com a razdo M?/M** devido & modificagdo do espaco no dominio interlamelar
(Cavani et al.,1991). O ombro cerca de 3000 cm™ é atribuido & ligac&o de hidrogénio entre
H,O e o anion carbonato no espaco interlamelar, enquanto que o sinal localizado préximo de
1640 cm™ é atribuido as vibracdes de dobragem de moléculas H,O (Cavani et al., 1991; Jin et
al., 2012). O anion carbonato num ambiente simétrico é caracterizado por uma simetria planar
D3h, com trés bandas de absorgéo ativa observadas em 1350-1380 cm™ (v3), 850-880 cm™
(v2) e 670-690 cm™ (v4). A alta simetria leva & auséncia de vl localizada cerca de 1050 cm™
(Cavani, et al 1991). As bandas localizadas abaixo de 600 cm™, séo atribuidas a translacéo do
Mg/Al-OH, translacdo Al-OH e deformagéo Al-OH, respectivamente, de acordo com outros
estudos (Olfs et al., 2009; Jin et al., 2012; Lv et al., 2012).

Para 0 Zn/Al-HDL, os espectros de FTIR das amostras Zn/Al-HDL e Zn/Al-HDL-
IgG sdo apresentados na Figura 3.3 B. Pode-se observar uma banda intensa em cerca de 3451
cm™ o que foi atribuida ao grupamento OH™ que ocorre devido a vibragdo de estiramento de
tais grupos moleculares e pela juncdo dos grupos hidroxilo e 4gua caracteristicos de camadas
da brucita (Mandal e Mayadevi, 2008; Seftel et al., 2008; Olfs et al., 2009). O ombro em
torno de 3000 cm™ foi atribuido a ligagdes de hidrogénio entre 4gua interlamelar e COs>. A
sequéncia de vibracdo na faixa da regido 1480 a 1363 refere-se ao alongamento do grupo
molecular CO3%, seguido pela absorcéo a 1318 e 955 cm™ que corresponde ao modo de

deformacéo assimétrica de AI-OH e Zn-OH, respectivamente.
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Figura 3.3 — FTIR dos HDL: Mg/Al (A) e Zn/Al (B).
Linha preta (HDL sem proteina, i) e Linha vermelha
(HDL com IgG, ii)
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Fonte: elaborada pelo autor

Na Figura 3.3 B, duas bandas em cerca de 551 e 766 cm™ foram atribuidos ao

modo de translacdo de AI-OH. Estas bandas confirmam a formacgdo da rede do HDL

caracteristico, enquanto que aquelas a 430 cm™ foram devida a0 modo de deformacéo de Al-

OH e Zn-OH, seguido por outras vibragdes de menor intensidade.

A fim de confirmar a adsor¢do das proteinas nos HDL estudados, espectros de

FTIR foram realizados ap0s o0 processo de adsorcdo. A alta intensidade das bandas localizadas

proximo de 3400-3600 cm™ associadas a grupos ligados a hidrogénio pela presenca de grupos
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hidréxidos no dominio lamelar e a presenca de agua no dominio interlamelar podem mascarar
a presenca de bandas a 3340 cm™ atribuidos a vibracdes de N-H e O-H e também mascarar
possivel banda préximo de 2900 cm™ atribuido a extensdo de C-H. A presenca de duas bandas
localizadas em 1650 cm™ e principalmente em 1560 cm™, atribuida a grupos amidas
(Giacomelli et al., 1999), confirmam a presenca de biomoléculas sobre a superficie dos HDL.
Uma interacdo da molécula da proteina pode ter ocorrido, quando se observa uma alteragdo na
transmitancia dos materiais a 1400 e 900 cm™ apés o processo de adsorcdo da biomolécula.
Isso ocorre devido principalmente a presenca de uma grande quantidade de anions carbonato e
moléculas de &gua no interior das lamelas que pode interagir por ligac6es de hidrogénio.

Isoterma de N, & -196 °C: os HDL, normalmente, sdo materiais que possuem area
superficial inferior a 100 m%g (Crepaldi e Valim, 1998). Varios fatores podem influenciar a
area superficial dos HDL, desde o método de sintese utilizado, como o tempo de tratamento, a
velocidade de adicdo dos metais e a concentracdo das solucgdes iniciais. Todos esses fatores
afetam a coagulacdo, forma e porosidade das particulas formadas (Crepaldi e Valim, 1998). A
calcinacdo dos HDL pode vir a ser um método a fim de aumentar & area superficial como
abordado no trabalho de Mandal e Mayadevi (2008), entretanto, perdera as propriedades
tipicas de um HDL, tornando-o um éxido misto.

A Figura 3.4 apresenta as isotermas de adsorc¢ao-dessorcéo de N, a -196 °C para o
Mg/Al-HDL (Figura 3.4 B) e o Zn/Al-HDL (Figura 3.4 B) desse estudo que foram
classificadas do tipo Il, de acordo com a classificacdo da IUPAC (Rouguerol et al., 1999). As
amostras apresentaram um ciclo de histerese H3, que é caracteristica de solidos constituidos
por agregados de particulas em forma de placa com poros em forma de fenda (Angelescu et
al., 2008; Garcia-Sancho et al., 2011). Além disso, a isoterma e a distribuicdo do tamanho de
poro revelaram a presenca de uma vasta gama de mesoporos para 0 Mg/Al-HDL e para o
Zn/Al-HDL. O aumento do volume absorvido em pressdes mais elevadas é atribuido a
condensacéo de N, nos vazios nas inter-particulas (Jin et al., 2012; Zaghouane-Boudiaf et al.,
2012).

A Tabela 3.2 apresenta os valores da area superficial (Sget), diametro de particula
(Dp) e volume total de poros (Vp), obtidos a partir dos dados experimentais das curvas de
adsorcéo-dessorcdo para ambos os materiais. Os valores da area superficial foram 74 e 57
m?/g, respectivamente para 0 Mg/Al-HDL e Zn/Al-HDL. Os valores da é&rea superficial,
diametro de poros e volume de poros obtidos nesse trabalho foram similares aos reportados na

literatura.



Figura 3.4 — Isotermas de adsor¢do-dessorcao de N, nos
HDL: Mg/Al e Zn/Al. Pontos experimentais de
adsor¢ao (®) e dessor¢do (O0)
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Fonte: elaborada pelo autor

Ponto de carga zero (pHzpc): a Figura 3.5 revela que o pHzpc do Mg/Al-HDL é
ligeiramente acima de 8,0 e 0 pHzpc do Zn/Al-HDL ¢é aproximadamente 6,0. Para valores de
pH abaixo do pHzpc, 0 HDL apresentara carga superficial positiva, conduzindo a uma maior
afinidade para os grupos anidnicos. Da mesma forma, quando o pH é superior ao pHzpc, a
superficie do HDL possuira carga superficial negativa e, portanto, maior afinidade para
grupos catiénicos. A presenca de um elevado teor de grupos hidroxilas na superficie do HDL
favorece a protonacdo ou desprotonacdo em funcdo do pH. A desprotonacdo dos grupos
hidroxilas e de espécies gasosas localizados no espaco interlamelar geralmente leva a
predominancia da basicidade de Lewis e uma maior incidéncia de cargas negativas na
superficie do HDL.

Cada proteina possui pl proprio, e nesse pH especifico ndo h& predominancia de
cargas exposta da proteina, logo, no pl a proteina apresentarda carga aparente neutra. As
imunoglobulinas (lg) presentes no soro humano. As IgG por possuirem quatro subclasses
(19Gy, 1gG,, 1gG3 e 1gG,4) apresentam um pl variavel que compreende a faixa do pH de 6,3 a
9,0 (Bresolin et al., 2009). Diferentemente das 1gG, a HSA apresenta um pl fixo no pH 4,8.
Assim, os valores de pl e pHzpc podem definir ou dar indicios do tipo de interacdo entre

adsorvente e adsorbato a um dado pH.
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Tabela 3.2 — Propriedades texturais para os HDL: Mg/Al e Zn/Al

SgeT Vp Dp (A) HDL Referéncias
(m’fg)  (cm/g)
74 0,45 24,0 Mg/Al Neste trabalho
57 0,19 - Zn/Al Neste trabalho
52 0,025 19,0 Zn/Al (Mandal e Mayadevi,
2008)
49 0,14 - Zn/Al (Seftel et al., 2008)
61 0,48 24,6 Mg/Al (Rallaetal., 2011)
105 0,56 17,9 Mg/Al (Aguiar et al., 2013)
123 0,82 26,6 Mg/Al (Auxilio et al., 2009)
100 0,50 30,0 Mg/Al (Lazaridis et al., 2003)

Seer — Area superficial especifica
Vp — Volume total de poros
Dp — Didmetro total de poros

Fonte: elaborada pelo autor

Figura 3.5 — Ponto de Carga Zero (pHzpc) para o
Zn/Al-HDL (-m-) e para 0 Mg/Al-HDL (- A-)

Fonte: elaborada pelo autor
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A fim de avaliar o comportamento da adsor¢édo tanto no pl da HSA como na faixa

de pl das 1gG foram escolhidos cinco tampdes bioldgicos distintos (ACETATO, FOSFATO,
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MOPS, HEPES e TRIS-HCI) e os experimentos foram realizados na faixa de pH entre 4.0 -
9.0.

A Tabela 3.3 apresenta a carga superficial que os HDL e as proteinas apresentam
em funcdo do pH. Observou-se que a superficie do Mg/Al-HDL possui carga superficial
positiva em praticamente toda a faixa de pH delimitada, enquanto que o Zn/Al-HDL
apresenta carga positiva em pH inferior a 6,0 e carga negativa para pH superior a 6,0. Essa
mesma abordagem pode ser feita para as proteinas, onde HSA possui carga positiva em pH

inferior a 4,8 e carga negativa para pH superior a 4,8.

Tabela 3.3 — Carga superficial aparente dos HDL e das proteinas em funcdo do pH

Faixa de pH
4a0_417 4a8 419_5,9 6,0 6,1_7,9 8,0'8,2 8,2—9,0

Mg/Al-HDL + + + + + N -

Zn/Al-HDL + + + N - - -

HSA (4,8) + N ; ] ; ] ]
(+) Positiva
(-) Negativa
(N) Neutra

Fonte: elaborada pelo autor

As 1gG por apresentarem subclasses (1gGi4) e pl variavel, ndo podem ser
delimitado com exatidao qual carga especifica tera de acordo com o pH. Pois, dentro faixa de
pl da 1gG h& a possibilidade de algumas IgG estarem carregadas positivamente,
negativamente ou estarem neutras.

Potencial Zeta (ZPC): com o propdésito de avaliar a influéncia de diferentes
sistemas tamponantes no processo de adsorcdo foi mensurado o potencial zeta dos HDL. O
ZPC avalia as cargas presentes no material quando este possui ions em sua estrutura. Na
presenca de uma solucdo aquosa contendo eletrélitos, estes materiais apresentam a formacéo
de uma dupla camada elétrica na sua superficie. A primeira camada é devido aos ions
adsorvidos por diferentes interacbes quimicas superficiais, tais como forgas eletrostaticas,
ligages de hidrogénio e forga de Van der Waals. A segunda camada é geralmente associada a
interacOes fracas de forcas eletrostaticas entre os ions livres presentes no fluido e a superficie
do material sob a influéncia da atracéo elétrica e do movimento térmico. O ZPC é fortemente
dependente da natureza quimica da solucdo de medicdo, em agua ou tampdes biologicos.
Portanto, os fatores que mais influenciam o ZPC sdo o pH e a forca idnica da solucéo (Ralla et
al., 2011).
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A Figura 3.6 apresenta o ZPC para o Mg/Al-HDL em presenca de agua e dos
tampdes (MOPS, HEPES, TRIS-HCI e FOSFATO). O pH que determina a densidade de carga
elétrica igual a zero pode ser chamado de ponto de carga zero (pHzpc). De acordo com a
Figura 3.6, 0 pHzpc para o Mg/Al-HDL foi aproximadamente no pH 8,3, muito proximo ao
obtido experimentalmente pela analise anterior, vide Figura 3.5. O ZPC do Mg/Al-HDL em
agua comecou com carga positiva (+ 5 mV a pH 8,0) e terminou com uma carga negativa (-
29,3 mV a pH 8,6). No trabalho de Ralla e colaboradores (2011) foi observado um pHzpc no
pH 11,0 para a hidrotalcita comercial (Syntal 696) e foi observada uma influéncia mais forte
pelo pH. Os autores concluiram que Syntal poderia servir como uma resina de "troca anionica

fraca" devido ao alto potencial zeta para este adsorvente.

Figura 3.6 — Potencial Zeta (ZPC) para o Mg/Al-HDL
guando em contato com &gua (-m-) e 0s tampdes
MOPS (-e-), HEPES (=), TRIS-HCI (- A-) e
FOSFATO (-A-)

25 -
20 4
15 \\
~@
10 -
o~ 5 "\ \.
> ] =
E o *
g 5
S
G -10 -
U ]
15 4
-20 - -~
25 ] ~a
T
30 - o,
35 T
T T T T T T T
6 7 8 9 10
pH

Fonte: elaborada pelo autor

O Mg/Al-HDL apresentou influéncia consideravel no pH final da solugido com a
agua, fazendo com que a curva delimitasse uma faixa de pH final inferior a faixa de pH inicial
da solucdo. Observa-se claramente aumento da carga na superficie deste HDL na presenca dos
tampBes HEPES, MOPS e Tris-HCI. No intervalo de pH de 6,5 a 8,0 foi observado a presenca
de cargas positivas (entre + 20 e + 25 mV) para os tampdes mencionados, tornando o0 HDL
altamente carregado. Portanto, este material deve ser capaz de ligar biomoléculas carregadas

negativamente nesta faixa de pH.
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3.3.2 Adsorgéo de proteinas em HDL

Existem alguns parametros externos de importante relevancia que podem
influenciar a adsorcdo de proteinas, dentre os quais se destacam: temperatura, pH do meio,
forca iGnica e composic¢édo do tampéo (Rabe et al., 2011).

Normalmente, observa-se um aumento da adsor¢do em temperaturas elevadas
(Koutsoukos et al., 1983). A temperatura influencia tanto no estado de equilibrio como na
cinética de adsor¢do. O aumento da adsorcdo pode ser devido a uma aceleracdo na
difusividade das proteinas na superficie solida (Rabe et al., 2011). A principal for¢a motriz na
adsorcdo de proteinas é o ganho de entropia devido a liberacdo na superficie adsorvida de
moléculas de agua e dos ions dos sais, além de rearranjos estruturais no interior da proteina
(Norde, 1986; Haynes e Norde, 1994; Malmsten, 1998; Norde, 1998).

Outro pardmetro que controla o processo de adsorcdo de proteinas é a
concentracdo de ions dissolvidos expressados em termos da forca idnica. Quanto maior a
forca idnica menor serd a interacdo eletrostatica entre as entidades de cargas. Além disso,
elevada condicdo de forca ibnica aumenta a tendéncia da agregacdo de proteinas
(Vendruscolo e Dobson, 2007).

Em relagdo ao pardmetro de pH, nota-se que, este determina o estado eletrostatico
da proteina. Podem ser observadas altas taxas de adsor¢cdo quando proteina e adsorvente
carregam cargas opostas, uma vez que a atracdo eletrostatica acelera a migracdo para a
superficie (Bremer et al., 2004; Demanéche et al., 2009).

No presente estudo, os parametros de forca ionica (25 mM) e temperatura (22 °C)
foram fixados, e foi investigado o pardmetro pH, analisando uma extensa faixa de pH
utilizando diferentes tampdes bioldgicos, passando tanto no pl da IgG, como no pl da HSA.

Efeito do pH e do tampéo na adsorcdo de IgG e HSA: a Figura 3.7 apresenta 0s
resultados da adsorcédo das proteinas 1gG e HSA em Mg/Al-HDL e Zn/Al-HDL nos diferentes
tampdes biologicos.

Foi constatado, conforme Figura 3.5, que 0 pHzpc dos HDL foram: préximo de
8,0 para o Mg/Al-HDL e 6,0 para o Zn/Al-HDL. Logo, valores de pH abaixo do pHzpc, 0
HDL possui predominancias de cargas positivas e pode interagir, por exemplo, com cargas
negativas da proteina HSA, quando a mesma encontra-se acima do seu pl (4,8). Normalmente
a adsorcéo é significativa no pl da proteina, em certos casos a medida que o pH se afasta do pl
da proteina, a adsorcdo é afetada. Tal fato pode ser observado ao analisar os resultados

obtidos com tampdo ACETATO (Figura 3.7). Comportamento similar foi relatado por Ralla e
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colaboradores (Ralla et al., 2011) para adsor¢do de hemoglobina (HG) e HSA utilizando uma
hidrotalcita comercial (Syntal 696) como adsorvente.

Figura 3.7 — Efeito do pH em diferentes tampdes
biolégicos na adsorcdo de 1gG e HSA (concentragdo
inicial de 1,0 mg/mL) em HDL: (A) Mg/Al-HDL e
IgG; (B) Mg/Al-HDL e HSA; (C) Zn/Al-HDL e IgG;
(D) Zn/Al-HDL e HSA. Faixa de pH para cada tampao:
ACETATO (4,0-5,6) FOSFATO (6,0-8,0) MOPS (6,5-
7,9) HEPES (6,8-8,0) TRIS (7,2-9,0)
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Fonte: elaborada pelo autor

Em relagéo aos outros tampdes estudados, todos se concentram em valores de pH
acima ao pl da HSA e a medida que o pH aumenta a quantidade adsorvida de HSA é
ligeiramente inferior. Nota-se que a quantidade de HSA adsorvida é relativamente distinta em
cada um dos tampdes estudados, isso se deve ao fato do diferente comportamento das cargas
dos HDL nos tampdes estudados que sera abordado a seguir.

Com o auxilio dos dados do ZPC do Mg/Al-HDL (Figura 3.6) foi possivel
observar coerentes justificativas para o entendimento desse comportamento de adsorcdo das
proteinas 1I9G e HSA em HDL.
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O pl da IgG situa-se entre 6,3 e 9,0 devido as quatro subclasses que a constituem,
portanto nessa faixa de pH ha a possibilidade de 1gG carregadas positivamente, negativamente
e neutras. Por essa razdo, a repulsdo eletrostatica entre as cargas de mesmo sinal da proteina
sdo minimizadas (Duarte-Silva et al., 2014) e a adsorcdo de proteinas € favorecida no pl
(Barral et al., 2008). Esse fato pdde ser evidenciado nesse trabalho com a proteina 1gG
quando adsorvida em ambos os HDL (Figura 3.7 A e C). Visto que as quantidades de 1gG
adsorvidas nos HDL (Mg/Al e Zn/Al) foram préximas ou ligeiramente acima de 100 mg/g
quando se trabalhou com os tampdes MOPS, HEPES e TRIS-HCI, tampbes estes que
possuem faixa tamponante de pH entre 6,5 e 9,0, similar a faixa de pH do pl da IgG.

Entretanto, ao se trabalhar com o tampdo ACETATO, Unico tampdo que ndo
compreendeu o pl da IgG, a adsorcdo dessa proteina foi relativamente baixa (de 20 a 70
mg/g). O ZPC do Mg/Al-HDL pode contribuir nas possiveis explicacbes para o fato dos
tampdes bioldgicos proporcionarem maiores quantidades adsorvidas de 1gG nessa faixa de pH
mencionada, pois 0 Mg/Al-HDL apresenta forte carater positivo de cargas em sua superficie,
conforme mencionado na discussdo do ZPC deste material. Logo, as cargas positivas na
superficie do HDL associado ao fato de estarem na regido do pl da proteina foram as
principais justificativas para a consideravel adsorcdo de IgG nessa regiao.

Os sistemas com os tampbes, MOPS, HEPES, TRIS-HCI, foram os que
proporcionaram maiores quantidades adsorvidas de 19G, em ambos os HDL, com destaque ao
sistema (proteina-adsorvente-tampao) composto pela proteina 1gG, o Zn/Al-HDL, e o tampéo
MOPS (pH 7,9), com quantidade adsorvida de 144,88 mg/g. A faixa tamponante de pH do
tampdo FOSFATO é compreendida entre os pH 6,0 e 8,0, representando quase que em sua
totalidade a faixa de pl da 1gG, porém néo foi evidenciado valores elevados de IgG adsorvida,
guando comparado aos resultados obtidos com os tampdes: MOPS, HEPES e TRIS-HCI.
Recorrendo novamente aos resultados obtidos do ZPC do Mg/Al-HDL foi possivel constatar
que na presenca do tampdo FOSFATO, o HDL apresentou predominantemente cargas
negativas na superficie, portanto cargas opostas aos evidenciados pelo HDL na presenca dos
tampbes MOPS, HEPES e TRIS-HCI, e todavia, menor quantidade de IgG adsorvida em
relagdo aos outros tampdes.

De acordo com a Figura 3.7 (B e D), as quantidades adsorvidas de HSA utilizando
0 tampdo ACETATO (pH 4,8) nos HDL foram elevadas, com valores de 104,60 e 107,99
mg/g, respectivamente com Mg/Al-HDL e Zn/Al-HDL. Valores esses compreensiveis, devido
a adsorcdo ter ocorrido no pl da HSA (pH 4,8), porém a adsor¢do de HSA em valores de pH

acima do pl também foram elevados em alguns tampdes. No presente estudo pode ser



65

observado que a adsor¢do de HSA em HDL foi superior no pl da HSA, porém inferior em pH
acima do pl, entretanto relativamente alta. Isso pode estar associado as cargas positivas da
superficie do HDL favorecendo possiveis interacdes com as cargas negativas da HSA, quando
na presenca dos tampdes MOPS, HEPES e TRIS-HCI. O HDL pode estar atuando como
resina de “troca anionica fraca”, conforme relatado por Ralla e colaboradores (2011). Em
contrapartida a adsorgédo de HSA na presenca do tampdo FOSFATO foi muito inferior aos
demais tampdes. Muito provavelmente influenciada ao elevado carater negativo de cargas na
superficie do HDL na presenca desse tampao.

