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RESUMO

As imunoglobulinas do isotipo G (IgG) s@o proteinas sanguineas de grande interesse para
aplicagdes terapéuticas e diagndsticos de algumas doencas. Para viabilizar essas aplicacdes é
necessdrio que a IgG seja obtida em elevado grau de pureza, o que tem motivado o emprego
de diversas técnicas de purificacdo desta. Este trabalho teve por finalidade encontrar melhores
condi¢des de adsor¢do para purificacdo de IgG humana, utilizando microesferas de quitosana
sulfatadas (MQS). Os ensaios adsortivos foram realizados em batelada com IgG humana de
alta pureza para analisar a influéncia do tipo de tampao, da faixa de pH, da massa de
adsorvente, da concentracao inicial da solucdo de IgG e do tempo de contato no processo. De
acordo com os resultados obtidos, verificou-se uma maior capacidade adsortiva para os
ensaios utilizando 5 mg do adsorvente mantidos em contato com solu¢do de IgG 0,75 mg/mL
em tampdao HEPES a pH 6,8, onde, nessas condi¢des, a quantidade adsorvida foi de
aproximadamente 260 mg/g. As cinéticas e isotermas foram obtidas na melhor condicdo de
adsorc¢do. O perfil cinético mostrou que o tempo de equilibrio foi de 10 horas e os ajustes da
isoterma foram satisfatoriamente representados pelos modelos de Langmuir e Langmuir-
Freundlich, fornecendo valores de capacidade maxima de adsorcdo de 306 e 284 mg/g,
respectivamente. Comparativamente, foram obtidos os perfis cinéticos e as isotermas para
ensaios utilizando como adsorvente microesferas de quitosana ndo sulfatadas (MQ). Para
estas, a adsorcdo de IgG alcancou o equilibrio em 6 horas, com quantidade adsorvida de 160
mg/g e os ajustes das isotermas realizados pelos modelos de Langmuir e Langmuir-Freundlich
resultaram em capacidades adsortivas de 405 e 466 mg/g, respectivamente. Comparando-se as
curvas isotermas obtidas para os dois adsorventes, verificou-se que, em relacao as quantidades
adsorvidas de imunoglobulina G, as MQS apenas superam as MQ em casos onde a
concentracdo de IgG em solugdo, no equilibrio, € de até 0,8 mg/mL. A partir de ensaios com
misturas bindrias IgG/BSA, em diferentes propor¢des massicas, foi possivel verificar que a
presenca de BSA em solucdo interfere na adsorcdo de IgG e, por meio de eletroforeses SDS-
PAGE, pode-se observar que as MQS sdo mais seletivas a imunoglobulina G do que a
albumina. Desse modo, € possivel concluir que as MQS t€ém potencial para aplicacio em
processos de purificacdo de IgG, sendo mais apropriadas para processos de concentracdo da

imunoglobulina.

Palavras-chave: Imunoglobulinas. Cromatografia por troca idnica. Quitosana. Adsorc¢ao.



ABSTRACT

Immunoglobulins of G isotype (IgG) are blood proteins of great interest for therapeutic
applications and diagnosis of some diseases. To make these applications viable, it is necessary
that the IgG obtained has a high degree of purity, which has motivated the use of several
purification techniques. This work aimed to find better adsorption conditions for human IgG
purification, using sulfated chitosan microspheres (SCM). The adsorbent assays were
performed in batch with high purity human IgG to analyze the influence of the buffer’s type,
the pH range, the adsorbent mass, the initial concentration og IgG solution and the contact
time in the process. According to the obtained results, it was observed a greater adsorptive
capacity in the assays using 5 mg of the adsorbent kept in contact with 0.75 mg/mL IgG
solution in HEPES buffer at pH 6.8, in which, under these conditions, the adsorbed amount
was about 260 mg/g. The kinetics and isotherms were obtained in the best adsorption
condition. The kinetic adsorption profile shows that the equilibrium time was 10 hours and the
isotherm adjustments were satisfactorily represented by the Langmuir and Langmuir-
Freundlich models, providing maximum adsorption capacity values of 306 and 284 mg/g,
respectively. Comparatively, the kinetic profiles and the isotherms were obtained for assays
using as adsorbent non-sulfated chitosan microspheres (CM). To these, the adsorption of IgG
reached the equilibrium in 6 hours, with adsorbed amount of 160 mg/g and the isothermal
adjustments made with the Langmuir and Langmuir-Freundlich models resulted in adsorptive
capacities of 405 and 466 mg/g respectively. Comparing the isothermal curves obtained for
the two adsorbents, it was found that, in relation to the adsorbed amounts of immunoglobulin
G, the SCM surpasses the CM only in cases where the IgG concentration in solution, at
equilibrium, is up to 0.8 mg/mL. From the assays with IgG/BSA binary mixtures, in different
mass proportions, it was possible to verify that the presence of BSA in solution interferes in
the adsorption of IgG and, by SDS-PAGE electrophoresis, it can be observed that the SCM
are more selective to immunoglobulin G than to albumin. Thus, it is possible to conclude that
SCM have potential for application in IgG purification processes, being more appropriate for