Com o tampdo FOSFATO, os valores de HSA adsorvida em ambos os HDL
foram inferiores a 100 mg/g. O sistema (proteina-adsorvente-tampdo) que apresentou maior
guantidade adsorvida de HSA foi composto pela proteina HSA, o Zn/Al-HDL e o tampédo
MOPS (pH 6,7), com quantidade adsorvida de 148,57 mg/g.

Informacgdes pertinentes relacionados a possiveis interferéncias da presenca de
tampdes no processo de adsorgdo podem ser observado na literatura (Koerner et al., 2011),
onde se relata que a estrutura dos ions dos tampbes ACETATO, TRIS-HCI e FOSFATO
exibem uma ou mais cargas de mesmo sinal, somente positiva ou somente negativa, enquanto
que os tampdes MOPS e HEPES sédo considerados tampdes zwitteridnico com duas cargas de
sinais opostos. A utilizagdo de tampdo zwitteridnico ndo afetou claramente a capacidade de
adsorcéo de 1gG provavelmente devido a faixa operacional do tampéo ser compreendida no
pl, enquanto que para a HSA, a capacidade de adsorcdo parece aumentar quando o pH se
aproxima do pl. No caso dos tampdes com mesma carga, isto ¢, ACETATO, FOSFATO e
TRIS-HCI, a capacidade de adsorcao diminui, na maioria dos casos, quando o pH se afasta do
pl da HSA e IgG.

A Tabela 3.4 apresenta os valores de quantidades adsorvidas de 1gG e HSA em
HDL nos diferentes sistemas tamponantes utilizados. Foram selecionados um pH de cada
tampdo estudado, onde os critérios de escolha se basearam na quantidade adsorvida,
proximidade com o pH do sangue humano (entre 7,0 & 7,4) e maior seletividade por IgG.
Portanto, foram destacados os pH 6,5 (FOSFATO), 6,7 (MOPS), 7,1 (HEPES) e 7,2 (TRIS-
HCI).

Vale ainda destacar na Tabela 3.4 que, trabalhar com o tampdo FOSFATO pode
vir a ser muito interessante, pois ao compararmos as quantidades adsorvidas de IgG e HSA
nos dois HDL, nos confrontamos com valores bem distintos. As quantidades de 1gG
adsorvidas utilizando o tampéo FOSFATO (pH 6,5) foram: 68,56 mg/g (Mg/Al-HDL) e 77,22

mg/g (Zn/Al-HDL). Em contrapartida, as quantidades de HSA adsorvidas utilizando 0 mesmo
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tampédo e pH foram consideravelmente inferiores, com valores de 12,04 mg/g (5,69 vezes
inferior) com Mg/Al-HDL e 29,20 mg/g (2,64 vezes inferior) com Zn/Al-HDL. Portanto, com
relacdo a seletividade de 1gG frente a HSA, esse tampéo e o Mg/Al-HDL ¢é o conjunto mais
indicado a ser utilizado. Os proximos ensaios (cinética e isoterma de adsorcdo) serdo

realizados nos tampdes e pH mostrados na Tabela 3.4.

Tabela 3.4 — Quantidade adsorvida de 19gG e HSA, ap6s 2,0 h
de contato, em Mg/Al-HDL e Zn/Al-HDL com diferentes

tampoes
Quantidade de proteina adsorvida
(mg/g)
TAMPAO Mg/Al-HDL Zn/Al-HDL
25 mM pH 1gG HSA IgG HSA
FOSFATO 6,5 68,6 12,0 77,22 29,2
MOPS 6,7 94,1 84,8 102,5 148,6
HEPES 71 100,8 71,4 121,8 143,2
TRIS-HCI 7,2 1377 62,3 110,0 1217

Fonte: elaborada pelo autor

Efeito do tempo de contato: os perfis cinéticos de adsor¢do de IgG e HSA em
Mg/Al-HDL e Zn/Al-HDL foram realizados com o0s seguintes tampdes: FOSFATO, MOPS,
HEPES e TRIS-HCI. De acordo com a Figura 3.8 foi possivel acompanhar os perfis cinéticos
das proteinas 1gG (Figura 3.8 A e C) e HSA (Figura 3.8 B e D) nos HDL (Mg/Al e Zn/Al).
Nota-se um decaimento rapido na primeira hora de ensaio e nas duas horas seguintes as
concentracOes alcancam rapidamente o equilibrio evidenciando uma consideravel taxa de
adsorcéo nos adsorventes.

Foi notdria a desvantagem na adsorcdo de ambas as proteinas nos dois HDL
quando se utilizou o tampdo FOSFATO. Tais resultados foram esperados, todavia 0s ensaios
da avaliacdo do efeito do pH ja indicar que este tampdo ndo proporcionaria elevadas
quantidades adsortivas, provavelmente devido a predominadncia de cargas negativas na
superficie do HDL na presenca desse tampdao. Porém, esse tampdo (FOSFATO) foi o Unico
que possibilitou grandes diferencas em relacdo a quantidade adsorvida de IgG frente a HSA.
Todos os perfis apresentados demonstraram condicdo mais favoravel para adsor¢cdo com o
tampédo TRIS-HCI. O equilibrio de adsorcéo foi estabelecido em torno de 180 minutos. Estes

resultados estdo em conformidade com o que foi discutido anteriormente no topico sobre a
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influéncia dos tampdes na adsorcdo de proteinas, onde j& se esperava esse comportamento
com os tampdes TRIS-HCI e FOSFATO.

Figura 3.8 — Perfis cinéticos de adsor¢édo de 1gG e HSA
(concentracéo inicial de 1,0 mg/mL) em HDL usando
os tampdes MOPS (¢), HEPES (A), TRIS-HCI (#) e
FOSFATO (m): (A) Mg/Al-HDL e 1gG; (B) Mg/Al-
HDL e HSA,; (C) Zn/Al-HDL e 1gG; (D) Zn/Al-HDL e
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Fonte: Elaborada pelo autor

Isotermas de adsorcéo: As isotermas de adsorcdo de IgG e HSA (Figura 3.9)
foram obtidas com 0s mesmos tampdes utilizados nos testes cinéticos com o tempo de
equilibrio de 180 min. Analisando os resultados experimentais com Mg/Al-HDL foram
observados perfis de isotermas favoraveis, isto &, isotermas do tipo Langmuir. Em baixas
concentragOes de proteinas disponiveis no meio, elevada quantidade adsorvida foi obtida e
para concentra¢fes mais altas atingiu-se um plat6. Como ja esperado, os maiores valores de

IgG adsorvida foram obtidos utilizando o tampdo TRIS-HCI (Figura 3.9 A e C). A proteina
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HSA foi sensivelmente adsorvida em todos os tampdes, sendo que ao utilizar o tampéo
FOSFATO os resultados foram ainda menores que os obtidos com os outros tampdes.

Figura 3.9 Isotermas de adsor¢do com IgG e HSA em
HDL usando os tampdes MOPS (¢), HEPES (A),
TRIS-HCI () e FOSFATO (m): (A) Mg/Al-HDL e
IgG; (B) Mg/Al-HDL e HSA; (C) Zn/Al-HDL e IgG;
(D) Zn/Al-HDL e HSA. Modelos de ajustes de
Langmuir (linha tracejada) e Langmuir-Freundlich
(linha continua)
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Fonte: elaborada pelo autor

Os pardmetros de Langmuir e Langmuir-Freundlich para adsor¢do de 1gG em
Mg/Al-HDL (Tabela 3.6) mostraram que a maior capacidade de adsorcéo foi atingida quanto
utilizou o tampao TRIS-HCI (qmax = 239,2 mg/g) e a menor com o tampdo HEPES (Qmax =
132,9 mg/g). No caso do uso dos tampdes FOSFATO e MOPS, em ambos, a quantidade

méaxima de adsorcéo foi similar, com valores de 165,2 e 163,7 mg/g, respectivamente.
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Com relacéo as constantes ki e ki, a qual definem a intensidade da ligac&o entre
proteina e adsorvente, foi observado que o uso dos tampdes MOPS e HEPES apresentaram
altos valores em comparacdo com 0 TRIS-HCI e o FOSFATO. De acordo com a Tabela 3.5,
0s parametros obtidos através dos modelos de ajuste de Langmuir e Langmuir-Freundlich
para adsor¢do de HSA em Mg/Al-HDL mostraram valores de quantidade adsorvida inferior
aos obtidas com a proteina 1gG, principalmente utilizando o tampdo FOSFATO (gmax = 36,2
mg/g). No caso da constante k., os tampbdes MOPS e HEPES proporcionaram valores
superiores aos obtidos com os tamp&es FOSFATO e TRIS-HCI.

Como mencionado anteriormente, tanto FOSFATO como o TRIS-HCI exibem
uma ou mais cargas de mesmo sinal, enquanto que os tampdes MOPS e HEPES sdo
zwitteribnicos. Logo, a partir dos resultados das Tabelas 3.5-3.6 e das Figuras 3.9A-B, foi
observado que os tampdes zwitteridnicos (MOPS e HEPES) favoreceram a afinidade entre
adsorbato e adsorvente, fornecendo altos valores de quantidade de HSA adsorvida (acima de
70 mg/g). Embora, a quantidade de HSA adsorvida utilizando o tampdo TRIS-HCI ainda foi
levemente superior (0max = 104,9 mg/q).

Em relacdo ao Zn/Al-HDL foram observadas significativas quantidades de 1gG
adsorvidas nos sistemas com os tampdes MOPS, HEPES e TRIS-HCI. Os perfis de isotermas
de adsorcdo com 1gG nos tampdes MOPS, HEPES e TRIS-HCI foram ajustados pelo modelo
de Henry (Tabela 3.8). E os valores de 1gG adsorvida (Figura 3.9 C) foram na ordem de
600,0; 700,0 e 900,0 mg/g, respectivamente utilizando os tampdes HEPES, MOPS e TRIS-
HCI. Esses valores obtidos com Zn/Al-HDL foram muito superiores aos obtidos com o
Mg/Al-HDL e se equiparam aos materiais mesoporosos, como as SBA 15, na adsorcdo de
outras proteinas (CEL, BSA, LIS).

Recentemente, Dos Santos e colaboradores (2013) utilizaram silicas mesoporosas
do tipo SBA 15 com elevada area superficial (acima de 600 m?g) e obtiveram quantidades
méaximas de celulase (CEL) e lisozima (LIS) acima de 600 mg/g para cada proteina. As silicas
mesoporosas possuem a grande vantagem de apresentarem normalmente elevadas areas
superficiais. Logo, a adsor¢cdo de proteinas em HDL pode ndo ser tdo dependente da area
superficial, como as SBA 15, como observado no presente estudo com o adsorvente Zn/Al-
HDL.



Tabela 3.5 — Parametros de ajuste obtidos através dos modelos de Langmuir (L) e Langmuir-Freundlich (LF) para adsorcdo de HSA em Mg/Al-

HDL utilizando diferentes tampdes bioldgicos

Parametros FOSFATO MOPS HEPES TRIS-HCI
LF L LF L LF L LF
Omax (MQ/) 40,30 91,60 106,60 70,10 71,10 104,90 115,00
+1,23 +1,71 +3,52 +3,0 +3,81 + 4,57 +321
k. (mL/mg) - 12,91 - 16,94 + 1,02 - 3,38 -
+0,29 +0,72
K r (ML/mg) 0,28 - 19,38 - 19,92 - 2,87
+.0.2 +0,45 +1,06 +0,15
R’ 0,98 0,99 0,99 0,97 0,97 0,97 0,98
n 0,91 - 0,40 - 0,75 - 0,72
+0,02 +0,03 +0,06 +0,08
L-Langmuir

LF — Langmuir-Freundlich

Fonte: elaborada pelo autor



Tabela 3.6 — Parametros de ajuste obtidos através dos modelos de Langmuir (L) e Langmuir-Freundlich (LF) para adsorcdo de IgG em Mg/Al-

HDL utilizando diferentes tampdes bioldgicos

Parametros FOSFATO MOPS HEPES TRIS-HCI
L LF L LF L LF L LF
Omax (Ma/g) 165,20 169,30 163,70 171,80 132,90 141,10 239,20 246,10
+3,51 +441 +3,23 + 3,06 +5,01 +2,24 +2,17 + 4,69
k. (mL/mg) 0,66 - 4,76 - 10,30 - 1,83 -
+0,05 +0,24 +0,67 +0,11
ke (ML/mg) - 0,68 - 4,44 - 11,30 - 1,77
+0,07 +0,17 +0,430 +0,11
R? 0,97 0,97 0,98 0,99 0,98 0,99 0,99 0,99
n - 0,81 - 0,82 - 0,67 - 0,88
+0,11 + 0,09 +0,08 +0,07
L-Langmuir

LF — Langmuir-Freundlich

Fonte: elaborada pelo autor
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Tabela 3.7 — Parametros de ajuste obtidos através dos modelos de Langmuir (L) e Langmuir-Freundlich (LF) para adsorcdo de HSA em Zn/Al-
HDL utilizando diferentes tampdes bioldgicos

Parametros FOSFATO MOPS HEPES TRIS-HCI
LF L LF L LF L LF
Omax (MY/Q) 142,10 320,40 400,00 361,95 331,43 311,43 386,60
+21,10 + 24,50 + 25,30 +17,32 +12,18 +13,70 +13,14
k. (mL/mg) - 4,16 - 3,90 - 4,60 -
+0,95 +0,99 +0,74
ki (ML/mQ) 0,16 - 2,30 - 3,75 - 2,91
+0,01 +0,75 +0,42 +0,59
R? 0.95 0,95 0,99 0,97 0,98 0,98 0,99
n 0,93 - 0,55 - 2,01 - 0,61
+0,13 +0,14 +0,63 +0,11
L-Langmuir

LF — Langmuir-Freundlich

Fonte: elaborada pelo autor



Tabela 3.8 — Parametros de ajuste obtidos através dos modelos de Langmuir (L),
Langmuir-Freundlich (LF) e Henry (H) para adsorcdo de IgG em Zn/Al-HDL
utilizando diferentes tampdes biologicos

FOSFATO MOPS HEPES TRIS-HCI
Parametros L LF H H H
Omax (MQ/Q) 121,66 128,20 - - -
+7,13 +1,43
k_(mL/mg) 3,84 - - - -
+1,23
k.r(mL/mg) - 7,21 - - -
+0,95
Ky (ML/mQ) - - 277,21 186,06 387,91
+72 +4.60 +7,80
R? 0,95 0,98 0,98 0.98 0,99
N - 0,35 - - -
+0,04
L-Langmuir
LF-Langmuir-Freundlich
H-Henry

Fonte: elaborada pelo autor
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Na literatura observa-se com certa frequéncia o uso de resinas de trocas ionicas
para a adsorcdo de proteinas. Yu e Sun (1999) utilizaram um polimero macroporoso, como
matriz de troca ibnica, denominado poly(glycidyl methacrylate—triallyl isocyanurate—
divinylbenzene) para adsorcdo de BSA. Os resultados mostraram uma capacidade maxima de
adsorcdo de 22,8 mg de BSA/g de resina Umida utilizando tampdo TRIS/HCI a pH 7,0. Os
autores também observaram que a matriz teve pouca adsorcdo ndo especifica para BSA antes
de introduzir os grupos de troca idnica. A matriz apresentou resultados satisfatorios para a
purificacdo de proteinas por cromatografia. Lu e colaboradores (2012) estudaram isotermas de
adsorcdo de BSA e HSA em uma série de resinas de troca idnica de dietilaminoetil (DEAE),
com diferentes tamanhos de poros e densidades. A capacidade méxima de adsorcao (ajustada
pelo modelo de Langmuir), tanto para BSA quanto para HSA, foi cerca de 80-120 mg/g
utilizando tampdo FOSFATO e pH 7,0. Zhang e Zun (2001) utilizaram outro polimero
macroporoso denominado poli poly(glycidyl methacrylate—divinylbenzene—
triallylisocyanurate) como resina de troca iénica para a adsorcao de proteinas. A isoterma de
adsorcéo obtida em leito fixo com BSA (com ajuste pelo modelo de Langmuir) foi de 76,0
mg/g de resina utilizando tamp&o TRIS/HCI a pH 7,6. Os autores utilizaram sistema de HPLC
para isolar trés proteinas (lisozima, hemoglobina e BSA) e observaram que a vazao da fase
movel ndo afetou muito o sistema e 5 min (a 902,5 cm/h) foi 0 tempo necessario separar as
proteinas. Pode notar-se que a capacidade maxima de adsor¢do para as resinas de troca idnicas
citadas ndo foram superior as obtidos no presente trabalho.

Em relacdo aos resultados com o Zn/Al-HDL desse trabalho, observou-se
quantidades de 1gG adsorvidas surpreendentes, principalmente quando comparadas com essas
resinas anteriormente citadas. Cabe agora apresentar possiveis explicagdes para tais resultados
tdo surpreendentes. Comparando as quantidades adsorvidas entre os HDL estudados no
presente estudo, notou-se também consideravel diferenca de quantidade adsorvida. A fim de
explicar essa diferenca entre os dois HDL, precisamos analisar com mais peculiaridade cada
um dos HDL sintetizados nesse trabalho. Uma das diferencas entre os dois HDL esta no
cation divalente intercalado, um sintetizado com Mg®* e o outro com Zn?*. Segundo o
principio dos acidos e bases duros e moles (HSAB — Hard and Soft Acids and Bases) ha trés
tipos principais de acidos e de bases: duros, intermediarios e moles (Pearson, 1968). Os ions
metalicos Mg?* e Zn** so classificados como 4cidos duros e intermediarios, respectivamente.
Esses conceitos sdo muito utilizados em cromatografia de afinidade por ions metalicos
imobilizados (IMAC) para adsorcdo de proteinas. Onde, os ions metélicos mais utilizados

para interagir com as proteinas sdo: Fe?*, Co®*, Ni?*, Cu®*, Zn**, AI**, Ca®*, por apresentarem



77

cardter de acido intermediario formando ligacBes de coordenacdo estaveis com bases
intermediarias (atomos de N, aromatico) e bases moles (atomos de enxofre) (Bresolin et al.,
2009). Portanto, além de interacbes ibnicas e forcas eletrostaticas presentes na adsorcao
dessas proteinas, devem ser mencionadas as ligacdes de coordenacdo. Essas ligacdes de
coordenacdo sdo caracterizadas por ligaces do tipo reversiveis, onde sdo muito estudadas em
IMAC. Em condic6es de IMAC pura, isto €, tampdo de adsor¢do contendo NaCl, a tendéncia
é que majoritariamente ocorra a predominancia de ligagdes de coordenagdo, uma vez que o sal
causa um enfraquecimento das ligacdes idnicas. As condicdes de adsorcdo no presente estudo
foram com auséncia de sal, portanto tornando possivel a existéncia mitua de ambas as
contribuigdes.

Quantidades de HSA adsorvida em Zn/Al-HDL foram elevadas, na ordem de 300
mg/g, quando utilizados os tampbes MOPS, HEPES e TRIS/HCI porém inferior as
quantidades adsorvidas com a proteina 1gG nesse mesmo HDL. Novamente foi observada
quantidade adsorvida inferior no sistema com a presenca do tampdo FOSFATO, em relacdo
aos outros adsorventes estudados.

Diante dos resultados apresentados observou-se que o Zn/Al-HDL apresentou as
maiores quantidades adsorvidas de IgG, porém alta quantidade adsorvida de HSA. Portanto,
para os ensaios de purificacdo em batelada com solucBes contendo mistura de proteinas e
solucBes com soro humano diluido, o sistema composto por Zn/Al-HDL e tampéo TRIS-HCI

foi o escolhido para ser um adsorvente na purificacdo ou pré-purificacédo de IgG.

3.3.3 Caracterizacao das SBA 15

Os materiais mesoporosos do tipo SBA 15 foram a segunda classe de materiais
estudados no presente trabalho. Foram sintetizados quatro SBA 15, na presenca e na auséncia
do heteroatomo de zircénio. HDL e SBA 15 séo materiais bem distintos, porém com grande
capacidade em interagir com biomoléculas, como as proteinas.

A Figura 3.10 apresenta os padrdes de baixo angulo de difracdo de raios-X em 26
entre 0,5 e 10 ° as SBA 15 sintetizadas com zirconio (SBA 15-Si/Zr5, SBA 15-Si/Zr10 e SBA
15-Si/Zr20). Uma tipica SBA 15 preparada com o copolimero tribloco P123
(PEO20PPO70PEQO20) apresenta um intenso pico d(100) e outros dois picos de menor
intensidade d(110) e d(200), essas reflexdes estdo associadas a simetria hexagonal pémm
(Zhao et al., 1998; Lei et al., 2004; Diao et al., 2010; Dos Santos et al., 2013; Vilarrasa-
Garcia et al., 2014).
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Figura 3.10 — Difratogramas de raios X obtidas
para: SBA 15-FTMB, SBA 15-Si/Zr5 (linha
preta, iii), SBA 15-Si/Zr10 (linha azul, ii), SBA
15-Si/Zr20 (linha vermelha, 1)

d(100)

Intensidade

8 10

Fonte: O préprio autor

As amostras de SBA 15 com zirconio (Figura 3.10) apresentaram apenas um pico
bem definido em d(100), as auséncias dos outros picos caracteristicos denotam que esses
materiais ndo apresentaram simetria hexagonal p6mm. Salienta-se ainda que ndo foi detectado
nenhuma fase cristalina de diéxido de zircdnio nos padrBes de alto angulo de DR-X, o que
pode sugerir que o zirconio foi bem incorporado na matriz de silica (Fuxiang et al., 2007; Do
et al., 2012; Tang et al., 2012). Os resultados obtidos mostraram o baixo ordenamento da
estrutura dessas SBA 15 com zirconio provavelmente devido ao processo de expansao de
poros e a insercdo de atomos de zirconio. De acordo com Nguyen e colaboradores (2008) a
interacdo entre 0 TMB e o copolimero tribloco resulta na expansdo do tamanho do poro da
SBA 15 e, consequentemente, no aumento do volume do molde hidrofobico resultando em
uma estrutura com menor grau de ordenamento de longo alcance. Em relagdo as SBA 15 com
zirconio verificou-se que esse heterodtomo aparentemente também interfere na condensacao
da fase orgénica sobre a micela do surfactante, como também observado por Dos Santos
(2013).

A Figura 3.11 apresenta os espectros de FTIR das SBA 15-FTMB e SBA 15-Si/Zr

com as proteinas IgG e HSA adsorvidas.
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Figura 3.11 — FTIR das SBA 15 sintetizadas com
IgG (A) e com HSA (B). SBA 15-FTMB (linha
preta, ii), SBA 15-Si/Zr5 (linha verde, iv), SBA
15-Si/Zr10 (linha azul, i), SBA 15-Si/Zr20 (linha
vermelha, iii)
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Fonte: elaborada pelo autor

De acordo com os espectros da SBA 15-FTMB (Figura 3.11) pode-se observar
uma forte vibragdo correspondente ao estiramento de grupos O-H em 3330 cm™ e outra
vibracio em 960 cm™ correspondente ao estiramento Si-OH de grupos silandis. A presenca de
um fraco pico em 2937 cm™ corresponde ao estiramento C-H, conforme relatado na literatura
(Li et al., 2006; Phan e Jones, 2006; Nguyen et al., 2008). Observou-se o pico em 1080 cm™

correspondente ao estiramento de Si-O e um pico de menor intensidade em 460 cm™ devido &
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flexdo de Si-O-Si (Nguyen et al., 2008). Em relacdo as SBA 15-Si/Zr ndo fica evidente a
aparicdo do pico correspondente a Zr-OH, préximo de 3660 cm™, como relatado por Tang e
colaboradores (2012), possivelmente devido a forte vibracdo do estiramento O-H que se
sobrepde. Porém, nota-se claramente a diminuicdo da banda dos grupos silandis (Si-OH) em
960 cm™ nas SBA 15-Si/Zr. O sucesso da adsorcdo pode ser evidenciado pela ocorréncia dos
picos caracteristicos da amida | e amida Il em 1647 e 1541 cm™, respectivamente (Salis et al.,
2010; Steri et al., 2013).

A Figura 3.12 apresenta as isotermas de adsorcdo/dessorcdo de N, das quatro
SBA 15 sintetizadas. A curva de isoterma de N para SBA 15 normalmente fornece isotermas
de adsorgdo-dessor¢do do tipo IV com um “loop” de histerese ocorrendo em elevadas
pressdes relativas, fato esse observado em todas as SBA 15 analisadas. As amostras possuem
canais muito regulares, apesar do seu grande tamanho dos poros, 0 que pode vir a ser
evidenciado pela distribuicdo de tamanho de poro Gaussiana estreita centrada em seu

didmetro médio de poro, como relatado por Fuxiang e colaboradores (2007).

Figura 3.12 — Isotermas de adsorcdo-dessorcao de
N2 nos SBA 15: FTMB (linha preta), Si/Zr20 (linha
azul), Si/zZrl0 (linha vermelha) e Si/Zr5 (linha
verde)

00 02 04 06 08 10
Presséo Relativa (P/P)

Fonte: elaborada pelo autor

A Tabela 3.9 apresenta as propriedades texturais das SBA 15, obtidas pela

aplicacdo dos modelos de BET e BJH do presente trabalho e de outros trabalhos da literatura.
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Todas as amostras analisadas apresentaram elevada area superficial (337-432 m?/g) e grande
volume total de poros (1,51-2,54 cm®/g). A SBA 15-FTMB apresentou menor area superficial,
em relacdo as outras SBA 15, entretanto observa-se elevado didmetro médio de poros (30,1
nm) e volumes de médio de poros (2,54 cm®/g). Esses valores estdo em concordancia com as
modificacOes realizadas nas SBA 15, a medida que aumentou a proporcdo de zirconio na
sintese de SBA 15, diminuiu tanto o didmetro médio dos poros como o volume meédio dos
poros. Esses valores sdo coerentes, visto que o zirconio pode ocupar certos espagos
disponiveis da SBA 15 precursora (SBA 15-FTMB) e consequentemente diminuird seu o

didmetro de poro e volume total de poro.

Tabela 3.9 — Propriedades texturais para os SBA 15 sintetizadas e da literatura

SBET Vp Dp SBA 15 Agente Referéncias
(m’g)  (cmg) (nm) Expansor
337 2,54 30,10 FTMB TMB Neste trabalho
416 2,38 25,80 SilZr20 TMB Neste trabalho
432 1,80 17,40 Si/Zr10 TMB Neste trabalho
420 1,51 11,90 Si/Zr5 TMB Neste trabalho
727 1,03 9,47 SBA-15 (Fuxiang et al., 2007)
524 0,53 7,68 Zr/Si0,38 (Fuxiang et al., 2007)
474 0,52 7,66 Zr/Si0,68 (Fuxiang et al., 2007)
666 0,74 3,46 S.1 - (Nguyen et al., 2008)
718 1,23 6,50 SBA-15 - (Salis et al., 2010)
912 1,26 10,60 SBA-15/24 - (Fulvio et al., 2005)
910 2,20 26,00 SBA-15 TMB (Zhao et al., 1998)
609 1,65 16,70  SBA-15-HD Octano (Dos Santos et al.,
2013)
710 1,30 7,00 HTT10 n-heptano (Vilarrasa-Garcia et
al., 2014)
912 1,16 7,73 SBA-15-2 - (Katiyar et al., 2005)
570 2,28 24,0 SBA-15-3 TMB (Katiyar et al., 2005)

Seer — Area superficial especifica;
Vp — Volume total de poros;
Dp — Diametro total de poros

Fonte: elaborada pelo autor
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Fuxiang e colaboradores (2007) observaram resultados similares, onde a medida
que foi aumentada a proporcdo de zirconio na sintese as amostras de SBA 15 reduziram
simultaneamente a area superficial, volume total de poros e o didametro de particula. De
acordo com a Tabela 3.9, o volume total de poros da SBA 15-FTMB foi de 2,54 cm®/g,
enquanto que as SBA-Si/Zr apresentaram valores de 2,38; 1,80 e 1,51 cm®/g, respectivamente
para: SBA 15-Si/Zr20, SBA 15-Si/Zr10 e SBA 15-Si/Zr5. O didmetro de poro foi elevado
(30,1 nm) para SBA 15-FTMB, um pouco inferior para a SBA 15-Si/Zr20 e cerca de duas e
trés vezes superiores que as SBA 15-Si/Zr10 e SBA 15-Si/Zr5

Ponto de carga zero (pHzpc): pela Figura 3.13 pode ser observado que 0 pHzpc
das SBA 15 foram similares, compreendendo uma faixa de pH &cido (pH de 2,0 a 4,0) devido
a presenca de grupos hidroxilas de superficies considerados como &cidos fracos (Song,
Hidajat e Kawi, 2005). Resultados similares podem ser observados na literatura (Song et al.,
2005; Salis et al., 2010; Dos Santos, 2013). Importante destacar que para valores de pH acima
dessa faixa, as SBA 15 apresentam predominancia de cargas negativas e, portanto, maior

afinidade para grupos cationicos, por exemplo das biomoléculas.

Figura 3.13 — Ponto de Carga Zero (pHzpc) dos
adsorventes: SBA 15-FTMB (m), SBA 15-Si/Zr5
(e), SBA 15-Si/Zr10 (A), SBA 15-Si/Zr20 (V)
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Fonte: elaborada pelo autor

A Tabela 3.10 apresenta as cargas de superficies das SBA 15 e das proteinas em
funcdo do pH. A faixa de pH trabalhada nos ensaios em batelada foi de 4,0 a 9,0, logo as SBA

15 apresentam carga negativa em praticamente toda faixa de pH estudada. As forcas
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eletrostaticas possivelmente serdo mais atuantes na adsor¢do da proteina 1gG, visto que a
mesma apresenta carga positiva (abaixo do pH 6,3) e carga neutra (no pl). Unica condicio
favoravel a adsorcdo de HSA sera em pH menor ou igual a 4,8, pois em pH acima de 4,8, a
HSA apresenta mesma carga (negativa) das SBA 15 e, portanto, as forcas de repulsdo
eletrostaticas tendem a ser mais atuantes desfavorecendo a adsor¢do dessa proteina. Salienta-
se que a adsor¢do em silicas mesoporosas ndo se restringe a apenas interagdes eletrostaticas
entre cargas opostas da SBA 15 e da proteina, essa representam uma pequena contribuicdo na
interacdo entre SBA 15 e proteina. Devido a grande disponibilidade da area superficial da

maioria das SBA 15 e do seu didmetro do poro, onde as proteinas podem se acomodar.

Tabela 3.10 — Carga superficial aparente das SBA 15 e das proteinas em
funcdo do pH
Adsorvente Faixa de pH

2,0 2,1-40 4,1-47 4,8 4,9-9,0

SBA 15 FTMB
SBA 15-Si/Zr20
SBA 15-Si/Zr10
SBA 15-Si/Zr5
HSA (pl 4,8)

(+) Positiva
(-) Negativa
(N) Neutra

Fonte: elaborada pelo autor

+ 2 Z2 Z2 Z

Ao longo das dUltimas duas décadas, adsorcdo de proteinas em materiais
mesoporosos tem sido extensivamente estudada, e muitas aplicacbes técnicas foram
investigadas. Algumas proteinas, quando imobilizadas em silicas mesoporosas, apresentam
uma melhor estabilidade tanto quimica como térmica, além de reter ou aumentar sua atividade
eletroquimica mesmo quando submetida a condic¢Ges de desnaturagdo (Washmon-Kriel et al.,
2000). As vantagens em se trabalhar com esses materiais possibilitam uma ampla aplicacéo
bioquimica, como por exemplo, na area promissora de utilizacdo de materiais porosos como
novos dispositivos para a libertagao controlada de farmaco “in vivo” (Moerz e Huber, 2014)

A adsorcdo de proteinas pode ser ndo especifica e portanto, reversivel sob
determinadas condicfes. Curiosamente, apesar da vasta quantidade de pesquisas neste &mbito,
ndo ha até hoje consenso na literatura sobre o tipo de interacdo que domina a adsorcao de
biomoléculas em superficies inorganicas (Moerz e Huber, 2014). A seguir serdo apresentados
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os resultados de adsorcdo em batelada com as proteinas modelos 1gG e HSA em silicas
mesoporosas do tipo SBA 15.

3.3.4 Adsorcao de proteinas em SBA 15

Efeito do pH e do tamp&o na adsorcdo de proteinas: em inimeros estudos de
adsorcéo de proteinas em SBA 15, a adsorcdo ocorre exatamente no pl ou em valores de pH
muito proximo ao pl da proteina. Isto € muitas vezes interpretado em termos de um equilibrio
entre uma interacdo atrativa proteina-superficie e uma interacdo repulsiva proteina-proteina
(Hartmann, 2005; Miyahara et al., 2006). A baixa repulséo eletrostatica entre as moléculas no
seu pl facilita o empacotamento denso observado das moléculas adsorventes. Enquanto que a
carga total aparente da proteina desaparece no pl, a sua superficie ainda contém tracos de
residuos de aminoéacidos carregados positivamente e negativamente. Essas cargas
remanescentes interagem por atragdo com a superficie negativamente carregada (Essa et al.,
2007; Hartvig et al., 2011). Em valores de pH longe do ponto isoelétrico, as proteinas irdo
repelir umas as outras e, assim, causar uma densidade de empacotamento menos compacta na
superficie de adsorcdo (Moerz e Huber, 2014).

As silicas mesoporosas do tipo SBA 15 sdo muito conhecidas e se caracterizam
por serem materiais mesoporosos com elevada area superficial e facilidade de modificaces.
Tais materiais sdo muito utilizados na adsorcao de varias biomoléculas, como por exemplo,
BSA, lisozima, celulase, dentre outras. No presente trabalho foram utilizadas SBA 15 com
fluoreto (F) e trimetilbenzeno (TMB) e mais trés materiais, a partir desta SBA 15, com a
insercdo do heterodtomo de zirc6nio em trés razdes molares distintas de Si/Zr: 5, 10 e 20.
Logo, o aumento da razdo molar foi inversamente proporcional a quantidade inserida de
zirconio. Portanto, a SBA 15 com maior quantidade de silicio foi a SBA 15-Si/Zr5. O
heteroatomo de zirconio tende a proporcionar: maior acidez e atividade catalitica, porém
menor estabilidade térmica, além de diminuir as propriedades texturais das SBA 15 (Fuxiang
et al., 2007).

Os quatros adsorventes sintetizados (SBA 15-FTMB, SBA 15-Si/Zr5, SBA 15
SI/Zr10 e SBA 15-S1/Zr20), foram utilizados para investigar na adsorcdo das proteinas IgG e
HSA em cinco tampdes (ACETATO, FOSFATO, MOPS, HEPES e TRIS-HCI) distintos. A
Figura 3.14 (A, B, C e D) apresenta os resultados de adsorc¢do das proteinas com: SBA 15-
FTMB (Figura 3.14 A e B) e SBA 15-Si/Zr5 (Figura 3.14 C e D). Note que os dois materiais

selecionados foram exatamente: sem a presenca de zircénio (SBA 15-FTMB) e com a maior
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quantidade de zirconio na sintese (SBA 15-Si/Zr5). Portanto, serd obtida a tendéncia do

comportamento da adsor¢do em ambas as proteinas nos adsorventes com e sem a presenca do

heterodtomo de zirconio.

Figura 3.14 — Efeito do pH na adsor¢édo de IgG e
HSA (concentracdo inicial de 1,0 mg/mL). A) SBA
15-FTMB com 1gG, B) SBA 15-FTMB com HSA,
C) SBA 15-Si/Zr 5 com IgG e D) SBA 15-Si/Zr 5
com HSA. Faixa de pH para cada tampaéo:
ACETATO (4,0-5,6) FOSFATO (6,0-8,0) MOPS
(6,5-7,9) HEPES (6,8-8,0) TRIS (7,2-9,0)
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Fonte: elaborada pelo autor

As proteinas HSA e 1gG apresentam pl distintos, sendo 4,8 para HSA e 6,3 a 9,0
para a 1gG. Em relagdo a adsorcdo da proteina 1gG nas SBA 15 estudadas, constatou-se
dependéncia do pl da mesma, visto que nos tampdes FOSFATO, MOPS, HEPES e TRIS-HCI
as quantidades adsortivas de 1gG foram similares e aproximadamente 200 e 100 mg/g,
respectivamente com SBA 15-FTMB e SBA 15-Si/Zr5. Todos os tampdes utilizados
compreenderam uma faixa de pH muito préxima do pl da 1gG, exceto o tampdo ACETATO, a
qual é aconselhavel trabalhar em uma faixa de pH mais acido (4,0 a 5,6). Logo, a adsorcao de
IgG nas SBA 15 utilizando o tampdo ACETATO foi aumentando a medida que o pH das

solugdes se tornava menos acido, e consequentemente se aproximava do pl da IgG. Nota-se
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também que o material com maior quantidade de zirconio apresentou menor quantidade de
IgG adsorvida, cerca de duas vezes menor que o material sem zirconio (SBA 15-FTMB).
Possiveis explicacbes para tais resultados seriam: o aumento do grau de acidez, ocasionado
devido a inclusdo do heteroatomo, e a diminuicdo gradativa do tamanho médio do poro dessas
SBA 15 com zirconio.

A 1gG, como todas as proteinas, tende a apresentar maior adsorcdo em pH
préximos ao pl, nesse caso em pH neutro e/ou ligeiramente basico. Logo a SBA 15-Si/Zr5,
por apresentarem um grau de acidez superior que a SBA 15-FTMB, tendem a proporcionar
condicBes pouco propicias a adsorcdo de 1gG. A adsorcdo € um fendbmeno de superficie e
quanto menor a area superficial especifica e menor didmetro médio do poro do material,
menor as possibilidades de acomodacdo da biomolécula, principalmente as 1gG que possuem
dimens0es relativamente altas: 14,5 nm x 8,5 nm x 4,0 nm (Tan et al., 2008).

Em relacdo a adsorcdo de HSA nos dois materiais estudados foi observado
comportamento similar ao discutido com a proteina 1gG. A adsorcdo de HSA foi elevada no
seu pl, possuindo valores de quantidade adsorvida de 183,4 e 163,31 mg/g, respectivamente
com SBA 15-FTMB e SBA 15-Si/Zr5 utilizando o tampdo ACETATO (pH 4,8). A medida
que o pH se distanciou do pl da HSA a adsorcdo de HSA nas SBA foi desfavorecida. Logo, a
adsorcdo utilizando os demais tampdes foi inferior ao obtido com o tampdo ACETATO.
Analisando apenas o tampdo ACETATO, nota-se que o aumento da acidez das SBA 15 néo
teve grande influéncia, visto que as quantidades adsorvidas no pH 4,8 (pl da HSA) foram
préximas em ambos 0s materiais. Entretanto, o material com maior acidez (SBA 15-Si/Zr5)
teve quantidade adsorvida, cerca de, 2,21 a 3,14 vezes menores que em relacdo a SBA 15-
FTMB ao analisarmos os demais tampdes (FOSFATO, MOPS, HEPES e TRIS-HCI). Esse
fato ilustra bem a forte dependéncia da adsorcdo dessa proteina com o seu pl, visto que a
adsorcdo de HSA no pl nédo teve grandes alteracdes devido ao material, porém ao se trabalhar
longe do pl a adsorcdo teve decaimento expressivo. Outro fator a ser destacado para a baixa
adsorcéo de HSA pode ser relacionado as repulsdes eletrostaticas de cargas de mesmo sinal da
proteina (negativa) e das SBA 15 (negativa), conforme apresentado na Tabela 3.10. Portanto,
através desses resultados podemos concluir que o pl realmente foi fator determinante na
adsorcéo dessas proteinas em SBA 15, o grau de acidez teve influéncia na adsorcao de 1gG,
onde a SBA 15 sem o heteroatomo de zirconio foi a SBA mais indicada para adsor¢do dessa
proteina. Além desses fatores, as forcas de repulséo eletrostaticas, no caso da HSA com as

SBA, contribuiram para uma baixa adsor¢do em pH neutro e ligeiramente basicos.



88

A Tabela 3.11 apresenta os valores de quantidades adsorvidas de 1gG e HSA em
SBA 15-FTMB e SBA 15-Si/Zr5 nos pH de maior destaque na adsor¢do de HSA
(ACETATO) e de IgG (demais tampdes). Todos os pH selecionados foram proximos de 7,0,
exceto o pH do tampdo ACETATO (Unico tampdo favoravel a adsorcdo de HSA).

Para os proximos ensaios foram escolhidos trabalhar com os quatro materiais
sintetizados na adsorcdo de IgG e HSA utilizando os tampdes ACETATO (pH 4,8) e
FOSFATO (pH 7,0).

Tabela 3.11 — Quantidade adsorvida de 1gG e HSA, apdés 2,0
h de contato, em SBA 15-FTMB e SBA 15-Si/Zr5 com
diferentes tampdes

Quantidade de proteina adsorvida

(mg/g)

TAMPAO SBA 15-FTMB SBA 15-Si/Zr5

25 mM pH 1gG HSA IgG HSA
ACETATO 48 167,8 1834 57,8 163,3
FOSFATO 7,0 2066 750 113,1 23,9
MOPS 68 2010 941 113,3 39,5
HEPES 6,8 2123 639 113,7 22,8
TRIS-HCI 74 1942 87,0 114,0 39,3

Fonte: elaborado pelo autor

Efeito do tempo de contato: a fim de determinar a capacidade méaxima de
adsorcdo das SBA 15, primeiramente foram realizados ensaios em batelada com o propoésito
de determinar o tempo necessario para estabelecer o equilibrio cinético de cada material. De
todos os tampdes testados no teste do pH decidiu-se em dar prosseguimentos aos ensaios de
cinética e isoterma apenas com os tampdes ACETATO e FOSFATO. Razbes para essa
escolha sdo simples, primeiro cada tampdo estara favorecendo uma das duas proteinas por
trabalhar no pl de cada e segundo devido a semelhanca das quantidades adsorvidas
observadas em todos os tampdes. A Figura 3.15 apresenta os perfis cinéticos para a adsor¢édo
das proteinas IgG e HSA nas quatro SBA 15 sintetizadas utilizando os tampdes ACETATO
(Figura 3.15 A e B) e FOSFATO (Figura 3.15 C e D).

De acordo com a Figura 3.15 observou-se rapido decaimento na concentracao de
IgG com SBA 15-FTMB e tampdo ACETATO, atingido o equilibrio proximo de 120 min.

Como mencionado anteriormente as SBA 15 com zircOnio, por apresentarem maior acidez e
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menor &rea superficial, ndo foram capazes de superar em valores de quantidade adsorvida de

IgG frente a SBA 15-FTMB.