immunoglobulin concentration processes.

Keywords: Immunoglobulins. Ion-exchange chromatography. Chitosan. Adsorption.
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1 INTRODUCAO

As imunoglobulinas sdo componentes importantes do sistema imunoldgico,
atuando como receptores para antigenos especificos, ou dispersos no sangue, promovendo a
imunidade humoral. Estas apresentam alta afinidade e especificidade e, por isso, vem sendo
empregadas em diversas aplicagdes em biotecnologia, diagndsticos de algumas doencas e
prop6sitos médicos, dentre outros (ROQUE, SILVA e TAIPA, 2007).

Atualmente, a imunoglobulina G (IgG) e a albumina do soro humano (do inglés,
Human Serum Albumin — HSA), componentes majoritdarios do plasma humano, sio
comumente isoladas industrialmente por meio da metodologia de Cohn (COHN et al, 1946),
processo de fracionamento com etanol a frio que se baseia na diferenca de solubilidade entre
as proteinas plasmadticas proporcionadas por variagdes de pH, concentracdo de etanol,
temperatura, forca idnica e concentracdo proteica. Todavia, esse método ndo é altamente
seletivo, de modo que métodos cromatograficos passaram a ser empregados como uma etapa
complementar ou em substituicdo da metodologia classica (BRESOLIN, SOUZA e BUENO,
2010; HOFBAUER et al, 2012).

A cromatografia representa uma ferramenta primordial para a extracdo de
compostos biolégicos, podendo conferir um elevado grau de pureza, requisito fundamental
para aplicagdes in vivo, e condi¢des que preservem suas caracteristicas bioldgicas (ROQUE,
SILVA e TAIPA, 2007, BURNOUEF, 1995). Uma vez que muitas proteinas apresentam
capacidade de se ligar a moléculas especificas de forma ndo covalente, essa especificidade
proporcionada pelo ligante é empregada para adsorcao seletiva da molécula alvo em misturas
de proteinas, por meio da cromatografia de afinidade (SANTOS, 2017). No entanto, o custo
para emprego desta técnica de separacdo bioquimica € relativamente alto, em comparagdo
com outras técnicas, € demanda um processo de eluicio um pouco mais complexo, uma vez
que as proteinas adsorvidas neste processo t€m grande afinidade pelas matrizes utilizadas.
Assim, novos estudos sdo realizados a fim de desenvolver processos que gerem menores

custos e que proporcionem elevada seletividade ao componente desejado.

Dentre os diversos métodos cromatograficos, os processos de troca iOnica
mostram-se atrativos € economicamente vidveis, por se tratar de uma técnica vastamente
estudada e de facil operacdo, o que a torna a técnica mais empregada para a purificagdao de

proteinas (FERREIRA, 2017; PESSOA Jr. e KILIKIAN, 2005).
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Devido as suas propriedades como a biocompatibilidade e biodegradabilidade,
bem como pela sua ampla biodisponibilidade, a quitosana € um biomaterial aplicado em
diversas dreas tecnoldgicas, sendo inclusive utilizada como resina de troca idnica em
processos cromatogrificos, como apresentado em Wan Ngah e Fatinathan (2010). Aliado a
isso, sua estrutura permite modificacdes quimicas seletivas devido as diferencas de
reatividade dos grupos amino e das hidroxilas que a constituem. H4 vérios estudos que
reportam aplicacdes para reacdes de sulfatacdo de polissacarideos, as quais resultam em
alteracdes de suas atividades bioldgicas, bem como de sua solubilidade em dgua (MOURA
NETO, 2013; VIEIRA, 2012). Ainda, de acordo com Ferreira (2017), resinas contendo grupos
funcionais sulfénicos (—SOs;H) tendem a ser fortemente catidnicas.