Figura 3.15 — Perfis cinéticos de adsorcéo de IgG (A e
C) e HSA (B e D) em SBA (SBA 15-FTMB (A ), SBA
15-Si/Zr20 (*), SBA 15-Si/Zr10 (o) e SBA 15-Si/Zr5
(o)) utilizando os tampdes ACETATO (A e B) com pH
4,8 e FOSFATO (Ce D) compH 7,0
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Fonte: elaborado pelo autor

Destaca-se ainda que o0s trés materiais com o0 heterodtomo de zircénio
necessitaram de um tempo de contato superior para alcancar o equilibrio, em torno de 180
min. A cinética de IgG utilizando tampado FOSFATO foi, mais uma vez, rapida com a SBA
15-FTMB e demorada com as SBA-15/Zr. Porém observou-se que a SBA 15-Si/Zr20 teve
quantidade adsorvida de IgG comparavel a SBA 15-FTMB, porém em um tempo de contato
muito superior, em torno de 420 min. Esses resultados com o tampédo FOSFATO foram mais
expressivos (maior quantidade adsorvida), visto que esses ensaios foram realizados em pH
7,0, pH este que esta na faixa do pl da IgG. Logo, o pl foi fator determinante para favorecer a

adsorcéo dessa proteina, corroborando com o que foi mencionado anteriormente.
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Em relagdo a adsorcdo de HSA, foi observado que todos os materiais conseguiram
adsorver em sua totalidade a concentracdo disponivel de HSA no meio (tampdo ACETATO),
exceto a SBA 15 com menor razdo (ou maior quantidade de silicio presente) de Si/Zr (SBA
15-Si/Zr5). Em todos os perfis cinéticos com o tampdo ACETATO, o tempo médio de
equilibrio ndo excedeu 120 min. Os perfis de cinética da HSA adsorvidas nas SBA 15 com
tampdo FOSFATO demonstraram que o pH do meio néo foi tdo favoravel para adsorcdo dessa
proteina em nenhuma das SBA. Além disso, foi possivel estabelecer certa preferéncia da
proteina, pela SBA15-FTMB (SBA sem o heteroatomo de zircénio incorporado). Novamente,
se torna necessario mencionar os trés fatores relevantes na adsorcéo nesses adsorventes, o pl,
a area superficial disponivel e a acidez diferenciada dessas quatro SBA, sendo essas, as
justificativas para 0 comportamento da adsor¢éo dessas proteinas em SBA.

Isotermas de adsorcéo: a Figura 3.16 apresenta os perfis de isotermas de adsorc¢ao
de 1gG e HSA nas quatro SBA 15 utilizando os tampdes ACETATO (A e B) e FOSFATO (C
e D). Através das isotermas de IgG utilizando o tampdo ACETATO, pode-se observar
facilmente que as biomoléculas foram adsorvidas em maior quantidade em SBA 15-FTMB.
Fatores determinantes para explicar tais resultados seriam: elevada area superficial, menor
grau de acidez e as contribuicbes das forcas eletrostaticas, ocasionadas pelas diferencas de
cargas das SBA 15-FTMB (negativa) e da IgG (positiva).

As SBA 15 por serem materiais mesoporosos e normalmente apresentarem
elevada area superficial tendem a proporcionar significativos valores para gquantidade
adsorvidas, mesmo em pH fora do pl da proteina. No caso das 1gG a quantidade adsorvida em
SBA 15-FTMB foi, em torno de 500 mg/g (Figura 3.16 A). As SBA 15, com diferente teor de
zirconio, ndo apresentaram elevadas quantidades adsorvidas de 1gG, se limitando a 200 mg/g,
valor este bem inferior aos obtidos pela SBA 15-FTMB.

Ao mudar o pH (de 4,8 para 7,0) do ensaio e consequentemente de tampao, agora
FOSFATO, nota-se consideravel aumento na quantidade adsorvida de IgG em todas as SBA
estudadas, conforme pode ser visto na Figura 3.16 C. Com SBA 15-FTMB a quantidade
aumentou de 500,0 mg/g para 700,0 mg/g, enquanto que para as outras SBA 15 (com
zirconio) o aumento foi de 200 mg/g para 250-350 mg/g. Portanto, podemos sugerir que o
fato de os ensaios estarem sendo realizados na faixa de pl da 1gG foi o responsavel por esse
aumento de quantidade adsorvida em todas as SBA 15 estudadas.

Os ensaios de adsorcdo no pl da HSA (Figura 3.16 B) forneceram duas

informacdes interessantes. Primeiro, as isotermas apresentaram elevadas quantidades
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adsorvidas de HSA e um perfil do tipo Langmuir, com rapida adsorcdo em baixas
concentragOes atingindo um platd em concentragdes mais elevadas. Segunda informagao
relevante foi que a SBA 15 com menor teor de zircénio (SBA 15-Si/Zr20) apresentou

quantidades adsorvidas de HSA superior as demais.

Figura 3.16 - Isotermas de adsorcdo de 1IgG (A e C) e
HSA (B e D) em SBA (SBA 15-FTMB (A ), SBA 15-
Si/Zr20 (*), SBA 15-Si/Zr10 (o) e SBA 15-Si/Zr5
(o)) utilizando os tampdes ACETATO (A e B) com
pH 4,8 e FOSFATO (C e D) com pH pH 7,0.
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Fonte: elaborado pelo autor

Esses fatos mencionados anteriormente sugerem que, baixas quantidades de
zircdnio incorporadas em SBA 15 podem favorecer a adsorcdo dessa proteina. Porém,
esse foi 0 Unico caso em que a presenca de zircénio em SBA proporcionou superior

quantidade adsorvida por proteinas, nesse caso HSA. A adsor¢do de HSA em SBA 15

93
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utilizando o tampao FOSFATO ndo foi superior a 250 mg/g e nao foi observado
diferenca significativa em relacdo as quatro SBA 15 estudadas. Alguns fatores podem
ser elucidados para explicar essa reducdo de quantidade adsorvida, quando comparado
aos resultados obtidos utilizando o tampdo ACETATO. Primeiramente, a adsorcéo fora
do pl da HSA é o principal fator a se considerar, além disso, temos a atuacdo de forcas
repulsivas de cargas de mesmo sinal das SBA 15 (negativas) com a HSA (negativa).
Além dos fatores mencionados, temos a diferenca de acidez entre as SBA 15.
Interessante destacar que ao se trabalhar no pl da HSA, a SBA 15-Si/Zr20 foi a que
apresentou maiores valores de HSA adsorvida, porém quando o pH foi distante do seu
pl a SBA 15-Si/Zr proporcionou 0s menores valores de quantidade adsorvida.
Possivelmente, uma soma de fatores seja a explicacdo para isso ter ocorrido. Menor
diametro médio de poros, trabalhar distante do pl, diminui¢do das contribuicGes das
forcas eletrostaticas, todos esses fatores podem ser usados como justificativas para
explicar tal resultado.

Ressalta-se ainda que, a adsorcdo de proteinas ndo depende apenas das
propriedades da estrutura dos adsorventes como também das propriedades das proteinas.
Relata-se na literatura que as proteinas podem ser classificadas em moles (“soft”) e
duras (“hard”) de acordo com seu tamanho, composicao e estabilidade de sua estrutura.
Proteinas com tamanhos intermediérios, como as proteinas do plasma, Albumina,
Trasferrina, Imunoglobulinas, e outras, sdo chamadas de proteinas moles e
frequentemente sdo capazes de sofrer reorientacbes conformacionais ap6s o contato
superficial. Como uma simplificacdo, a estrutura complexa pode ser decomposta em
dominios individuais  que  exibem propriedades  especificas  como:
hidrofilico/hidrofébico, polar/ndo polar, ou carregado/ndo carregado (Andrade et al.,
1992).

As Tabelas 3.12-3.15 apresentam o0s parametros de ajustes para a adsorcao
de proteinas utilizando SBA 15, a partir dos modelos de Langmuir e Langmuir-
Freundlich. Conforme pode ser observado na Tabela 3.12, a adsorcdo de proteinas em
SBA 15 utilizando tampdo ACETATO foi superior quando utilizado a SBA 15-FTMB,
para adsor¢do de ambas as proteinas. No caso da adsor¢do de HSA, a SBA 15-Si/Zr20
proporcionou valores de quantidade maxima adsorvida ligeiramente superior as obtidas
com a SBA 15-FTMB. Entretanto, as constantes de adsor¢éo de Langmuir e Langmuir-
Freundlich foram superiores para a SBA 15-FTMB indicando que este adsorvente

proporcionou interagdo de ligacdo superior com a proteina HSA.
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Tabela 3.12 — Parametros de ajuste obtidos através dos modelos de Langmuir (L) e Langmuir-Freundlich (LF) para adsorcdo de HSA em SBA

utilizando tampdo ACETATO (pH 4,8)

Parametros SBA 15-FTMB SBA 15-Si/Zr20 SBA 15-Si/Zr10 SBA 15-Si/Zr5
L LF L LF L LF L LF
Omax (MQ/Q) 578,70 607,20 628,10 591,90 423,50 507,20 298,10 355,00
+ 16,40 +40,30 + 34,40 +17,10 +8,40 +40,30 +8,90 +29,00
k. (mL/mg) 11,60 - 5,47 - 9,33 - 12,90 -
+2,00 +1,40 +1,10 +2,70
K r (ML/mg) - 18,90 - 1,60 - 14,90 - 43,60
+2,10 + 0,40 +5,10 +14,30
R’ 0,99 0,99 0,94 0,99 0,99 0,99 0,98 0,99
N - 0,84 - 2,0 £ 0,69 - 0,84 0,15 - 0,67 £0,17
+0,15
L-Langmuir

LF — Langmuir-Freundlich

Fonte: elaborado pelo autor
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Tabela 3.13 — Parametros de ajuste obtidos através dos modelos de Langmuir (L) e Langmuir-Freundlich (LF) para adsorcdo de 1gG em SBA

utilizando tamp&o ACETATO (pH 4,8)

Parametros SBA 15-FTMB SBA 15-Si/Zr20 SBA 15-Si/Zr10 SBA 15-Si/Zr5
L LF L LF L LF L LF
Omax (MQ/Q) 454,70 594,90 215,10 252,60 140,40 192,50 107,10 111,70
+36,90 + 30,80 + 20,50 + 89,50 +5,60 +27,10 +4,90 + 15,00
k. (mL/mg) 36,05 - 1,40 - 3,90 - 8,50 -
+12,90 +0,51 +0,83 + 2,60
ki (ML/mg) - 4,60 - 0,93 - 0,56 - 8,20
+0,26 +0,42 +0,23 + 2,50
R? 0,92 0,95 0,92 0,99 0,98 0,99 0,96 0,96
N - 10,10 - 0,56 - 0,34 - 0,80
+3,30 +0,22 +0,18 +0,17
L-Langmuir

LF — Langmuir-Freundlich

Fonte: elaborado pelo autor
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Tabela 3.14 — Parametros de ajuste obtidos através dos modelos de Langmuir (L) e Langmuir-Freundlich (LF) para adsorcdo de HSA em SBA

utilizando tamp&o FOSFATO (pH 7,0)

Parametros SBA 15-FTMB SBA 15-Si/Zr20 SBA 15-Si/Zr10 SBA 15-Si/Zr5
L LF L LF L LF L LF
e (MY/Q) 232,80 215,10 648,40 407,20 539,10 428,60 106,70 78,40
+8,90 + 14,50 +73,30 +50,40 +57,10 + 155,00 + 18,60 +12,21
k. (mL/mg) 10,40 - 16,70 - 12,00 - 18,50 -
+2,40 +3,70 +2,54 +8,70
K r (ML/mg) - 1,18 - 573 - 10,70 - 13,10
+0,24 +0,73 +3,10 +3,30
R’ 0,99 0,99 0,99 0,98 0,99 0,99 0,91 0,95
N - 1,17 - 1,28 - 1,10 - 2,20
+0,16 +0,11 +0,15 +0,31
L-Langmuir

LF — Langmuir-Freundlich

Fonte: elaborado pelo autor
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Tabela 3.15 — Parametros de ajuste obtidos através dos modelos de Langmuir (L) e Langmuir-Freundlich (LF) para adsorcdo de IgG em SBA

utilizando tampdo FOSFATO (pH 7,0)

Parametros SBA 15-FTMB SBA 15-Si/Zr20 SBA 15-Si/Zr10 SBA 15-Si/Zr5
LF L LF L LF L LF
Omax (MQ/Q) 691,40 311,30 325,80 378,90 386,50 333,20 330,20
+29,40 + 29,40 +7,30 + 44,20 +31,50 +36,5 + 21,50
k. (mL/mg) - 7,73 - 3,96 - 1,96 -
+ 4,40 +181
K r (ML/mg) 17,20 - 7,30 - 4,01 - 2,30
+4,00 +3,01 +221 +0,75
R’ 0,98 0,83 0,88 0,83 0,87 0,89 0,90
N 0,98 - 0,83 - 0,88 - 0,83
+0,19 +0,27 +0,35 +0,19
L-Langmuir

LF — Langmuir-Freundlich

Fonte: elaborado pelo autor
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Em relacdo a adsorcdo de IgG utilizando o tampdo ACETATO (Tabela
3.13), nota-se elevados valores das constantes de adsorcéo (k. e ki) quando utilizado a
SBA 15-FTMB em comparagdo aos outros adsorventes estudados. Tais constatacGes
corroboram com os elevados valores de quantidades maximas adsorvidas de 1gG ao
utilizar a SBA 15-FTMB.

Os parametros de ajustes obtidos para adsorcdo de proteinas utilizando o
tampdo FOSFATO foram relativamente satisfatérios, no entanto alguns parametros sao
discutiveis quando comparados aos graficos de isotermas da Figura 3.16 C-D.
Principalmente, em relacdo as quantidades maximas (Qmax) adsorvidas previstas pelos
modelos. De acordo com os parametros de ajuste, as gmax foram muito acima dos pontos
experimentais dos graficos de isoterma. Entretanto, observa-se facilmente que os dados
experimentais com os adsorventes SBA 15-Si/Zr10-20 ndo alcancaram um plat6 e,
portanto, ainda apresentam tendéncia a aumentar a quantidade maxima adsorvida. De
fato, a quantidade adsorvida devera ser maior, mas dificilmente alcangaré os valores de
quantidade adsorvida proporcionados com a SBA 15-FTMB na adsorcéo de 1gG nesse
mesmo tampdo de estudo. As quantidades adsorvidas de IgG foram muito superiores
aos demais adsorventes quando utilizou a SBA 15-FTMB. As constantes de adsor¢édo
(kL e k_r) de ambos os modelos foram superiores aos demais adsorventes, indicando alta
interacdo pela biomolécula IgG.

3.3.5 Ensaios de purificacédo de 1gG humana

Até o momento foi realizado uma discussdo individual dos resultados de
adsorcdo das proteinas modelos (IgG e HSA) com as duas classes de adsorventes
utilizadas nesse trabalho. Tal proposta teve como principal meta delimitar o adsorvente
com maior potencial para atuar na purificacdo ou pré-purificacdo de IgG humana, a
partir de amostras de solugdes binarias contendo IgG e HSA, além de amostras com
soro humano.

Em relagcéo aos HDL estudados foi surpreendente o resultado com o Zn/Al-
HDL na adsorcdo de IgG diluida nos tampbes MOPS, HEPES e TRIS-HCI. Tais
resultados de proteinas adsorvidas foram acima de 550 mg/g, valores na mesma ordem
de grandeza que silicas mesoporosas SBA 15 normalmente apresentam para adsorcdo de
inimeras proteinas (Katiyar et al., 2005; Katiyar et al., 2006; Diao et al., 2010; Dos
Santos et al., 2013). Recorrendo a Figura 3.9-C, referente aos perfis de isotermas de



100

adsorcéo de 1gG com Zn/Al-HDL, foi possivel observar que a adsorcdo desta proteina
diluida em tampdo TRIS-HCI (pH 7,2) proporcionou 0s maiores valores de quantidade
de IgG adsorvida (acima de 800 mg/g), quando comparado aos resultados na presenca
dos tampBes MOPS e HEPES. Enquanto que a adsorcdo de HSA nessas mesmas
condigdes (Figura 3.9-D) proporcionou quantidade adsorvida de HSA em valores
absolutos menos da metade da quantidade adsorvida de 1gG utilizando esse mesmo
HDL. Portanto, o sistema escolhido para os testes de ensaios em batelada visando
purificacdo de IgG humana ocorreu com o adsorvente Zn/Al-HDL e na presenca do
tampéo TRIS/HCI (pH 7,2) para a diluigéo das proteinas.

Em relacdo a outra classe de materiais estudados, as silicas mesoporosas do
tipo SBA 15, sintetizadas na presenca e na auséncia de zirconio, foi observado que o
heteroatomo de zirconio nas SBA 15 desfavoreceu a adsorcdo de IgG. Logo, escolheu-
se a SBA 15 sem zircénio (SBA 15 FTMB) para os préximos ensaios visando a
purificacdo de 1gG humana. Foi possivel observar que os tampGes ACETATO e
FOSFATO utilizados para a obtencdo das isotermas de adsorcdo ndo proporcionaram
condi¢des com potencial seletividade para adsorcédo de 1gG frente HSA, devido HSA ser
adsorvida com quantidades relativamente altas. Portanto, para a escolha do tampao a ser
utilizado foi necessario recorrer aos resultados do efeito do pH na adsorcdo das
proteinas estudadas, vide Figura 3.14. A partir desses resultados, p6de ser observado
que utilizando o tampao TRIS-HCI no pH 9,0 a adsorcéo de IgG foi préximo a 180
mg/g, extremamente superior a quantidade adsorvida de HSA (abaixo de 10 mg/g).
Logo, nessas condi¢cfes uma possivel seletividade de IgG frente a HSA pode vir a
ocorrer.

A seguir serdo apresentados os resultados em batelada utilizando cada um
dos sistemas (Adsorvente-tampdo-proteina) definidos. Os préximos ensaios foram
divididos em trés novas etapas para acompanhar o desempenho desses adsorventes
destinados a purificacdo de IgG humana. Inicialmente, foram comparados os resultados
em cada um dos sistemas, apenas com as proteinas padrdes (IgG ou HSA). Em seguida,
ensaios com solugdes contendo misturas binarias de proteinas e solugdes com amostras
de soro humano foram realizados objetivando a purificacdo ou pré-purificagdo de 19gG
humana. Eletroforese das amostras em mistura e com o soro humano foram realizados a

fim de comprovar o possivel potencial no uso desses adsorventes.
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3.3.5.1 Ensaios com as proteinas 1gG ou HSA

Nessa etapa foram realizados ensaios de isoterma de adsorgdo com SBA-15
FTMB e as proteinas modelos (IgG ou HSA) diluidas em TRIS-HCI para serem
confrontados com os dados de isotermas de adsorcdo com o Zn/Al-HDL. Para facilitar a
comparacdo foram plotados na Figura 3.17 os gréaficos com esses resultados entre esses
dois adsorventes escolhidos. Portanto, a Figura 3.17 apresenta as isotermas de adsorgéo
com o Zn/Al-HDL e com SBA-15 FTMB utilizando o tampdo TRIS-HCI. A principio, a
comparacdo entre esses dois adsorventes pode ser um tanto questionavel, todavia para
evidenciar a grande relevancia no estudo comparativo desses dois adsorventes devem
ser lembrados que esses materiais proporcionaram quantidades adsorvidas na mesma
ordem de grandeza. E, além disso, alguns autores acreditam que tanto o HDL como a
SBA 15 podem atuar como aparentes resinas de “trocadores ionicos fracos”, pois ha a
possibilidade de tornar a superficie de ambos os materiais carregados e dessa forma
ocorrer interacdes do tipo eletrostaticas, entre cargas opostas da proteina alvo e do
adsorvente. E fato que a SBA 15 atua com muito mais propriedade na adsorcdo de
proteinas pelo aprisionamento das moléculas das proteinas no interior dos seus poros.
Em contrapartida, 0 HDL normalmente apresenta baixas areas superficiais e muitas
vezes até insignificantes, porém apresenta grande facilidade na adsorcédo por interacdes
eletrostaticas, ou até mesmo por pontes de hidrogénio, além das outras justificativas
anteriormente comentadas com maiores detalhes.

Analisando a Figura 3.17 foi possivel observar que o HDL apresentou
quantidade relativamente superior a SBA-15 FTMB, porém a adsor¢do de HSA em
Zn/Al-HDL foi consideravelmente alta, acima de 200,0 mg/g. As possiveis explicacdes
quanto ao elevado desempenho deste HDL pelas proteinas IgG e HSA foi explicado no
anteriormente. Resumidamente, o Zn/Al-HDL apresentou consideravel quantidade de
proteinas adsorvidas, possivelmente por apresentar em sua estrutura quimica a presenga
do componente quimico zinco (Zn), que é classificado com um &cido intermediario que
pode formar ligagdes de coordenacdo estaveis com bases intermediarias (atomos de N,
aromatico) e bases moles (atomos de enxofre) (Bresolin et al., 2009). Portanto, além de
interacdes idnicas, por pontes de hidrogénio e forgas eletrostaticas presentes na adsorcao
dessas proteinas, devem ser mencionados as ligacfes de coordenacdo. Essas ligacdes de

coordenacdo sdo caracterizadas por ligacdes do tipo reversiveis.



Figura 3.17 - Isotermas de adsor¢do com 1gG (e) e HSA
(A) em Zn/Al-HDL (A) e SBA 15-FTMB (B) utilizando
o0 tampédo TRIS-HCI nos pH 7,2 e 9,0, respectivamente
para Zn/Al-HDL e SBA-15 FTMB. Modelos de ajustes
de Langmuir (linha tracejada preta) e Langmuir-
Freundlich (linha continua preta) e 0 modelo de Henry
(linha continua vermelha)
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Fonte: elaborado pelo autor
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Em relagdo a adsorcdo de IgG e HSA em SBA-15 FTMB utilizando o
tamp@o TRIS-HCI pode se confirmar a aparente seletividade de IgG frente a HSA
nessas condi¢es de estudo. Sabe-se que as proteinas sdo bastante influenciadas pela
alteracdo de pH, pois pode provocar alteracdes de cargas na superficie e desta forma
colaborar ou ndo com a interacdo entre as cargas opostas da superficie dos adsorventes.
De acordo com a Tabela 3.11, referente as cargas da SBA 15-FTMB e da proteina HSA,
observou-se que tanto HSA como a SBA 15-FTMB apresentaram cargas superficiais
negativas, sendo esta a principal justificativa para a baixa quantidade adsorvida dessa
proteina. Além disso, HSA esta sendo adsorvida em valores de pH bem superiores ao
pH correspondente ao seu pl (pH 4,8). Nessa condicdo de estudo a proteina IgG esta no
limite do seu pl, com carga liquida ndo definida, pois devido as subclasses da IgG ha a
possibilidade de IgG carregada (positivamente ou negativamente) ou até mesmo neutra,
enquanto que a SBA 15-FTMB estd carregada negativamente. Estas justificativas
apresentadas foram os principais argumentos para justificar a elevada adsorcéo de IgG,
com valores proximos a 700 mg/g, em SBA-15 FTMB.

Conforme pode ser observado na Tabela 3.16, os modelos utilizados
proporcionaram bons ajustes aos dados experimentais de adsorcdo das proteinas padrao
em Zn/Al-HDL e SBA 15-FTMB, exceto os dados com HSA em SBA-15 FTMB, ao
qual ndo obteve um ajuste bem definido. A quantidade méxima adsorvida de 1gG em
SBA 15-FTMB foi préximo de 1000 mg/g, enquanto que para adsorcdo de HSA foi
muito inferior, abaixo de 10 mg/g. As constantes de Langmuir e Langmuir-Freundlich
foram na mesma ordem de grandeza para todos os dados ajustados.

A partir dos resultados apresentados com ambos 0s adsorventes na adsorgao
individual de cada proteina nos adsorventes selecionados foi possivel observar relativo
potencial na adsorcdo dessas proteinas, com destaque para a SBA-15 FTMB que
aparentemente apresentou maior seletividade por IgG. Logo, ha a necessidade de avaliar
0 desempenho desses materiais nos ensaios de purificacdo de IgG a partir de solucGes
contendo apenas uma mistura binaria de 1gG e HSA e em seguida amostra com 0 soro

humano.
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Tabela 3.16 — Parametros de ajustes obtidos a partir dos modelos de Langmuir, Langmuir-
Freundlich e Henry com os dados de adsorcédo de 1gG e HSA em Zn/Al-HDL e SBA-15
FTMB

Zn/Al-HDL SBA-15 FTMB
Parametros HSA 19G HSA 19G
L LF H L LF L LF
Omax(Mg/g) 311,43 386,6 - 3,42 1.153,9 936,02 +
13,70 +13,14 +2,10 +70,20 26,20
k. (mL/mg) 4,60 - - 0,032 - 1,09 -
+0,74 +0,01 +0,15
ke (mL/mg) - 2,91 - - - 1,53
+0,59 +0,15
ky (mL/mg) - - 387,91 - - - -
+7,80
R 0,98 0,99 0,99 0,52 0,99 0,99
N - 0,61 - - - 1,23
+0,11 + 0,065
L-Langmuir
LF-Langmuir-Freundlich
H-Henry

Fonte: elaborado pelo autor

3.3.5.2 Ensaios com mistura binaria de 1gG e HSA

Trabalhar com adsor¢do utilizando misturas de proteinas ndo € um estudo
relativamente recente. Muitos autores ja buscaram compreender as dificuldades em se
trabalhar com esse sistema de tamanha complexidade, porém nenhum estudo conseguiu
mostrar com elevado grau de confiabilidade o mecanismo real que ocorre na adsorcao
dessas biomoléculas em superficies solidas. A partir de varios desses estudos, comenta-
se que ha a possibilidade de ocorrer o “efeito de Vroman”. Esse efeito foi
primeiramente observado nos trabalhos de Vroman e Adams (Vroman e Adams, 1969a;
b) e trata-se de uma troca proteica que geralmente ocorre quando uma mistura de
proteinas é adsorvida em uma superficie (Horbett, 1984) e essa troca é referida como o
"efeito Vroman" (Brash e Ten Hove, 1984; Horbett, 1984; Scott, 1991). Apesar da

ampla pesquisa sobre esse fenbmeno hd mais de 40 anos, ainda ndo é bem
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compreendido e nenhum modelo existente para este mecanismo pbde explicar
completamente (Ball et al., 2003).

Resumidamente, moléculas em uma solucdo de mistura de proteinas se
difundem para uma superficie em diferentes taxas. Proteinas com baixo peso molecular
e mais concentradas sdo adsorvidas primeiramente na superficie, entretanto estas
proteinas podem mais tarde ser deslocadas por outras proteinas, tipicamente de um peso
molecular maior (Lassen e Malmsten, 1997). As proteinas que sdo capazes de deslocar
as proteinas adsorvidas anteriores numa superficie, apresentam uma “afinidade
superficial” mais elevada e séo tipicamente grandes e conformacionalmente flexiveis, o
que lhes permite aderir com maior forca de fixacdo através de mais contatos superficiais
(Lassen e Malmsten, 1997; Malmsten, 1998; Lee et al., 2004). Contudo, 0 mecanismo
através do qual estas proteinas de alta afinidade superficial deslocam as proteinas
adsorvidas de baixo peso ainda ndo é compreendido (Ball et al., 2003).

O proposito do estudo que seré apresentado a seguir sera uma abordagem
quantitativa e qualitativa, a fim de definir se algum dos dois adsorventes delimitados
para este estudo sera eficiente para atuar como matriz cromatografica visando uma preé-
purificacdo de 1gG humana. Devido a complexidade do fenémeno envolvido nesse tipo
de andlise e da falta de um modelo que compreenda bem as interagBes de proteinas em
misturas, apenas as curvas de adsorcdo juntamente com as analises por eletroforeses
serdo os parametros principais avaliados nesse trabalho.

Os ensaios com misturas de proteinas do presente estudo foram realizados a
partir de solugBes em trés razdes distintas de mistura de proteinas (IgG/HSA),
denominando-os de casos: I, Il e I1l. Onde, caso | representou solugdes contendo HSA
em maior razao, caso Il composta por solucBes contendo IgG em maior razdo e no caso
I1, ambas as proteinas apresentavam mesma concentragdo em solucéo.

Na literatura é possivel observar estudos nessa linha de pesquisa e
normalmente os autores quantificam as proteinas por andlises cromatograficas
utilizando HPLC, ou simplesmente por andlises de absorbancias quando as proteinas
apresentam diferentes comprimentos de ondas como no trabalho de Dahman e
colaboradores (2013).

A Figura 3.18 apresenta os perfis de adsor¢do avaliados para cada
adsorvente, em cada um dos trés casos de misturas binarias estudados e dos perfis
monocomponentes contendo somente IgG ou HSA em solucdo, extraidos da Figura

3.17. Analisando o desempenho de ambos os adsorventes foi possivel constatar
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claramente que a medida que a proporcao de IgG aumentou em solucdo a quantidade
adsorvida foi aumentando consideravelmente. Tal constatacdo induz a afirmar que a
proteina 1gG ofereceu, nessas condigbes de ensaios, maior interagdo com o0s

adsorventes.

Figura 3.18 — Ensaios de adsor¢cdo com misturas
binarias de proteinas utilizando os adsorventes Zn/Al-
HDL (A) e SBA 15-FTMB (B). Tempo de contato de
3 h, volume de injecdo de 3,0 mL, massa do
adsorvente de 15 mg. Caso I (o), Caso II (A), Caso
I11 (®), 100 % IgG (=) e 100 % HSA (*)

1000

(A)

o
1
-

Ceq (mg/mL)

(B)

Ceq (mg/mL)

Fonte: elaborado pelo autor
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Em relagdo aos resultados obtidos com Zn/Al-HDL na adsorcdo de 1gG,
vide Figura 3.18 A, observa-se que a presenca de HSA na mistura ou nos ensaios em
monocomponente proporcionaram curvas de adsor¢cdo com perfis com tendéncia a
atingir um plat6, enquanto que o perfil do ensaio de adsor¢do monocomponentes com
IgG forneceu uma curva tipicamente linear. Essas observacOes evidenciam que a
interacdo de 1gG no Zn/Al-HDL é alta mostrando que o adsorvente apresentou maior
interacdo por 1gG. Nos HDL, a area superficial é fator pouco explorado na justificativa
da adsorcdo de biomoléculas pelo fato que esses materiais normalmente apresentam
baixas areas superficiais e muitas vezes & area superficial pode ser superestimada devido
a estrutura dos HDL e da presenca do dominio interlamelar. No dominio interlamelar
dos HDL dificilmente a biomolécula é alocada nesses espacos devido as dimensdes
desse dominio ser na ordem de 10 A, enquanto que as dimensdes das proteinas sdo na
ordem de nanémetros. No caso da SBA 15-FTMB (Figura 3.18 B) uma provéavel
competicdo pelos poros da SBA 15 deve estar ocorrendo, todavia 1gG possivelmente
estd sendo adsorvida preferencialmente. Possivelmente devido as significantes repulsdes
eletrostaticas entre as cargas de mesmo sinal entre SBA 15 e HSA, pois ambas
apresentaram carga superficial negativa.

Relata-se na literatura diferentes conformacdes da HSA com alteracdo do
pH e portanto HSA néo interagiu tdo fortemente com a SBA 15. O menor tamanho
molecular, em relacdo a 1gG, poderia ser um fator positivo para a adsor¢do de HSA.
Pois, enquanto HSA possui dimensdes de 7,5 nm x 6,5 nm x 4,0 nm (Liu et al., 2015), a
IgG possui dimens@es de 14,5 nm x 8,5 nm x 4,0 nm (Tan et al., 2008).

Devido a essa diferenca de tamanho molecular, HSA tende a entrar mais
facilmente nos poros da SBA 15, entretanto acredita-se que esteja ocorrendo o inverso,
visto que o tamanho da molécula néo ter sido fator predominante. Nesse caso, pode ser
corroborado com o estudo sobre o “efeito Vroman”, onde proteinas de baixo peso
molecular, a principio se ligam primeiramente a superficie do adsorvente, porém
proteinas maiores, caso da IgG, tendem a expulsar parte dessas proteinas com peso
molecular inferior e se ligar de modo mais estavel com a superficie do adsorvente.

No trabalho de Dahman e colaboradores (2013), os autores realizaram um
estudo, similar ao do presente trabalho, pois procuraram investigar o comportamento da
adsorcdo das proteinas BSA (Albumina Bovina) e BHb (Hemoglobina Bovina) em uma

solugdo binaria, utilizando como adsorvente um poliestireno baseado em uma resina de
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troca anionica. Os referidos autores negligenciaram as interagcdes proteina-proteina,
visto que utilizaram baixas concentragdes de proteinas. Inicialmente, observaram que as
quantidades adsorvidas para cada proteina em solucdo monocomponente foram
préximas. Todavia, ao analisarem os resultados em solucdo binaria, seguindo a mesma
proporcdo de mistura do presente trabalho, ou seja, nos mesmos casos I, Il e IlI,
observaram que uma proteina afeta a adsor¢do da outra. Esse efeito de impedimento
estérico pode ser atribuido as possibilidades de interacfes moleculares na solucéo e na
superficie do adsorvente. Tais efeitos também devem esta ocorrendo no presente estudo,
devido a diferenca de quantidades adsorvidas a medida que aumenta a propordo de uma
proteina em relacdo a outra.

Ainda sobre o trabalho de Dahman e colaboradores (2013), os autores
conseguiram obter as quantidades individuais de cada proteina, mesmo em mistura,
através das medidas de absorbancia em diferentes comprimentos de ondas. Os autores
observaram que nos experimentos em mistura binaria (50/50, em massa), a presenca de
uma proteina inibe a adsorcdo da outra quando comparado com os resultados utilizando
a solucdo monocomponentes. BSA sofreu maior inibicdo, diminuindo sua quantidade
adsorvida em 59%, enquanto que BHb diminuiu cerca de 29%. Essas diferencas
significativas entre elas podem ser explicadas pela maior afinidade da BHb pela resina
anidnica. Além disso, outra explicacdo refere-se as forcas de repulsdo entre as cargas da
molécula de BSA possivelmente tenham causado um auto impedimento estérico. Os
autores mencionaram que, aparentemente, a presenca de ambas as proteinas causaram
um efeito estérico na adsorcdo provavelmente devido a competicdo pela superficie do
adsorvente e, além disso, as interacGes entre as moléculas da proteina em solugdo
(Dahman e Jayasuriya, 2013).

Associando essa discussdo com os resultados do presente trabalho, de fato,
uma competicdo era esperada que ocorresse e isso pode vir a ser uma justificativa para
essas diferencas de quantidade adsorvida, entre 1gG e HSA. No presente trabalho foi
possivel observar que a mistura com maior proporcao de HSA (caso 1) ndo foi suficiente
para proporcionar elevada quantidade de proteina total adsorvida em solugdo. Portanto,
HSA sofre maior efeito estérico ocasionado pelas interagGes de carater repulsivo entre
cargas de mesmo sinal entre a superficie do adsorvente e a carga liquida da proteina.

Esses argumentos citados podem ser corroborados com os resultados das
eletroforeses de cada ensaio realizado. Desta forma poderdo ser concluidas quais

proteinas estdo sendo adsorvidas preferencialmente em cada adsorvente. Logo, a Figura
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3.19 apresenta as eletroforeses das amostras obtidas dos ensaios em mistura para os trés

casos utilizando cada um dos adsorventes estudados.

Figura 3.19 — Eletroforese SDS page com revelador comassie brilhante blue dos
ensaios com misturas de proteinas (IgG/HSA) nos trés casos estudados utilizando
Zn/Al-HDL (A) e SBA 15 FTMB (B). Proteinas diluidas em tampédo TRIS/HCI 25
mM pH 7,2 (HDL) e 9,0 (SBA). Indicacdo dos pocos: Padrdo de Peso Molecular
(HMW), Concentragdes Iniciais (CI): 0,5, 1,0, 2,0 e 4,0; e Concentragdes Finais
(CF): 0,5, 1,0, 2,0 e 4,0; Padréo de IgG com alto grau de pureza (IgG). Proteinas do
padraio HMW: Miosina (220 kDa), a-macroglobulina (170 kDa), B-Galactosidase
(116 kDa), Trasnferrina (76 kDa ) e Lutamic Dehidrogenase (53 kDa)
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Foram analisadas treze amostras para as eletroforeses com Zn/AL-HDL e
nove com o SBA-15 FTMB, conforme pode ser visualizado na Figura 3.19. Em ambas

as eletroforeses, o primeiro poco foi selecionado para o padrdo de proteinas obtida da

Sigma (HMW), os pocos seguintes foram das amostras dos ensaios de adsor¢do com as

diferentes concentrag¢fes no inicio e no fim da adsorcédo, além dessas, foram utilizados

nos ultimos dois pocos da eletroforese com SBA 15 FTMB, a proteina padrdo 1gG e o
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padrdo de proteinas (HMW). As amostras analisadas apds a adsorcao representaram as
proteinas na fase liquida, e consequentemente, uma diminuicdo na banda de uma
determinada proteina denotou que a mesma foi retida no adsorvente.

Analisando as eletroforeses a partir dos ensaios em mistura com Zn/Al-HDL
observou-se que 0s pocos representando as concentracfes finais de cada concentracdo
teve consideravel diminuicdo na banda de 1gG (canto superior de cada po¢o) indicando
que a IgG foi adsorvida, em contrapartida a banda representante de HSA teve relativa
diminuicdo. Tais constatacdes podem ser visualizadas pela comparacdo das amostras
antes e apés a adsorcdo. Observou-se também que a medida que aumenta a propor¢éo
de 1gG na mistura (Caso | < Caso Il < Caso Ill) a intensidade da banda de HSA sofreu
pouquissima alteracdo mostrando que a quantidade adsorvida total foi representada
majoritariamente por quantidade de IgG retida no adsorvente, porém quantidade de
HSA foi adsorvida. Entretanto, a medida que aumentou as concentracdes iniciais em
cada um dos trés casos, a intensidade de ambas as bandas de cada proteina foi
diminuida, porém com maior destaque para as bandas de IgG. O “efeito Vroman” deve
estar ocorrendo nesses ensaios de adsor¢cdo com mistura, porém nao impediu que parte
das biomoléculas de menor peso molecular fosse adsorvida na superficie do adsorvente.

No caso das eletroforeses com o adsorvente SBA 15-FTMB (Figura 3.19 B)
pode se observar nas concentragcdes da mistura de 1,0 e 2,0 mg/mL, que 1gG foi a
proteina com maior teor de adsorcédo, pois a diminuicdo significativa da intensidade da
banda dessa proteina nos pocos correspondentes a essas concentracdes. Enquanto que, a
intensidade da banda de albumina humana (HSA) apresentou leve diminuigcdo. Tais
constatacdes podem ser observadas nos trés casos estudados, onde de fato, a medida que
a proporc¢do de 1gG aumenta na mistura (Caso | > Caso Il > Caso Ill) a intensidade da
banda de 1gG sempre diminuiu mostrando que a IgG realmente apresentou maior
interacdo pelo adsorvente e foi a proteina mais representante na quantidade adsorvida
total. De acordo com a literatura (Vroman e Adams, 1969a; b), o “efeito Vroman” ¢é
ocasionado com maior intensidade quando as concentracfes de proteinas de baixo peso
molecular sdo elevadas. Portanto, & medida que a concentracdo de HSA na mistura
diminui, esse efeito € menos significativo, e mesmo assim a HSA ainda consegue ter
consideravel interacéo pelo adsorvente estudado.

Esses resultados com mistura de proteinas foram importantes para ter uma
perspectiva desses dois adsorventes estudados na purificagdo ou simplesmente na pré-

purificacdo de IgG humana, proteinas estas responsaveis pela defesa do sistema
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imunologico. Confirmou-se através desses ensaios em mistura que ambos 0S
adsorventes apresentaram elevada interacdo por IgG, entretanto consideravel HSA foi
adsorvida. Tais resultados mostraram que nessas condi¢des estudadas ambos o0s
adsorventes sdo mais indicados para ensaios com proposito de uma pré-purificacdo de
IgG. Ou seja, esses adsorventes quando utilizados nessas condi¢des operacionais,
podem vir a serem bons adsorventes, como por exemplo, em etapas intermediarias na

purificacdo de IgG.

3.3.5.3 Ensaios com soro humano

A Figura 3.20 apresenta o perfil de adsorcdo de proteinas presente no soro
humano que foram adsorvidas nos adsorvente Zn/Al-HDL e SBA 15-FTMB. As
amostras de soro humano apresentam: HSA, em torno de 60%, em seguida IgG,
transferrina e outras proteinas de diferentes pesos moleculares. Observou-se que
SBA15-FTMB forneceu quantidade de proteinas adsorvidas bem superior ao Zn/Al-
HDL. Enguanto que a quantidade de proteinas adsorvidas em SBA 15 foi proxima de
300 mg/g, a quantidade de proteinas adsorvidas no HDL foi, em torno de, 100 mg/g.
Tais resultados podem vir a ser explicados devida a enorme diferenca da area superficial
entre esses dois materiais. Além disso, salienta-se que nas amostras de soro humano ha
uma variedade de proteinas diferentes de HSA e IgG, portanto maior competicdo deve
estar ocorrendo. As analises de eletroforese podem fornecer uma confirmacéo de quais
proteinas estdo sendo adsorvidas em ambos os adsorventes.

A partir desses ensaios com soro humano observou-se que a quantidade total
de proteinas adsorvidas diminuiu consideravelmente em ambos os adsorventes.
Utilizando a SBA 15-FTMB a adsorcdo foi cerca de trés vezes inferior ao comparar com
os dados de adsor¢do monocomponentes contendo apenas IgG. Em relacdo a quantidade
total de proteinas adsorvidas em Zn/Al-HDL observou-se diminuigdo ainda maior, cerca
de dez vezes menor que 0s ensaios em monocomponentes. Essas destacadas diferencgas
de guantidades adsorvidas estdo relacionadas a alguns fatores. Primeiro, 0 método de
quantificacdo de proteinas para 0s ensaios com o soro humano foi realizado de acordo
com a metodologia de Bradford (1976). Relata-se na literatura que ha a possibilidade de
erros significativos ao utilizar essa metodologia. Entretanto, essa metodologia é muito

utilizada. Além disso, ha a presenca de inimeras proteinas contidas no soro humano a
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qual possibilita uma maior competicdo entre elas para interagir com a superficie do

adsorvente.

Figura 3.20 — Experimentos em batelada com os
adsorventes Zn/Al-HDL (A) e SBA 15-FTMB (m)
com amostras do soro humano diluido em tampdo
TRIS-HCI. Condicdes: Tempo de 4 h, massa de
adsorvente de 15 mg e volume de amostra de 3,0 mL.
Quantificacdo de proteinas totais a partir do método
de Bradford (Bradford, 1976)

400

350;
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250;
200;

q (mg/g)

150 ~
100 ~
50 ~
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Fonte: elaborado pelo autor

Os adsorventes utilizados no presente estudo apresentaram diferencas

significativas com relagdo as propriedades texturais, desse modo as SBA 15-FTMB, por

possuirem maior area superficial, apresentam facilidade em acomodar maiores

quantidades de biomoléculas presentes no soro humano. As amostras de eletroforese,

conforme Figura 3.21, possibilitaram observar quais proteinas apresentaram maior

concentracdo na fase liquida e consequentemente menor adsor¢do na superficie do

adsorvente.

Note que a banda correspondente ao peso molecular da HSA (66 kDa) foi

muito concentrada na maioria das amostras analisadas, indicando que a HSA foi de fato

a proteina em maior quantidade no soro humano. No entanto, outras proteinas com

menor concentragdo no soro humano e pesos moleculares proximos as da HSA podem
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estar camufladas nessa regido, portanto as alteracGes nessa mesma regido ndo indicam
que apenas HSA esta sendo adsorvida.