Assim, este trabalho abordarad a sintese de adsorvente a base de quitosana, com
posterior modificagdo por sulfatacdo, a fim de aumentar a sua capacidade adsortiva como
resina catidnica para aplicacdo em processo de purificacio de imunoglobulina G por

cromatografia de troca i6nica.

1.1 Objetivos

Este trabalho teve como objetivo geral encontrar melhores condi¢des operacionais
de adsorcdo de Imunoglobulina G utilizando microesferas de quitosana sulfatadas. Os
objetivos especificos foram:

» Avaliar a influéncia do pH de diferentes tampdes bioldgicos;

» Acompanhar o comportamento cinético e das isotermas de adsor¢do com IgG;

» Comparar os resultados obtidos utilizando microesferas de quitosana sulfatadas
com os de microesferas de quitosana ndo-sulfatadas;

» Realizar ensaios de adsorcdo com misturas de IgG e BSA, em diferentes

proporg¢oes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo bibliogrifica do presente trabalho estd dividida em quatro partes:
imunoglobulinas, purificagdo de IgG, cromatografia de troca idnica e matriz polimérica do

adsorvente.

2.1 Imunoglobulinas

Constantemente os seres humanos sao expostos a inimeros patdgenos existentes
no ambiente, por meio de contato, de inalacdo e de ingestio (ALBERTS et al, 2010).
Ademais, estima-se que o microbioma humano seja composto por cem trilhdes de
microrganismos, nimero que € aproximadamente dez vezes superior ao total de células
presentes no corpo humano, crescendo em sitios localizados na boca, na cavidade nasal, nos
intestinos, no trato urogenital, na pele, dentre outros. (MADIGAN et al, 2016). Sabe-se que
alguns microrganismos exercem funcdes vitais no organismo por meio de interacdes
simbidticas, no entanto, por vezes, o corpo € invadido por organismos interpretados como
potenciais ameacas as atividades de 6rgaos e tecidos (HARLOW e LANE, 1988).

Denomina-se antigeno, qualquer substancia capaz de ser reconhecida e ativar uma
resposta imune a esta, ndo se restringindo a componentes de substancias estranhas (MALE et
al, 2006; MURPHY, 2014). Os antigenos apresentam duas propriedades principais: a
antigenicidade, que diz respeito a capacidade de estimular a formacdo de anticorpos, e a
imunogenicidade, a qual estd relacionada com a capacidade de induzir uma resposta imune
especifica (TEVA, FERNANDEZ e SILVA, 2010).

O sistema imunoldgico € composto por um conjunto de células, originadas de
células hematopoéticas pluripotentes, € moléculas distribuidas por todo o organismo,
destinando-se a eliminar ou inativar ameacas causadas pela penetragdo de microrganismos ou
contra a transformacao maligna de células, prevenindo infec¢des e tumores (LEANDRO et al,
2007, MARTINEZ e ALVAREZ-MON, 1999). Esse sistema apresenta duas subdivisdes: o
sistema inato e o sistema adaptativo. O sistema inato, responsavel pelas defesas gerais, é
constituido por todos os mecanismos de resposta imune que atuam de forma ndo especifica
contra um invasor utilizando-se de barreiras fisicas, como pele e mucosa, e de fagécitos. Uma
vez que o sistema inato ndo € capaz de deter a ameaca, o sistema adaptativo € acionado e, com
um desenvolvimento mais lento, elimina os patdgenos invasores € 0s produtos toxicos destes,

por meio de mecanismos especificos aos antigenos. Dentre os principais constituintes do
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sistema adaptativo, podem-se destacar os linfécitos e as imunoglobulinas (ALBERTS et al,
2010; RIBEIRO, 2006).

As imunoglobulinas, também chamados de anticorpos, sdo glicoproteinas
globulares cuja fung@o € reconhecer os antigenos por meio de um modelo de ajuste do tipo
"chave e fechadura" e sdo sintetizadas por células plasmdticas originadas da diferenciacdo de
linfécitos B (RIBEIRO, 2006; ROQUE, LOWE e TAIPA, 2004). As imunoglobulinas sao
constituidas por proteinas (82% a 96%) e carboidratos (4 a 18%) e apresentam como estrutura
basica quatro cadeias polipeptidicas: duas cadeias leves idénticas com massa entre 23 e 25
kDa e duas cadeias pesadas idénticas com massa entre 50 e 70 kDa. Unindo as cadeias pesada
e leve, assim como as duas cadeias pesadas, hd pontes dissulfeto (-S-S-) intercadeia em
nimero varidvel entre as diferentes moléculas de imunoglobulinas. H4 também pontes
dissulfeto intracadeia internamente a cada uma das cadeias polipeptidicas. A representa¢do
esquemadtica da estrutura de uma imunoglobulina € mostrada na Figura 1 (HAMILTON, 2001;

MAYER, [20--]).

Figura 1 — Estrutura de uma Imunoglobulina.

Unido do Antigeno
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Fonte: adaptado de Faria, Batista e Heneine (2013).

As imunoglobulinas podem ser classificadas, de acordo com o tipo das cadeias

pesadas e com a quantidade de unidades funcionais, em cinco classes: IgG, IgA, IgM, IgD e
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IgE, tendo suas cadeias pesadas representadas, respectivamente, pelas letras gregas gama (y),
alfa (a), mi (p), delta (8) e épsilon (¢) (HUSE, BOHME e SCHOLZ, 2002). As distribui¢des
percentuais das classes de imunoglobulinas, bem como suas principais propriedades e a forma

basica de suas estruturas estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Distribui¢do das classes de Imunoglobulinas no soro.

Imunoslobulina Soro Peso Molecular Concentracio no Estrutura
g (% 1g) (kDa) Soro (mg / mL)
IgG 75 150 8—-17 Mono6mero
IgA 15 150 1-4 Mondmero, Dimero
IgM 10 900 0,05-2 Pentamero
IgD <0,5 180 <1 Mondmero
IgE < 0,01 190 <1 Mono6mero

Fonte: adaptado de Schroeder Jr. e Cavacini (2010) e Ribeiro (2006).

A classe das IgG's se subdivide, ainda, em quatro subclasses: IgGi, IgG,, IgGs e
IgGy. Estas sdo diferenciadas, principalmente, pelo numero de pontes dissulfeto intercadeias
pesadas e por caracteristicas estruturais na regido flexivel (RIBEIRO, 2006). Suas respectivas
concentracoes relativas, assim como suas principais propriedades estdo organizadas na Tabela

2.

Tabela 2 — Propriedades das subclasses de Imunoglobulinas G.

Propriedades IgG, IgG, IgG3 IgGy
Tipo de Cadeia Pesada Y1 Y2 Y3 Y4
Peso Molecular (kDa) 146 146 170 146
Faixa de pl

) ‘ 8,6 + 04 74+ 0,6 8,31+ 0,7 7,2+ 0,8
(média + desvio padrao)

Total de IgG no soro de um adulto

60,3-71,5 19,4-31,0 5,0-8,4 0,7-4,2
normal (%)
Concentra¢do em soro normal

(mg/mL)

5-12 2-6 0,5-1 0,2-1

N° de pontes dissulfeto

intercadeia

Fonte: adaptado de Hamilton (2001).
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2.2 Purificacao de IgG

O sangue humano é um material biol6gico bastante singular, do qual podem ser
extraidos véarios produtos terapéuticos (BURNOUF e RADOSEVICH, 2001). Estima-se que
mundialmente, em 2012, 36,8 milhdes de litros de plasma humano tenham sido coletados para
fracionamento (INSTITUTO BUTANTAN, 2017).

A producdo de hemoderivados vem se intensificando desde a década de 40
quando, nos Estados Unidos, o quimico Edwin Joseph Cohn desenvolveu, junto a outros
colaboradores, um sistema de precipitacdo de plasma por etanol, resultando em uma fracdo
proteica purificada rica em HSA, a qual € o componente majoritdrio no plasma, com uma
concentracdo de aproximadamente 40 mg/mL e massa molecular de 66 kDa (ANDRADE e
HLADY, 1987; CENTRO DE GESTAO E ESTUDOS ESTRATEGICOS, 2017; GONDIM,
2012).