Figura 3.21 — Eletroforese SDS page com revelador comassie brilhante
blue dos ensaios com soro humano e os adsorventes SBA 15-FTMB (A)
e Zn/Al-HDL (B). Proteinas diluidas em tamp&o TRIS/HCI 25 mM pH
7,2 (HDL) e 9,0 (SBA 15). Indicacdo dos pocos: Padrdo de Peso
Molecular (HMW), Amostra Inicial (Ci) e Amostra Final (Fij), onde “i”
variou-se de 1,0 a 7,0 mg/mL e “j” refere-Se as amostras, em duplicatas,
ap6s a adsorcdo. Padrdo de 1gG (IgG) e Padrdo de HSA (HSA).
Proteinas do padrdo HMW: Miosina (220 kDa), a-macroglobulina (170
kDa), B-Galactosidase (116 kDa), Trasnferrina (76 kDa ) e Lutamic
Dehidrogenase (53 kDa)

(A)

220 KDa -
170 KDa -
116 KDa -

76 KDa -
53 KDa -~

HMW 11 FI1 F12 12 F21 F22 I3 F31 F32 W F41 F42 IS FS1 FS2 IgG HSA

(B)

220 KDa -
170 KDa -
116 KDa -

76 KDa —

53 KDa -

HMW 11 FI1 F12 12 F21 F22 13 F31 F32 M F41 F42 IS FS1 FS2 IgG HSA

Fonte: préprio autor.

Analisando a Figura 3.21 foi possivel notar que a regido correspondente a
banda de 1gG (massa molecular de 150 kDa) teve considerdvel diminuicdo em sua
intensidade mostrando que a IgG foi uma das principais proteinas adsorvidas nos
ensaios com o soro humano em ambos os adsorventes. As amostras antes e apos a
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adsorcdo com o adsorvente Zn/Al-HDL apresentou relativa diminui¢do nas bandas
correspondentes ao peso molecular da HSA, em relacdo a SBA 15-FTMB.

Diante dos resultados apresentados pode-se confirmar que, ambos 0s
adsorventes, apresentaram alta capacidade por adsorcédo de proteinas. Todavia, o fato de
ndo apresentarem significativa seletividade pela proteina de interesse (IgG) faz desses
adsorventes pouco propicios a serem utilizados como matrizes cromatograficas
objetivando a purificacdo de IgG humana. Entretanto, desde os resultados em batelada,
foi notdrio a elevada capacidade desses materiais por IgG, quando utilizada solucdes
monocomponentes. Portanto, ambos os materiais podem vir a ser utilizados como
matrizes cromatograficas em etapas intermediérias visando a purificacdo de 1gG. Ou nos
casos em que o objetivo for apenas concentrar 1gG a partir de uma solugdo contendo
uma mistura de outras proteinas indesejaveis. De fato, mais analises devem ser
realizados a fim de confirmar com maior grau de confiabilidade que 1gG esta sendo de

fato adsorvida efetivamente.

3.4 Concluséo Parcial

Foram obtidos com éxito os Hidroxidos Duplos Lamelares e as silicas
mesoporosas do tipo SBA 15. Os HDL apresentaram area superficial muito inferior as
SBA 15, cerca de quatro vezes, entretanto o Zn/Al-HDL proporcionou quantidades de
IgG adsorvidas comparaveis as SBA 15. A ligacdo por coordenacao proporcionada pelo
metal Zn do Zn/Al-HDL foi a provavel justificativa para a alta capacidade de ligacdo
por 1gG. Em contrapartida, a insercdo do heterodtomo de zirconio nas SBA 15 ndo
favoreceu a adsorcdo de IgG humana. O ponto isoelétrico (pl) das proteinas foi fator
importante na justificativa das diferentes quantidades de proteinas adsorvidas com a
mudanga do pH do meio. Ambos adsorventes apresentaram maior interacdo pela
proteina de interesse (IgG), entretanto as analises de eletroforese SDS-PAGE dos
ensaios de purificagdo com misturas binarias e soro humano mostraram que essas
matrizes cromatograficas sdo mais indicadas para uma pré-purificacdo de IgG humana

ou concentra¢do da mesma.
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4 PURIFICACAO DE IgG HUMANA POR CROMATOGRAFIA DE
PSEUDOAFINIDADE

4.1 Objetivos Especificos

Os objetivos deste tdpico foram:

Sintetizar o composito de quitosana/alginato epoxidado com corantes
(reativo vermelho 120 e procion red MX-5B) imobilizados para atuar como matrizes
cromatograficas de pseudoafinidade.

Realizar experimentos em batelada para a investigacao da influéncia do pH,
do tempo de contato e das isotermas de adsorcéo.

Realizar ensaios cromatograficos preliminares com amostras de 1gG de alta
pureza e com o soro humano utilizando as matrizes de pseudoafinidade sintetizadas.

Realizar ensaios comparativos entre essas matrizes sintetizadas e duas
matrizes comerciais de afinidade da linha Hitrap (Protein A HP e Blue HP) utilizando o
sistema FPLC Contichrom. Ensaios com amostras de solu¢des monocomponentes das
proteinas modelos IgG e HSA, solucbes binarias (IgG/HSA) e solugbes com o soro
humano.

Analisar por eletroforese SDS-PAGE as amostras coletadas durante todos 0s
experimentos com mistura e com o soro humano a fim de confirmar a seletividade das

matrizes sintetizadas por IgG humana.

4.2 Materiais e Métodos

4.2.1 Reagentes

Os corantes, Reativo Vermelho 120 (RV120) e Procion Red MX-5B (PR-
MX), o soro humano do tipo AB, os padrdes de proteinas de alta pureza (IgG humana e
HSA), o0s reagentes acido morfolinopropano sulfénico (MOPS), é&cido
hidroxietilpiperazina etano sulfénico (HEPES), Trizma-base (TRIS), Coomassie
Brilliant Blue, tetraetilortosilicato (TEOS), copolimero tribloco Plurdnio P123
(PEO20PPO70PEQ20) e HCI foram adquiridos da Sigma-Aldrich (USA). Albumina do
soro bovino (BSA) foi obtida da Inlab, a quitosana em pé foi obtida da Polymar

(Brasil), alginato de sddio da Vetec, Brasil, epicloridrina e N-N-dimetilformamida da
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Dinamica, Brasil. O marcador de alta massa molar contendo as seguintes proteinas:
miosina 212 kDa, ap-macroglobulina 170 kDa, B-galactosidase 116 kDa, transferrina 76
kDa e desidrogenase glutdmica 53 kDa, foi adquirido da GE Healthcare (EUA). Os
outros reagentes utilizados foram todos de grau analitico e para a preparagédo de todas as

solugdes utilizou-se a agua ultrapura Mili-Q (Millipore, EUA).

4.2.2 Sinteses do compdsito de Quitosana/Alginato Epoxidado

A sintese da matriz a base de quitosana vem sendo realizada com sucesso
em nosso grupo de pesquisa desde 2010, quando este material foi primeiramente
utilizado na adsorcéao de proteinas.

O procedimento de preparagdo do compoésito de quitosana baseou-se na
metodologia de Fangkangwanwong e colaboradores (2006), adaptado por Adriano e
colaboradores (2008) com a adicdo de alginato. O material foi preparado em duas
etapas, sendo a primeira etapa para a formacdo do gel de quitosana/alginato, e a segunda
etapa caracterizada pela modificacdo quimica. Inicialmente, 10 g de quitosana foram
dissolvidas em 400 mL de solucdo de acido acético 5% (v/v) e mantidos sob agitacédo
mecanica (TECNAL, modelo TE-165, Brasil) até total solubilizagdo, por
aproximadamente 40 min. Em seguida, foram adicionados 40 mL de metanol e 4 mL de
anidrido acético. Apds 1 h, foram adicionados 10 g de alginato de sddio 2,5% (m/v) ao
sistema e mantido sob agitacdo por 1 h. Esta solucdo foi adicionada a 3,6 L de solucédo
de NaOH 0,1 M para a formagéo do gel e mantido sob agitagdo moderada por 4h, sendo
depois lavado com agua destilada, para retirar o excesso de NaOH.

A Figura 4.1 apresenta o procedimento para obtencdo do composito a base
de quitosana. Para cada 10 g de gel obtido, foram adicionados 100 mL de N-N-
dimetilformamida e mantido por 30 min a 60 °C em um reator termostatizado, sob
constante agitacdo. Em seguida, foram adicionados 0,8 g de KOH dissolvido em 3 mL
de isopropanol e, ao final, 10 mL de epicloridrina. Em seguida o sistema foi mantido

sob agitacdo a 60 °C por 12 h.
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Figura 4.1 — Procedimento de preparacdo do compdsito de quitosana/alginato epoxidado
proposto por Fangkangwanwong e colaboradores (2006) com a adicdo de alginato de
sodio

v
Quitosana Acido acético 5% Gelde N.N
Quitosana l Dimetilformamida
Metanol e -
Anidrido Acético 30 min a 60 °C em Reator
N Termostatizado
Alginato de Sodio i
v KOH, Isopropanol e
NaOHO0,1 M Epicloridrina
/ l
Lavagem com agua Sistema mantido pr
destilada agitacao branda por 12h
a 60 °C

Fonte: elaborado pelo autor.

4.2.3 Imobilizagéo dos corantes (RV120 e PR-MX) em QAE

Os corantes, Reativo Vermelho 120 (RV120) e Procion Red MX-5B (PR-
MX) foram imobilizados no compdsito de quitosana/alginato epoxidado (QAE), de
acordo com o procedimento descrito por Ruckenstein e Zeng (1998) com algumas
modificacdes.

Primeiramente, foi adicionado 1,0 g do compoésito de Quitosana/Alginato
Epoxidado (QAE) em 100 mL da solugdo de corante (1 mg/mL) a temperatura de 60 °C
por 1 h sob agitacdo constante de 200 rpm. Em seguida, adicionou-se 5 mL da solucéo
aquosa de NaCl (20% m/m) mantendo a agitacdo constante e temperatura 60 °C, a fim
de assegurar a adsorcao do corante. Ap6s 30 min adicionou-se 2 mL da solugdo aquosa
de Na,COg3 (25% m/m) com o objetivo de aumentar o pH para 10,5 e acelerar a reagéo
quimica entre o corante e 0 composito QAE. Esta solu¢do foi mantida durante 4 h a
temperatura de 60 °C. Apds o término desta etapa, lavou-se o compdsito com o corante
imobilizado com agua destilada quente, metanol, NaCl 2,0 M, Uréia 6,0 M, Tween 80

1%, agua destilada, tampé&o de ensaio e finalmente com solucdo de HSA. Estas lavagens
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foram necessarias para retirar corantes fracamente ligados a superficie do adsorvente e
desta forma impedir futuras contaminagdes nos ensaios de adsor¢éo.

Apo6s a imobilizagdo os materiais finais foram nomeados com a sigla do
composito de Quitosana/Alginato Epoxidado (QAE) acrescidos com as iniciais dos dois
corantes, sendo assim denominados de: QAE-RV120 e QAE-PR-MX.

4.2.4 Experimentos de adsor¢cdo em batelada

Os experimentos em batelada foram realizados em duplicata a 22 °C, a fim
de determinar o efeito do pH, utilizando diferentes solu¢des tamponantes (Fosfato de
sodio (FOSFATO), MOPS, HEPES e TRIS-HCI), e as curvas de cinética e isoterma de
adsorcdo de IgG com os adsorventes sintetizados. Para realizar tais ensaios, foi pesado
uma massa de 15 mg de adsorvente e colocado em contato com 3,0 mL da solugédo de
proteina em tubos de acrilico. Os tubos foram agitados em agitador orbital (Tecnal TE-
165, Brasil) durante o tempo necessario para atingir o equilibrio. Ao final de cada
experimento as amostras foram coletadas e centrifugadas em microcentrifuga
refrigerada (CT-15000R CIENTEC) por 10 min com rotacdo igual a 10000 G e, em
seguida, a absorbancia de cada amostra foi lida. A concentracdo de cada proteina na fase
liquida (sobrenadante) foi determinada por absorbancia no UV-Vis da luz no
comprimento de onda de 280 nm (UV-Vis Biomate 3, ThermoScientific, EUA).

A massa da proteina adsorvida por massa de adsorvente (mg/g), no estado

do equilibrio foi calculada usando o balango de massa descrito pela equacéo 1:

V(CO - Ceq)

q=— — )
em que Cp e Ceq (Mg/mL) sdo as concentragdes iniciais e no equilibrio na fase liquida, g
(mg/g) é a quantidade de proteina adsorvida na fase sélida, mags (g) € a massa de
adsorvente e V (mL) é o volume de solucdo da amostra.

Efeito do pH na adsorcdo de proteinas: solugdes contendo IgG foram
preparadas por dissolucdo dessa proteina (1,0 mg/mL) em solugdes tampGes a 25 mM
de forma a alcancar a faixa de pH de 6,0 — 8,2 utilizando os tampdes: FOSFATO;
MOPS; HEPES e TRIS-HCI. O tempo de contato foi de 2 h entre proteina e adsorvente
sob agitacdo constante de 18 rpm.
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Cinetica e isoterma de adsorcdo: para a obtencdo dos perfis cinéticos,
foram realizados experimentos em batelada similar aos realizados no estudo do pH.
Entretanto, o tempo de contato entre proteina e adsorvente foi varidvel, compreendendo
a faixa de 5,0 a 360 minutos. Esses ensaios apresentaram como finalidade a obtencéo do
tempo necessario para alcancar o equilibrio de adsor¢do. Com o tempo de equilibrio
estabelecido, foram levantados os perfis de isotermas de adsor¢cdo com a proteina
modelo 1gG. A faixa de concentracdo inicial utilizada foi de 0,5 a 6,0 mg/mL. Os
modelos de Langmuir e Langmuir-Freundlich, descritos pelas equacbes (2) e (3),
respectivamente, foram usados para ajustar aos dados experimentais usando o programa
Origin®, Microcal, USA.

_ qmakaCeq (2)
ARETUN
_ qmax (kDLFCeq )” (3)
q= "
1+ (kDLFCeq)

em que gmax (MY/g) é a quantidade maxima de adsorcéo, Ceq (Mg/mL) € a concentracéo
de proteina em solucdo no equilibrio, Kp e Kpg sd0 as constantes de Langmuir e
Langmuir-Freundlich, respectivamente, as quais relacionam a afinidade entre a proteina
e adsorvente, n é o coeficiente para 0 modelo de Langmuir-Freundlich, relacionado a
heterogeneidade da superficie do adsorvente.

4.2.5 Ensaios cromatogréaficos preliminares

Os ensaios cromatograficos preliminares foram realizados com a proteina
IgG de alta pureza e com a solucdo diluida do soro humano. Apos todos 0s ensaios
cromatogréaficos realizou-se o balanco de massa para determinar a quantidade e o
percentual massico de cada etapa. O sistema foi constituido por: uma bomba peristaltica
(Watson Marlow, Modelo Q 400), uma coluna cromatografica (C 10/10 da GE
Healthcare), empacotada com a fase estacionaria, um coletor de fraces (Buchi, Modelo
C-660) e um espectrofotdmetro (Termocientific Biomat 3).

Os experimentos cromatograficos com a proteinas 1gG de alta pureza foram

realizados com a injecdo de um pulso de 10 mL de solucdo de proteina com
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concentracdo de 1,0 mg/mL, vazdo de 0,8 mL/min e massa de adsorvente de 0,5 g,
proporcionando um leito com 1,4 cm de altura. A solugéo de IgG foi preparada com o
tampédo TRIS-HCI 25 mM no pH 7,2.

As analises cromatograficas com amostras de soro humano apresentaram
concentracdo inicial aproximadamente de 5,0 mg/mL e foi diluida no tampao TRIS-HCI
pH 7,2. O volume injetado na coluna foi de 15 mL, volume este que proporcionou a
saturacdo do leito, e todas as amostras foram coletadas para a realizagcdo do balango de
massa.

Os ensaios cromatograficos apresentaram quatro etapas distintas:

l. Adsorcédo (A): etapa inicial de cada experimento cromatografico caracterizando-
se pela adsorcéo de proteinas ap6s a injecdo de amostras contendo IgG ou soro
humano.

Il. Lavagem (L): etapa destinada a retirar as impurezas no sistema através da
passagem de uma solucdo de lavagem (préprio tampéo de adsor¢do). Nesse caso,
as impurezas foram qualquer biomolécula que ndo interagiu ou interagiu
fracamente com a fase estacionéria.

I Eluicdo (E): etapa caracterizada pela elui¢do das biomoléculas que foram retidas
na coluna. A solucdo de eluicdo foi composta pelo tampéo de adsor¢éo acrescido
de NaCl 1,0 M.

IV.  Regeneracdo (R): a etapa da regeneracdo se caracterizou pela passagem de uma
solucdo de NaOH 0,5 M a fim de retirar quaisquer residuos de proteinas no
sistema. Essa etapa foi essencial para tornar a coluna pronta para novos ensaios

cromatograficos.

4.2.5.1 Determinacao de proteinas totais

As concentracOes de proteinas totais nas fracGes das amostras com soro
humano foram determinadas de acordo com a metodologia de Bradford e utilizou-se
albumina de soro bovino (BSA) para a construgdo da curva analitica para este método,
conforme metodologia descrita por Bradford (1976) e descrita no topico 2.7.1 do

capitulo I1.
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4.2.5.2 Eletroforese (SDS-PAGE)

A técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida sob condicGes
desnaturantes e ndo redutoras (SDS-PAGE) foi utilizada para determinacdo da pureza
das fracOes proteicas obtidas nos ensaios com a solucgdo binaria e com 0s ensaios com o
soro humano, antes e apds a adsor¢do. A descri¢do detalhada do procedimento pode ser
verificado no topico 2.8 do capitulo I1.

4.2.6 Ensaios de purificacdo em FPLC

O sistema FPLC (Fast Protein Liquid Chromatograph) Contichrom da
Knauer permite a realizacdo de ensaios cromatograficos com colunas de afinidade e de
troca idnica. Esse sistema oferece a possibilidade de trabalhar em sistema continuo com
a presenca de até duas colunas cromatograficas simultaneamente com o propoésito de
aumentar a capacidade Util de cada coluna e do aumento da produtividade.

As condi¢cdes de operacdo utilizadas nesse sistema foram as mesmas
utilizadas nos ensaios preliminares, descritos anteriormente no item 2.5. Os ensaios de
adsorcdo de IgG foram realizados utilizando as duas fases estacionéria preparadas no
presente trabalho e duas novas colunas de afinidade (Hitrap Protein A HP e Hitrap Blue
HP). Essas colunas de afinidades comerciais sdo frequentemente utilizadas na
purificacdo de proteinas possibilitando um 6timo parametro de comparacdo com as
matrizes cromatograficas preparadas nesse estudo.

Amostras monocomponentes de IgG ou HSA, amostras binarias de 1gG e
HSA e amostras de soro humano diluido, foram as solucdes de injecdo no sistema
Contichrom. As condic¢des dos experimentos foram: volume de injecéo (3,0 mL), vazdo
(0,8 mL/min), tampdo de adsorc¢do (TRIS-HCI 25 mM e pH 7,2), tampéo de eluicao
(NaCl 1,0 M acrescido ao tampdo de adsor¢éo), concentragdes de proteinas (1,0 mg/mL
para as solucBes binarias e entre 4,0-5,0 mg/mL para o soro humano). Todas as
amostras dos picos das analises foram coletadas a fim de realizar a eletroforese e
averiguar o potencial desses adsorventes na purificacdo de 1IgG humana.

Solucdes binarias contendo as proteinas 1gG e HSA foram determinadas por
absorbancia no UV-Vis da luz no comprimento de onda de 280 nm (UV-Vis Biomate 3,
ThermoScientific, EUA). E as amostras de soro humano foram quantificadas de acordo

com a metodologia de Bradford (1976).
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4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Caracterizacdo das matrizes cromatogréafica de pseudoafinidade

A sintese do composito de quitosana/alginato epoxidado (QAE) vem sendo
realizado no nosso grupo de pesquisa ha alguns anos, e dados de caracterizagdo foram
publicados recentemente nos trabalhos de Gondim e colaboradores (2012 e 2014) e
Rodrigues e colaboradores (2013).

De acordo com as analises de FT-IR apresentadas no trabalho de Rodrigues
e colaboradores (2013), foi observado uma diminui¢do nas bandas dos grupos amino e
um aumento nas bandas dos grupos ep6xi indicando a modificacdo quimica que o gel de
quitosana/alginato sofreu. As imagens de microscopia electronica de varredura (MEV)
revelaram que a superficie do material final apresentou uma estrutura mais porosa e
rugosa do que o gel natural de quitosana/alginato. Os autores atribuiram essas
diferengas as modificacGes quimicas que ocorrem durante a sintese do composito de
quitosana/alginato epoxidado (QAE).

No trabalho publicado de Gondim e colaboradores (2014), os autores
realizaram analises térmicas no compdsito de QAE com o corante Cibacron Blue
imobilizado (QAE-Cib) e também com a matriz QAE. A curva termogravimetrica
indicou que o compdsito QAE sem corante apresentou maior estabilidade térmica em
comparagdo com 0 QAE-Cib. Quando sujeito a uma variacdo de temperatura de 30-900
°C foi observado uma perda de massa de 63% para QAE, enquanto que a perda de
massa para QAE-Cib foi de 79%. Os autores também avaliaram a perda de massa
através das curvas diferenciais (DTA) e observaram que a curva DTA da matriz QAE
sob N, apresentou picos caracteristicos de quatro estddios de perda de massa:
desidratacdo (25-90 °C); desacetilacdo e despolimerizacdo (250-400 °C); degradacgéo
dos residuos finais (750 °C), de acordo com Chaves e colaboradores (Chaves et al.,
2009). A partir das curvas DSC, os autores observaram nitidamente a transicdo de
primeira ordem e a formacdo de picos endotérmicos e exotérmicos. Observou a
presenca de um pico endotérmico em torno de 70 °C e um pico exotérmico a 250 °C,
provavelmente devido a decomposicdo do alginato de sodio (Rajendran e Basu, 2009).

No tdépico a seguir (4.3.2), serdo apresentados dados fundamentais em
batelada da adsorcdo da proteina IgG nas matrizes cromatogréficas de afinidade, QAE-

RV120 e QAE-PR-MX. Posteriormente, ensaios cromatograficos foram realizados a fim
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de determinar o real potencial dessas matrizes de afinidade objetivando a purificacdo de
IgG humana. Por fim, foram realizados ensaios comparativos entre as matrizes
cromatogréficas sintetizadas no presente trabalho e matrizes comerciais de afinidade da
linha Hitrap (Protein A HP e Blue HP). Esses ultimos ensaios foram realizados em

FPLC (Fast Protein Liquid Chromatograph) no “Sistema Contichrom”.