Com o passar do tempo, o cerne desse ramo industrial foi passando por algumas
variagdes: a albumina foi a base principal até que, entre as décadas de 1980 e 1990, a
producdo de Fator VIII tornou-se o eixo central do ramo. Ja no século atual, a industria de
hemoderivados passou a ter as imunoglobulinas assumindo o papel preponderante, fazendo
com que a HSA e o Fator VIII fossem considerados quase subprodutos de sua obtencao
purificada. Segundo a projecdo do Instituto Butantan (2017), a demanda mundial de
imunoglobulinas para aplicacdo endovenosa ou subcutinea tende a crescer consideravelmente
de modo que, em 2018 serdo requeridas 186,5 toneladas de imunoglobulinas, como mostrado
na Figura 2.

As imunoglobulinas tém sido os hemoderivados de maior utilizacio em todo o
mundo, por volta de 140 mg per capita em paises como Canada e Estados Unidos. No Brasil,
o consumo € de aproximadamente 10 mg por habitante, conforme ilustrado na Figura 3
(GONDIM, 2012; INSTITUTO BUTANTAN, 2017). Embora alguns novos projetos de
plantas industriais estejam em fase inicial, como do Instituto Butantan e da Empresa
Brasileira de Hemoderivados e Biotecnologia (HEMOBRAS), o Brasil ainda é dependente da
importacdo deste hemoderivado, acarretando em desembolsos, de acordo com os crescentes
precos do mercado internacional de imunoglobulinas, com valores entre 40 e 70 ddlares por
grama (BRASIL, 2004; GONDIM, 2012). Provavelmente esses dados ja devem ter sofrido
alteracdes, mas eles dao um vislumbre da relevancia do desenvolvimento de estudos sobre os

processos de purificacao de imunoglobulinas no contexto atual.
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Figura 2 — Demanda mundial de Imunoglobulinas de aplica¢do endovenosa ou subcutanea.
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Fonte: adaptado de Instituto Butantan (2017).

Figura 3 — Uso de Imunoglobulinas no mundo.
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Fonte: adaptado de Instituto Butantan (2017).

A IgG ¢é considerada a imunoglobulina mais versatil, podendo realizar todas as

fungdes das demais moléculas de imunoglobulina, além de ser uma boa opsonina, termo
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utilizado para designar substancias com a propriedade de favorecer o processo de fagocitose,
atuando ativamente no combate a infeccoes (MAYER, [20--]).

Esta também é empregada em vdrias aplicacdes terapéuticas, tais como na
preven¢do de pneumonia, tratamento de imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas, doencas
seletivas de anticorpos, dentre outras. Nesses tratamentos, usualmente, sdo demandadas
grandes doses de IgG, podendo chegar a vdrios gramas por paciente ao ano (CONDINO-
NETO et al, 2013; MIRANDA et al, 2010).

Ha uma regulamentacio da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria - ANVISA,
de 19 de maio de 2000, que especifica o grau de pureza minimo de 90% para IgG
intramuscular e de 95% para IgG endovenosa (MIRANDA et al, 2010). Deste modo, sdao
requeridos processos de purificagdo com elevado grau de seletividade ou a execugdo de etapas
adicionais de eliminacdo de contaminantes.

Uma vez que o plasma tem predisposi¢do a contamina¢do por uma variedade de
agentes patogénicos, garantir a seguranga dos produtos hemoderivados é uma prioridade para
os produtores destes. Assim, costumam ser adotados procedimentos de particionamento,
inativagao e filtracao de virus (KEMPF, STUCKI e BOSCHETTI, 2007).

Estudos com a finalidade de desenvolver métodos mais seletivos para a
purificacdo de IgG e capazes de proporcionar maior grau de pureza, em etapa Unica, t€m sido
realizados nas ultimas décadas, dentre os quais destacam-se as técnicas de precipitacdo e as

cromatografias de troca 10nica, afinidade e permeacao em gel (SOUZA, 2009).