4.3.2 Experimentos em batelada com QAE-RV120 e QAE-PR-MX

Adsorcao de proteinas € um tema de grande relevancia que vem sendo
muito estudado h& décadas. A adsorcdo dessas biomoléculas pode ser influenciada por
diferentes parametros, das quais podem ser citados: temperatura, pH e forca ionica do
meio, além da composicdo do tampédo (Rabe et al., 2011).

Adsorcao de proteinas por cromatografia de afinidade é influenciada pelo
ponto isoelétrico (pl) da proteina. Onde, o pl representa o pH na qual a carga da
proteina é neutra e portanto, as interagdes proteina-proteina sdo minimizadas. Dessa
maneira, as proteinas tendem a interagir mais facilmente com os ligantes de afinidade,
proporcionando normalmente elevadas quantidades adsorvidas. Todavia, o ligante de
afinidade deve apresentar consideravel interacdo especifica pela proteina de interesse.
Nesse trabalho foram utilizados corantes ligantes, a qual conferem normalmente
matrizes cromatogréaficas de média afinidade pela biomolécula de interesse.

Os ligantes de alta afinidade, chamados de ligantes bioespecificos, por
exemplo, as proteinas A e L, se ligam com maior afinidade quando comparado aos
ligantes pseudobioespecificos (corantes). Fornecendo assim, matrizes de afinidade com
elevado potencial na purificacdo de proteinas. No entanto, o elevado custo desses
ligantes e as condic¢des drasticas de eluicdo para esses sistemas, a qual pode acarretar
em perda de atividade significativa das proteinas, tornam um processo caro. Em
contrapartida, as condicdes de elui¢do, quando utilizados corantes como ligantes, séo
bem mais amenas, utilizando apenas sal (NaCl 1,0 M) acrescido ao tampdo de adsorgéo.

Os trabalhos com cromatografia de afinidade com corantes imobilizados no
composito QAE foi iniciado com o proposito de obter um adsorvente eficiente na
purificacdo de IgG humana a partir de amostras tipicas de soro humano. Recentemente
foram publicados dois artigos (Gondim et al., 2012; Gondim et al., 2014) do nosso
grupo de pesquisa para a investigacdo do uso do corante Cibacron blue F3GA

imobilizado na matriz QAE objetivando a purificagdo de 1gG humana. Os autores
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observaram muitas vantagens na utilizacao desse ligante de afinidade para interagao por
dominios especificos da 1gG. Além das condigdes amenas na eluicdo, a facil sintese da
matriz cromatografica foi outra vantagem observada. Portanto, a partir desses
satisfatorios resultados buscou-se na literatura novos corantes indicados a interagir de
forma seletiva com a proteina de interesse. E os corantes, reativo vermelho 120
(RV120) e procion red MX-5B (PR-MX), foram os escolhidos para continuar esses
estudos preliminares, com inicial propdsito em superar os resultados obtidos com o
corante cibacron blue F3GA.

Efeito do pH na adsorcéo de 1gG: a investigacdo do efeito do pH e do
tampdo foi o primeiro ensaio em batelada que teve como objetivo observar a
dependéncia do pH na adsor¢do de 1gG. Logo, diferentes tampdes bioldgicos
(FOSFATO, MOPS, HEPES e TRIS-HCI) e distintos pH foram utilizados, sempre
respeitando a faixa operacional de cada tampao.

A Figura 4.2 apresenta os resultados de quantidade de 1gG adsorvida nos
adsorventes QAE-RV120 e QAE-PR-MX utilizando diferentes sistemas tamponantes. A
faixa de pH estudada foi de 6,2 a 8,2 e todos tamp®es apresentaram forca idnica de 25
mM. Salienta-se que a faixa estuda de pH correspondeu uma ampla faixa do pl da IgG.
Relata-se na literatura (Bresolin et al., 2010) que a proteina IgG, diferentemente de
outras proteinas (ex. HSA, lisozima, BSA, hemoglobina), apresenta um pl variavel entre
6,3 2 9,0 devido a presenca das subclasses 19G;, 19gG,, 1gG; e 19G,.

Conforme Figura 4.2, observou-se que a quantidade de 1gG adsorvida foi
elevada no sistema em que a proteina 1gG foi diluida com o tampdo TRIS-HCI 25 mM
(pH 7,2) proporcionando quantidades de 1gG adsorvidas de 80,0 e 120,0 mg/g,
respectivamente com QAE-RV120 e QAE-PR-MX. A adsor¢do de IgG quando a
proteina estava diluida em tampédo HEPES (pH 6,8) também foi expressiva, com valores
proximos de 70,0 e 120,0 mg/g, respectivamente com QAE-RV120 e QAE-PR-MX.

No primeiro trabalho publicado por Gondim e colaboradores (2012) os
autores observaram que a adsorc¢do de IgG com maior intensidade ocorreu no pH 6,0,
com quantidade de 1gG adsorvida de 43,34 mg/g. Todavia, os autores nesse trabalho
investigaram apenas um unico tampdo (FOSFATO). Sabe-se incialmente que em pH
6,0, a proteina IgG se encontra ligeiramente abaixo do pl e portanto, com carga aparente

predominantemente positiva.
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Figura 4.2 — Efeito do pH e do tipo de tampédo na
adsorcéo de 1gG utilizando QAE-R120 (a) e QAE-
PR-MX (b). Concentracdo de 1gG: 1,0 mg/mL;
Tempo de analise: 2,0 h; massa de adsorvente: 15
mg; volume de solucdo de proteina: 3,0 mL;
agitacdo constante em orbital shaker: 18 rpm
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Fonte: elaborado pelo autor.

Conforme relatado por Bayramoglu e colaboradores (2007a), a presenca de
grupos sulfonatos no corante ligante tem uma contribuicdo mais sensivel para valores
menores de pKa e, sob esta condi¢do (pH 6,0), o ligante corante tende a estar carregado

negativamente. Uma vez que o ponto isoelétrico da IgG esta na faixa de 6,3-9,0, logo
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em pH 6,0, a IgG possui carga liquida total positiva e pode interagir principalmente com
as cargas negativas do corante-ligante por interacdes eletrostaticas. Contudo, devido a
ionizacdo de varios grupos de 1gG (cadeias laterais de aminoacidos) e do Cibacron Blue
(grupos sulfonato, grupos amino e anéis hidrofébicos), podem também estar presentes
ligacbes de hidrogénio, interacbes hidrofébicas e eletrostaticas. Wongchuphan e
colaboradores (2009) estudaram adsorgéo de 1gG de coelho (com alta pureza) utilizando
a resina Streamline com ligantes imobilizados. Esses autores investigaram uma grande
faixa de pH (entre 4,0 e 9,0, com trés tampdes diferentes) e encontraram a adsorcao de
IgG de coelho de 32,0 mg/mL também em pH 6,0.

No trabalho de Gondim e colaboradores (Gondim et al., 2014) publicado
recentemente, os autores concluiram o estudo com o corante cibacron blue F3GA ao
investigarem a influéncia de diferentes sistemas tamponantes na adsorcdo de 1gG. Os
autores observaram que na presenca do tampdo HEPES (pH 6,8) a quantidade de IgG
adsorvida foi aproximadamente 80 mg/g, valor ligeiramente superior ao obtido na
presenca do tampdo TRIS-HCI 25 mM, pH 7,8 (70,0 mg/g). Essas mesmas observacoes
foram verificadas no presente trabalho, visto que a adsorcdo mais significativa de IgG
ter ocorrido na presenca dos tampdes TRIS-HCI (pH 7,2) e HEPES (pH 6,8).

Para os proximos ensaios foram investigados o comportamento da cinética
de adsorcdo de 1gG e a performance dos perfis de isotermas de adsor¢cdo com ambos 0s
adsorventes. Para esses ensaios foi definido dar prosseguimentos com apenas o tampéao
TRIS-HCI 25 mM (pH 7,2), por apresentar os resultados mais promissores para
quantidade de 1gG adsorvida.

Cinética e isoterma de adsorcdo de IgG: para interpretar como ocorre a
adsorcdo em diferentes tempos de contato entre proteina-adsorvente foram necessarias
obter as curvas de cinética de adsorcdo, onde se determinou o tempo de equilibrio do
sistema. A partir da Figura 4.3, foi observado um decaimento na concentragéo de 19G
relativamente lento e o tempo de equilibrio observado foi de 240 min (4,0 h) nas duas
matrizes de afinidade estudadas. Portanto, com esse tempo de equilibrio definido, os
ensaios de isotermas de adsorcdo foram entdo iniciados a fim de obter as quantidades

maximas de IgG adsorvida em cada um dos adsorventes analisados.
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Figura 4.3 — Perfil da cinética de adsorcdo de IgG
utilizando as matrizes de afinidade: QAE-RV120 (a) e
QAE-PR-MX (b). Tempo de anélise: 0 & 360 min;
concentragdo de I1gG: 1,0 mg/mL; massa de
adsorvente: 15 mg; volume de solugdo de proteina:
3,0 mL; tampdo de diluicdo: TRIS-HCI 25 mM
(pH7,2); agitacdo constante em orbital shaker: 18 rpm
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Fonte: elaborado pelo autor

Isotermas de adsorcéo: a Figura 4.4 apresenta os perfis de isotermas de
adsorcdo de IgG em QAE-RV120 e QAE-PR-MX. Observam-se perfis do tipo
favoraveis, isto &, isotermas do tipo Langmuir. Em baixas concentra¢es de proteinas
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disponiveis no meio, elevada quantidade adsorvida de IgG e em concentracBes mais
altas foi atingido um plato.

Figura 4.4 — Perfis de isotermas de adsor¢édo de 1gG
utilizando as matrizes de afinidade: QAE-RV120 (a)
e QAE-PR-MX (b). Tempo de andlise: 240 min;
massa de adsorvente: 15 mg; volume de solugédo de
proteina: 3,0 mL; tampéo de diluicdo: TRIS-HCI 25
mM (pH7,2); agitacdo constante em orbital shaker:
18 rpm. Modelos de ajustes de Langmuir (linha
continua) e Langmuir-Freundlich (linha tracejada)
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Nota-se que o perfil de isoterma com o ligante RV120 proporcionou
quantidade de 1gG adsorvida superior ao ligante PR-MX. Os resultados de quantidade
de IgG adsorvida utilizando o tampé&o TRIS-HCI do presente estudo foram superiores
aos obtidos por Gondim e colaboradores (2014), onde 0s autores observaram
quantidades adsorvida de IgG préximas de 100 mg/g utilizando QAE-Cib. Enquanto
que no presente estudo as quantidades de 1gG adsorvida se aproximaram de 200,0 mg/g
com o adsorvente QAE-RV120.

Os modelos de Langmuir e Langmuir-Freundlich se ajustaram aos dados
experimentais fornecendo os parametros: quantidade maxima (Qmax) de 1gG adsorvida,
as constantes de dissociagdo de Langmuir e Langmuir-Freundlich (Kp e Kpig) dentre
outros, conforme pode ser observado na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Parametros de ajuste obtidos a partir dos modelos de Langmuir e
Langmuir-Freundlich ajustado aos dados experimentais na adsorcdo de 1gG nas
matrizes de afinidade QAE-RV120 e QAE-PR-MX

Parametros QAE-RV120 QAE-PR-MX
L LF L LF

Omax (MA/Q) 194,47 229,42 138,11 149,54

+8,70 + 44,30 + 9,10 + 41,45
Ko (M) 9,09 x 10° - 2,25x 10° -
KoLr (M) - 7,35x 10° - 2,92x10°
N - 0,75 - 0,77
Chi? 62,14 53,55 154,62 176,33
R 0,99 0,99 0,94 0,94

Fonte: elaborado pelo autor

Os valores de R? foram préximos da unidade, indicando boa aceitagdo dos
dados experimentais aos modelos de ajustes. As constantes de dissociagdo (Kp e Kpir)
sdo parametros que avaliam o nivel da ligagdo entre proteina-adsorvente e quanto menor
esse parametro mais forte o ligante interagiu com a proteina. Os ligantes podem ser
classificados de acordo com o valor dessas constantes em: ligantes de média afinidade
(Kp ou KoL entre 10 a 10°® M) ou ligantes de alta afinidade (Kp ou Kp.r entre 10° &
102 Mm).

Como mencionado anteriormente, as proteinas A e L (ligantes

bioespecifico) sdo consideradas ligantes de elevada afinidade, enquanto que os ligantes
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pseudobiespecificos, como o0s corantes utilizados nesse trabalho, podem ser
classificados como ligantes de média afinidade. De acordo com o0s Kp e Kp,f, a matriz
de afinidade com o ligante RV120 possibilitou interacdo superior ao ligante PR-MX.
Tais resultados corroboram com o0 parametro de Qms, Onde o ligante RV120
proporcionou superior quantidade de IgG adsorvida em relagdo ao PR-MX. Os
pardmetros de quantidades maximas adsorvidas foram acima de 135 mg/g,
representando valores elevados de IgG adsorvida. Esses resultados expostos foram
superiores aos reportados na literatura com a utilizacdo de ligantes corantes (Yavuz et
al., 2006; Wongchuphan et al., 2009; Gondim et al., 2012; Gondim et al., 2014).

4.3.3 Ensaios Cromatogréaficos de purificacdo de 1gG humana

Diante dos resultados discutidos em batelada, foi possivel afirmar que
ambos 0s materiais apresentaram consideravel interacdo por afinidade por 1gG de alta
pureza. Todavia, para se confirmar o potencial desses adsorventes na purificacdo de 1gG
humana, novos ensaios, em sistema cromatografico, foram necessarios ser realizados.

Inicialmente, os ensaios cromatograficos foram conduzidos com a proteina
IgG de alta pureza e em seguida com amostras de soro humano, com o propdsito de
investigar o potencial dessas matrizes cromatograficas de afinidade na adsorcéo seletiva
de IgG humana.

A Figura 4.5 apresenta os perfis cromatograficos para a adsorcao de IgG em
com as fases estacionarias QAE-PR-MX e QAE-RV120. Em ambos os perfis
cromatograficos foi possivel observar a presenca de dois picos: primeiro representou a
quantidade de IgG ndo retida na fase estacionaria, e 0 segundo representou a elui¢do de
IgG. Observou-se nitidamente consideravel afinidade do ligante pela biomolécula IgG,
devido ao baixo nivel do pico 1 (etapa da adsor¢édo) indicando que a maior quantidade
de 1gG foi adsorvida na fase estacionaria. O elevado pico de elui¢do (pico 2) confirma
que o ligante apresentou significativa afinidade por 1gG. Conforme os dados da Tabela
4.2, cerca de 80% da massa total injetada na coluna foi adsorvida, em ambos os
adsorventes. Observa-se que, a quantidade de IgG retida, em massa, foi de 7,33 e 7,54
mg, utilizando respectivamente os adsorventes QAE-RV120 e QAE-PR-MX. Esses
ensaios cromatograficos confirmaram o potencial de adsorcdo de IgG pelas fases
estaciondrias estudadas, corroborando com as observacfes realizadas anteriormente nos

ensaios em batelada.
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Figura 4.5 — Perfis cromatograficos dos ensaios
com IgG de alta pureza diluida em TRIS-HCI 25
mM (pH 7,2) utilizando os adsorventes: QAE-
RV120 (a) e QAE-PR-MX. Volume de injecéo (1):
10 mL de IgG de alta pureza (1,0 mg/mL); massa
de adsorvente: 0,5 g; vazdo de operagdo: 0,8
mL/min. Etapas: Adsor¢do (A): Lavagem (L);
Eluicdo (E); Regeneracédo (R)
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Fonte: elaborado pelo autor

Nos trabalhos de Gondim e colaboradores (2012 e 2014), os autores
relataram que a matriz QAE com o ligante cibacron imobilizado proporcionou, cerca de
5,0-6,0 mg, de IgG retida utilizando diferentes sistemas tamponantes. Esses valores
representaram, em torno de 60% da massa total injetada na coluna. Portanto, os ligantes
RV120 e PR-MX estudados no presente trabalho apresentaram resultados na adsorcao

de 1gG superiores aos da literatura utilizando a mesma matriz de QAE.
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Tabela 4.2 — Balango de massa na adsorcdo de 1gG diluida no tampédo de adsor¢édo
TRIS-HCI 25 mM (pH 7,2) utilizando QAE-RV120 e QAE-PR-MX (0,50 g). Etapas
dos ensaios cromatograficos para a injecdo (I) de 10 mL de IgG (1,0 mg/mL):
Adsorcao (A), Lavagem (L), Eluicdo (E), Regeneracdo (R) e quantidade de proteina
total (PT) de cada etapa obtida a partir de leituras a 280 nm em espectrofotometro e a
Recuperacdo (REC).

QAE-RV120 QAE-PR-MX

Etapas PT (mg) % PT (mg) %

I 9,17 100,00 9,38 100,00

A 0,85 9,27 1,02 10,87

L 0,87 9,52 1,00 10,67

E 6,08 66,31 6,98 74,38

R 1,28 14,00 0,56 5,97
REC 9,08 99,10 9,56 101,89

Fonte: elaborado pelo

A Figura 4.6 apresenta os perfis cromatograficos dos ensaios
cromatograficos com amostras de soro humano diluido em TRIS-HCI (pH 7,2). O
proposito desses experimentos foi avaliar o desempenho dessas fases estacionarias na
adsor¢do de 1gG humana. O volume de injecdo definido foi de 15 mL, volume
necessario para atingir a saturacdo do leito cromatografico. As amostras injetadas na
coluna com o soro humano foram diluidas no tampédo de adsorcdo proporcionando
amostras com concentra¢fes em torno de 4,0-5,0 mg/mL. Conforme a Figura 3.6 foi
possivel observar dois picos cromatograficos representando as proteinas que ndo foram
adsorvidas (pico 1) e as proteinas dessorvidas na elui¢do (pico 2). Notou-se que ambas
as matrizes cromatograficas reterem baixas quantidades de proteinas, entretanto apenas
com as analises pela eletroforese podera ser confirmado qual proteina foi retida em
maior proporgao.

Gondim e colaboradores (2014) relataram que a quantidade de proteinas
totais adsorvida em QAE-Cib ndo excedeu a 3,5 mg. Ambos os ligantes, cibacron blue e
os corantes vermelhos (RV120 e PR-MXR) séo classificados de média afinidade e
apresentaram quantidades proximas de proteinas retidas. Os ligantes utilizados no

presente trabalho apresentaram ligeiramente vantagem ao ligante Cibacron blue.
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Figura 4.6 — Perfis cromatogréficos dos
ensaios com soro humano (SH) diluido em
TRIS-HCI 25 mM (pH 7,2) utilizando os
adsorventes: QAE-RV120 (a) e QAE-PR-
MX. Volume de injecdo (I): 15 mL de SH
(4,0-5,0 mg/mL); massa de adsorvente:
0,5 g; vazdo de operagdo: 0,8 mL/min.
Etapas: Adsorcdo (A): Lavagem (L);
Eluicdo (E) e Regeneracédo (R)
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Fonte: proprio autor.

A Tabela 4.3 apresenta o balango de massa dos ensaios com 0 soro humano
e a partir dessa tabela foi possivel observar que 3,44 - 4,28% do total de massa injetada
foram retidas nas fases estacionarias QAE-PR-MX e QAE-RV120, respectivamente.
Esse baixo percentual de proteinas representou, em massa, 2,05 — 3,42 mg, entretanto

salienta-se que o soro humano contém, além de HSA e IgG, inUmeras outras proteinas.
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Portanto, essa baixa quantidade de proteinas retidas pode estar associada a apenas a
IgG. Essa hipotese poderé ser confirmada com as analises da eletroforese das amostras
desses picos. Caso se confirme que 1gG foi a principal proteina adsorvida essas matrizes

poderdo ser propicias para adsorcao seletiva de IgG do soro humano.

Tabela 4.3 — Balanco de massa dos ensaios cromatograficos com amostras do soro
humano (SH), diluido em TRIS-HCI 25 mM (pH 7,2), utilizando os adsorventes:
QAE-RV120 e QAE-PR-MX. Etapas dos ensaios cromatograficos apés a injecédo (1)
de 15 mL de SH (4,0 — 5,0 mg/mL): Adsorcdo (A), Lavagem (L), Eluicdo (E),
Regeneracédo (R), quantidade de proteina total (PT) obtida para cada etapa a partir do
método de Bradford e a Recuperagdo (REC).

QAE-RV120 QAE-PR-MX

Etapas PT (mg) % PT(mg) %

I 79,86 100,00 59,77 100,00

A 52,06 65,18 40,71 68,11

L 23,82 29,83 16,84 28,18

E 3,31 4,14 1,99 3,33

R 0,11 0,14 0,06 0,11
REC 79,30 99,29 59,60 99,72

Fonte: elaborada pelo autor

Nos ensaios com o soro humano, o0 método de Bradford foi utilizado para a
quantificacdo de proteinas. Esse método ndo possibilita identificacdo da proteina que foi
adsorvida, apenas quantifica o total de proteinas presente nas amostras analisadas.

A Figura 4.7 apresenta as eletroforeses das amostras selecionadas dos
ensaios cromatograficos realizados com injecdo de soro humano. Essas analises sdo
meramente qualitativas, entretanto possibilita, em alguns casos, determinar qual
proteina apresentou interacdo pelas fases estacionarias estudadas. Nas amostras de
injecdo, de ambos 0s ensaios, foi possivel confirmar a presenca das principais proteinas
contidas no soro humano, HSA e IgG, além de outras proteinas com menor percentual.
A partir das amostras de adsor¢do foi possivel observar a presenga majoritaria de HSA,
indicando que esta proteina ndo apresentou seletividade pelas matrizes cromatograficas
utilizadas. As amostras “L10” e “L11”, quando comparadas as amostras de injegao,

sugerem que ocorreu a saturacdo do leito.
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Figura 4.7 — Eletroforese SDS-PAGE das amostras coletadas dos
ensaios cromatograficos com o soro humano diluido em TRIS-HCI 25
mM (pH7,2) e utilizando as matrizes de afinidade: QAE-RV120 (a) e
QAE-PR-MX (b). Marcador de peso molecular (M); Amostra de
Injecdo (INJ); amostras da Lavagem (L), amostras da Eluicdo (E),
Imunoglobulina Humana (1gG) e Albumina Humana (HSA) da Sigma
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Fonte: elaborado pelo autor.

Em relagdo as amostras da eluicdo para os ensaios com o QAE-RV120
(Figura 4.7a) foi possivel observar que 1gG foi a principal proteina adsorvida.
Praticamente nada foi observado de impurezas (HSA) nessas amostras da eluicdo, visto
que a HSA poderia estar presente proximo a faixa de 66 kDa, como se observou
nitidamente nas bandas da adsorcdo (A3 e A9) e injecdo (INJ). Logo, confirma-se que o
adsorvente realmente apresentou consideravel afinidade com a proteina IgG. Portanto, o
corante RV120 atua como um ligante de média afinidade possibilitando uma forte
interacdo entre o ligante e a proteina alvo e pode vir a ser utilizado como fase
estacionaria na purificacéo de IgG humana.

Analisando os resultados da eletroforese das amostras dos ensaios com a
matriz QAE-PR-MX (Figura 4.7b), observou-se que nas cinco amostras da eluigédo
analisadas ha um aparecimento de pequenas impurezas nas duas primeiras amostras
(E26 e E27), possivelmente HSA. Porém, nas amostras restantes da eluicdo (E28, E29 e

E30) verificou-se presenca essencialmente de 1gG. Logo, possivelmente apenas com
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algumas modificacdes na etapa da eluicdo poderdo ser obtidas fracdes de amostras puras
de IgG a partir do soro humano. Tais resultados corroboram com os dados em bateladas
demonstrando que o adsorvente QAE-PR-MX apresentou considerada afinidade pela
biomolécula alvo (IgG), sendo assim esse adsorvente, possivelmente pode ser indicado
para purificar ou enriquecer IgG a partir de amostras do soro humano.

Pelas analises da eletroforese das amostras da elui¢do, de ambos 0s ensaios,
foi possivel observar significante presenca de IgG demonstrando que de todas as
proteinas contidas no soro humano e injetadas na coluna, a proteina 1gG foi
preferencialmente adsorvida em ambas as matrizes com maior destaque para 0 QAE-
RV120.

No trabalho de Gondim e colaboradores (2012), os autores observaram, a
partir de analises de eletroforeses, presenca de certas impurezas, dentre elas a HSA, nas
fracdes de eluicdo. Contudo, eles reportaram que as fracdes de eluicdo foram
enriquecidas em termos do teor de IgG em comparagdo com as bandas de proteina
apresentadas na injecdo. Entdo, concluiram que o adsorvente QAE-Cib apresentou
potencial para ser utilizado na purificacdo de 1gG humana sob condic¢des otimizadas.
Diferentemente, desta constatacdo, o0s ligantes utilizados no presente estudo
apresentaram potencial para purificar IgG humana, a partir do soro humano,
especialmente a fase estacionaria com o ligante RV120.

4.3.4 Ensaios cromatogréaficos no sistema FPLC Contichrom

Nesta etapa, os ensaios cromatograficos foram realizados em “FPLC” (do
inglés, Fast Protein Liquid Chromatograph) no sistema Contichrom utilizando as
colunas C10/10 (GE) empacotadas com as matrizes de afinidade QAE-RV120 e QAE-
PR-MX. Além dessas colunas, foram utilizadas colunas comerciais da linha Hitrap:
Protein A HP e Cibacron Blue HP com mesmo volume de empacotamento (1,0 mL).

De acordo com o fabricante (GE Healthcare), a coluna Hitrap Protein A HP
(HPA) contém o ligante de afinidade Proteina A acoplada a matriz de agarose altamente
reticulada. Essa coluna € designada para purificacdo de 1gG monoclonal e policlonal, a
partir do soro e de culturas de células sobrenadantes (Hahn et al., 2003; Ghose et al.,
2005; Ghose et al., 2007; Angarita et al., 2015). Hitrap Blue HP (HCB) possui Cibacron

Blue, como ligante pseudobioespecifico, acoplado a matriz de agarose altamente
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reticulada. Essa coluna pode interagir com inumeras proteinas, incluindo albumina,
interferon, uma ampla gama de enzimas e outras.

O sistema Contichrom caracteriza-se por ser um equipamento totalmente
automatizado, de alta performance e que possibilita sua operacdo em modo continuo
com até duas colunas em série. E um sistema que oferece 0 monitoramento de alguns
parametros, como: absorbancia, pressédo do sistema, vazdo de operagdo, consumo de
solvente, condutividade, dentre outros. Esse sistema também se destaca devido a
possibilidade da utilizacdo de até doze diferentes solventes, simultaneamente, além da
opcao do tipo de gradiente a ser utilizado na eluic¢éo (linear ou por degrau).

No presente trabalho ndo foram avaliados pardmetros essenciais, como
produtividade, consumo de solvente e pureza do produto, pardmetros dos quais podem
definir a viabilidade do sistema proposto, deixando estes para trabalhos futuros.
Também ndo foi realizado nenhum ensaio de purificacdo de proteinas em modo
continuo utilizando o método CaptureSMB, método mais indicado para purificacdo de
proteina por afinidade em modo continuo disponivel nesse sistema. Algumas variaveis
foram cruciais para a ndo realizacdo desse estudo, principalmente o tempo gasto com as
dificuldades operacionais em se trabalhar com colunas C10/10 da GE, das quais ndo
pertencem ao fabricante desse sistema. Portanto, os dados que serdo apresentados foram
uma simples avaliacdo do desempenho dessas matrizes de afinidade nas condigdes
definidas nos testes em batelada. Esses novos ensaios foram realizados utilizando
solucdes monocomponentes (HSA ou 1gG), solucBes binarias (HSA/IgG) e solucdes
com soro humano. O principal objetivo a partir desses ensaios foi a confirmacdo do
potencial dessas matrizes cromatograficas sintetizadas para obtencdo de amostras de
IgG com alto grau aparente de pureza, confirmado pelas anéalises de eletroforese. E as
colunas comerciais serviram como fonte de comparacdo para com essas matrizes
sintetizadas no presente estudo.

Importante informar que para os experimentos que seréo discutidos a seguir,
0 tipo de gradiente de eluicdo (linear ou por degrau) ndo apresentou significativa
influéncia nas fracfes das amostras da eluicdo (dados ndo apresentados). Portanto, para
todos os ensaios foi utilizado o gradiente linear com a adicdo de NaCl (1,0 M) ao
tampé&o de adsorcao.

A Figura 4.8 apresenta 0s primeiros experimentos de adsorcdo a partir de
solugdes monocomponentes com HSA utilizando as quatro matrizes de afinidades
(QAE-RV120, QAE-PR-MX, HCB e HPA).



Figura 4.8 — Perfis cromatograficos dos ensaios em FPLC
Contichrom com a proteina HSA utilizando as matrizes de afinidade:
QAE-RV120 (A), QAE-PR-MX (B), HCB (C) e HPA (D).
Condic0es de operacdo: vazdo (0,8 mL/min), volume de injecao (3,0
mL), concentragdo de proteinas diluidas em TRIS-HCI 25 mM em
pH 7,2 (1,0 mg/mL), eluicdo por gradiente linear com adicdo de
NaCl 1,0 M ao tampdo de adsorcgéo e regeneragdo com NaOH 0,5 M
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Fonte: elaborado pelo autor.

Observou-se, a partir da Figura 4.8, que HSA ndo interagiu fortemente com
as matrizes de afinidade sintetizadas no presente trabalho (QAE-RV120 e QAE-PR-
MX), visto que as quantidades de HSA dessorvidas representaram menos de 6% do
percentual méssico injetado na coluna. Tais resultados foram importantes para destacar
a baixa afinidade dessas matrizes pela principal proteina contida no soro humano.
Fazendo dessas, interessantes resinas para a adsor¢do nao seletiva de HSA, por
exemplo, quem sabe, a partir de amostras de soro humano.

Conforme a Figura 4.8-D, HPA demonstrou fraca afinidade pela proteina
HSA, visto que somente 8,06% do percentual massico injetado na coluna foi adsorvido.
Esse resultado nédo foi surpreendente, pois de acordo com o fabricante, interage somente
com dominios especificos da proteina 1gG, fazendo desta resina uma excelente
alternativa para a purificagio de IgG humana. Em contrapartida, HSA foi
consideravelmente adsorvida na resina HCB, como pode ser visto pela baixa quantidade
de HSA na etapa de adsor¢do/lavagem (pico 1), vide grafico C da Figura 3.8. Nesse
caso, a interacdo entre HSA e Cibacron foi relativamente alta, pois somente observou-se
a dessorcdo de HSA na etapa da regeneracdo com NaOH (0,5 M). Esse resultado néo foi
inesperado, Vvisto que essa resina pode interagir por algumas proteinas, dentre elas a
HSA. Sabe-se que a interagdo entre a resina HCB e HSA ¢é de uma forma menos
especifica, por interacOes eletrostaticas e/ou hidrofébicas com o ligante anibnico
aromatico.

A Figura 4.9 apresenta os perfis cromatograficos para os ensaios de

adsorcdo com solugdes de 1gG utilizando as quatros matrizes de afinidades.



Figura 4.9 — Perfis cromatograficos dos ensaios em FPLC
Contichrom com a proteina 1gG utilizando as matrizes de
afinidade: QAE-RV120 (A), QAE-PR-MX (B), HCB (C) e
HPA (D). Condi¢cbes de operacdo: vazdo (0,8 mL/min),
volume de injecdo (3,0 mL), concentragdo de proteinas
diluidas em TRIS-HCI 25 mM em pH 7,2 (1,0 mg/mL),
eluicdo por gradiente linear com adi¢do de NaCl 1,0 M ao

tampéo de adsorcao e regeneracdo com NaOH 0,5 M
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Conforme Figura 4.9, a IgG foi a proteina de maior interesse durante todo
esse estudo e, portanto, esses perfis cromatogréaficos foram importantes e necessarios a
fim de compreender a existéncia ou ndo de afinidade dessas matrizes por essa
biomolécula. Observou-se que IgG foi adsorvida em grande quantidade em todas as
colunas de afinidade. Entretanto, as resinas comerciais, como esperado, apresentaram
forte interagcdo com 1gG, com maior destaque para a resina HPA. Facilmente verificou-
se 0 potencial dessas resinas comerciais para adsorcédo de 1gG, pois praticamente toda a
carga de 1gG injetada ter sido adsorvida em ambas.

Foi possivel notar que, o ligante da resina HPA interagiu com extrema
seletividade pela proteina 1gG, pois mesmo sob condicdo de eluicdo com NaCl (1,0 M)
praticamente nada de 1gG foi dessorvida. Conforme relatado anteriormente, as resinas
de afinidade com ligantes bioespecificos, caso da HPA, necessitam de condicdes
drésticas para a completa elui¢cdo da proteina adsorvida. Logo, a proteina IgG so foi
dessorvida com a passagem da solu¢do com NaOH (0,5 M). A proteina A é um ligante
bioespecifico, a qual possui peso molecular de 42 kDa e consiste de seis diferentes
regides, cinco dessas apresentam forte ligacdo especifica pela parte Fc da 1gG, deixando
os locais de ligacdo ao antigeno livres (Angarita et al., 2015). Por isso, essa € uma das
resinas comerciais utilizadas para a purificagdo de IgG humana.

Em contrapartida, a resina HCB sob condi¢cdes amenas durante a eluigéo
(presenca de NaCl 1,0 M no tampédo de adsorcao) dessorveu grande quantidade de IgG
que havia sido retida na coluna. A passagem de solucdo com hidréxido de sédio (NaOH
0,5 M) também foi necessaria nos ensaios com HCB, pois, cerca de, 10% do percentual
massico de 1gG injetado, precisou ser dessorvida da coluna. Esses resultados mostram
que os ligantes Proteina A e Cibacron Blue interagem com IgG sob seletividades
distintas.

As colunas com QAE-RV120 e QAE-PR-MX se destacaram na adsorcao de
IgG, pois foi adsorvido acima de 70% do percentual massico injetado de 1gG. Essas
matrizes proporcionaram completa dessor¢do na etapa da eluicdo com a simples
passagem de NaCl 1,0 M diluido no tampé&o de adsorcdo. Essa é uma das significantes
vantagens em se trabalhar com essas fases estacionarias sintetizadas no presente estudo,
dessa maneira diminui as chances de causar danos na proteina dessorvida.

Comparando os resultados da adsor¢do de HSA com os da adsorcao de 1gG
nas matrizes sintetizadas, conforme Figuras 4.8 e 4.9 (A e B), notou-se que a adsorg¢ao

de 1gG foi muito superior a adsor¢do de HSA nessas mesmas condi¢des. Enquanto que
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o percentual de 1gG retida nos adsorventes representou cerca de 70% da massa injetada
na coluna, o percentual de HSA foi abaixo de 6%. Esses resultados corroboram com o
que foi discutido nos ensaios preliminares em batelada e em leito fixo com a proteina
IgG demonstrando consideravel afinidade por essas matrizes.

A Figura 4.10 apresenta os perfis cromatograficos dos ensaios de adsor¢édo
com solucdo binéria (IgG/HSA) utilizando as fases estacionarias sintetizadas (QAE-
RV120 e QAE-PR-MX). A partir dessa figura observaram-se também as analises da
eletroforese de amostras da adsorcdo e da eluicdo dos dois ensaios. As principais
proteinas presente no soro humano sdo HSA e IgG, logo esses ensaios foram
importantes a fim de avaliar o desempenho dessas matrizes de afinidade a partir da
solucdo contendo ambas as proteinas. Nas discussfes anteriores foi evidenciado que
tanto a QAE-RV120 quanto a QAE-PR-MX, apresentam consideravel interacdo por IgG
e fraca interacdo por HSA. Essas constatacdes podem ser justificadas pelas condicdes
que a proteina estd diluida. Em pH 7,2 a proteina HSA apresenta carga aparente
negativa, enquanto que a IgG estd exatamente em seu pl, logo com carga liquida
aparente neutra. A partir das eletroforeses foi possivel confirmar que a Unica proteina
adsorvida foi a 1gG, mais uma prova do potencial dessas fases estacionarias para
adsorcdo seletiva da 1gG. Entretanto, o soro humano contém inimeras proteinas, além
de HSA e IgG, logo IgG competira com todas elas. A HSA, por ser a principal proteina
constituinte do soro, provavelmente pode causar maior dificuldade na adsorcéao seletiva
de IgG. Por isso, esse resultado foi tdo importante a ser estudado.

A Ultima etapa desses ensaios em FPLC ocorreu com solugfes com soro
humano diluido em TRIS-HCI 25 mM (pH7,2) e a partir da Figura 4.11 foi possivel ser
observado os perfis cromatograficos para uma injecdo de 3 mL de soro humano (4,0-5,0
mg/mL) utilizando as quatro matrizes de afinidades disponiveis: QAE-RV120, QAE-
PR-MX, HCB e HPA. Foram realizadas eletroforeses, a fim de identificar qual proteina
foi adsorvida preferencialmente, apenas das amostras dos picos de adsorc¢éo e de eluigdo
dos ensaios com os adsorventes sintetizados (QAE-RV120, QAE-PR-MX).

Esses ensaios de purificagdo de IgG humana, a partir de solugdes de soro
humano, foram uma reproducdo dos testes cromatograficos preliminares nas mesmas

condicdes de tampéo e pH utilizadas anteriormente.



Figura 4.10 — Perfis cromatograficos dos ensaios em
FPLC Contichrom com mistura binaria de IgG/HSA (1,0
mg/mL) utilizando QAE-RV120 (A) e QAE-PR-MX (B).
Condicbes de operacdo: vazdo (0,8 mL/min), volume de
injecdo (3,0 mL), concentracdo de proteinas (1,0 mg/mL),
eluicdo por gradiente linear com adi¢cdo de NaCl 1,0 M ao
tampdo de adsorcdo e regeneracdo com NaOH 0,5 M.
Eletroforese =~ SDS-PAGE das amostras coletadas.
Marcador de peso molecular (HMW); Amostra de Injecdo
(INJ); amostras da Adsorcdo (Al e A2), amostras da
Eluigdo (E1, E2, E3 e E4), Imunoglobulina Humana (IgG)
e Albumina Humana (HSA) da Sigma
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Figura 4.11 — Perfis cromatogréficos dos ensaios em FPLC
Contichrom com o soro humano utilizando as matrizes de
afinidade: QAE-RV120 (A), QAE-PR-MX (B), HCB (C) e
HPA (D). Eletroforese SDS-PAGE dos referentes aos perfis
dos cromatograficos (A) e (B). Marcador de peso molecular
(HMW); Amostra de Injecdo (INJ); amostras da Adsorcéo (Al
e A2), amostras da Eluicdo (E1, E2, E3 e E4), Imunoglobulina
Humana (IgG) e Albumina Humana (HSA) da Sigma
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O sistema Contichrom se destaca devido automatizacao e praticidade em se
alterar certos parametros com maior facilidade, como por exemplo, os tipos de gradiente
de eluicdo. Enquanto que nos testes anteriores com o soro humano foi realizado um
gradiente de eluicdo isocratico com NaCl (1,0 M), nesses novos ensaios foram testados
diferentes gradientes para eluicdo de proteinas. Todavia, em todas as condicOes testadas
com as matrizes de afinidade QAE-RV120 e QAE-PR-MX, a eluicdo das proteinas
ocorreram sob baixas concentracfes salinas e ndo houve distingdo quanto ao tipo de
gradiente.

Em relacdo ao percentual de proteinas retidas nas fases estacionarias, foi
possivel reparar que 0 QAE-RV120 e 0 QAE-PR-MX adsorveram uma pequena fracdo
das proteinas injetadas, representando cerca de 7,0% do total de proteinas injetas na
coluna. Valor esse muito inferior ao obtido com a resina HCB, a qual adsorveu
aproximadamente 50% da massa injetada no leito. Essa resina de fato possibilitou maior
retencdo de proteinas, entretanto, destaca-se que nessas condi¢Ges ela proporcionou
afinidade tanto por IgG, como por HSA nos ensaios com solugdes monocomponentes.

Logo, esse elevado valor de quantidades de proteinas adsorvidas, devem se referir tanto
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a adsorcdo de 1gG como de HSA e possivelmente de outras proteinas, visto que, essa
resina apresenta afinidade por inimeras proteinas.

Diferentemente da resina HCB, a resina HPA por possuir um ligante de
bioafinidade (Proteina A) em sua matriz, tende a adsorver com maior seletividade a
proteina 1gG. Provavelmente por essa razdo a quantidade de proteinas adsorvidas foi
inferior a resina HCB. Salienta-se que a proteina HSA representa cerca de 60% das
proteinas contidas no soro humano, logo foi coerente a quantidade de proteinas total
adsorvida inferior a resina HCB. A resina HPA interage com elevada afinidade
especificamente com dominios especificos da 1gG, por isso, essa resina € muito
utilizada para purifica¢do de IgG humana.

Os resultados apresentados indicam que as matrizes de afinidade
sintetizadas nesse trabalho, de fato, ndo superaram em quantidade adsorvida das duas
resinas comerciais testadas. Entretanto, essas resinas apresentam grande potencial na pré
ou purificacdo de 1gG humana, devido aos resultados satisfatérios das eletroforeses. A
partir das eletroforeses das fracfes da eluicdo foi possivel constatar que, mesmo em
solucdo com diferentes proteinas, a IgG foi adsorvida consideravelmente em ambas as
resinas sintetizadas nesse trabalho. Todavia, tracos de impurezas, possivelmente de
HSA foram observados em algumas fracOes de eluicdo. Portanto, essas matrizes
apresentam grande potencial para o principal objetivo, purificar IgG humana, com tanto
ha a precaucdo em otimizar as condi¢des de ensaios a fim de evitar tracos de impurezas

nas fracdes de eluicéo.

4.4 Conclusao Parcial

Foram sintetizadas com éxito as matrizes cromatograficas a base de
quitosana com o0s corantes reativos (RV-120 e PR-MX) imobilizados. O ponto
isoelétrico (pl) das proteinas foi fator determinante para a escolha da faixa ideal de pH
para adsorcdo seletiva de IgG humana. O uso da técnica por cromatografia de
pseudoafinidade comprovou ser uma excelente alternativa para a purificagédo de 1gG
humana utilizando matrizes cromatograficas a base de quitosana com corantes
imobilizados. Analises por eletroforese SDS-PAGE das amostras obtidas nos ensaios
cromatograficos de purificacdo comprovaram que foi purificado IgG a partir de misturas

binarias e do soro humano.
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5 CONCLUSAO GERAL

Diante de todos os resultados apresentados comprovou-se que 0 uso da
técnica por cromatografia de pseudoafinidade se sobressai em relacdo a cromatografia
por troca idnica. Portanto, a partir deste estudo, as matrizes cromatogréaficas a base de
quitosana e corantes (RV-120 e PR-MX) imobilizados sdo os adsorventes mais
indicados para a purificacdo de IgG humana a partir de amostras de solugdo binéria (IgG
e HSA) e do soro humano. Muitos processos industriais sdo baseados em mais de uma
etapa para a purificacdo de uma determinada biomolécula, por isso salienta-se que 0s
HDL e as SBA 15 podem vir a ser matrizes cromatogréaficas interessantes, caso o
objetivo seja uma pré-purificacdo de 1gG humana, visto que ambas apresentaram

elevado potencial por IgG.
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