2.3 Cromatografia de Troca Ionica

De acordo com Torres (2006), a adsor¢cdo pode ser definida como um fendmeno
de superficie em que uma quantidade finita de moléculas de um fluido, denominado
adsorbato, adere a superficie de um sélido, denominado adsorvente. O processo de separacao
do componente de interesse é consequéncia de uma forca resultante ndo balanceada na
superficie do adsorvente, o que atrai as moléculas de um fluido e as mantém em contato por
um determinado tempo com o sélido, sem que necessariamente haja uma reacdo quimica
(BEZERRA, 2013). Dado que os componentes adsorvidos concentram-se sobre a superficie
externa, quanto maior a porosidade da particula (por conseguinte, com maior drea superficial),
mais favoravel serd a adsor¢cao (NASCIMENTO et al, 2014).

Dependendo da natureza das forcas envolvidas, os fendmenos adsortivos podem

ser fisicos (fisissorcao) ou quimicos (quimissor¢do). Ocorre fisissor¢ao quando a ligacdo do
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adsorbato a superficie do adsorvente € intermediada por forcas fracas (ndo covalentes), como
as forcas de Van der Waalls, resultado da sobreposi¢do de vdérias interagdes. Na adsorcao
quimica ha troca ou partilha de elétrons entre adsorbato e adsorvente, o que resulta em uma
reacdo quimica e na constituicdo de uma nova ligacdo, bem mais forte (covalente) que a
derivada da fisissor¢ao. Outra particularidade da quimissor¢do é que esta € dita localizada, s6
podendo acontecer nos sitios ativos, € ha formacdo de uma unica camada adsorvida sobre o
adsorvente, em contrapartida, a fisissor¢do é dita nao localizada, ocorrendo por toda a
superficie do adsorvente, e pode haver formacdo de multicamadas da substincia adsorvida
(BEZERRA, 2013; NASCIMENTO et al, 2014; TORRES, 2006).

De acordo com Degani, Cass e Vieira (1998), a cromatografia é uma técnica
fisico-quimica de separacdo que consiste na migracdo diferencial dos componentes de uma
mistura, que ocorre devido a diferentes interacdes entre as fases mével e estaciondria. Quanto
a fase mével empregada, a cromatografia pode ser classificada como: liquida, gasosa ou
supercritica onde, nesta ultima, emprega-se vapor pressurizado, acima de sua temperatura
critica. Em aplicacdes onde o objetivo € promover a purificagdo de metabdlitos celulares, a
cromatografia liquida é a técnica de interesse. Nesta técnica, os solutos (particulas do
componente desejado) s@o retidos em um leito poroso, por fendmenos de adsor¢do (fisica ou
quimica), particdo ou exclusdo molecular (DEGANI, CASS e VIEIRA, 1998; PESSOA Jr. e
KILIKIAN, 2005).

Industrialmente, varios tipos de cromatografia sdo empregados para a purificagdo
de misturas multicomponentes de proteinas, dentre elas a cromatografia de troca idnica, de
afinidade, de exclusdo, dentre outras (GERBERDING e BYERS, 1998). Nesse contexto,
constatou-se que o método mais utilizado para purificacdo de proteinas é o de troca idnica.
Esta é normalmente selecionada, pois, em comparagdo aos demais, mostrou ser simples,
versatil, de facil ampliacdo de escala e por apresentar altas resolucdo e capacidade adsortiva
(PESSOA Jr. e KILIKIAN, 2005; ZUNIGA et al, 2003).

O principio do processo de separacdo por cromatografia de troca iOnica consiste
nas interagOes eletrostdticas devido as cargas das biomoléculas. Visto que as proteinas tém
natureza anfotérica, sua carga liquida € dependente do pH do meio em que esta se encontra.
Dependendo da proporc¢ao de cargas positivas e negativas proprias, em um determinado pH, a
carga liquida serd nula, e sob essas condi¢des a proteina é dita estar no seu ponto isoelétrico
(pD). Deste modo, em meios onde o pH é menor que o pl da proteina, esta fica carregada
positivamente. De modo andlogo, em meios onde o pH € maior que o pl da proteina, esta fica

carregada negativamente (KOPACIEWICZ et al, 1983).
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Nesse método cromatogrifico hd uma etapa de adsor¢do reversivel de moléculas
de solutos eletricamente carregados a grupos com cargas opostas, imobilizados em matriz
s6lida. Em seguida, na etapa de eluicdo, os solutos adsorvidos sdo substituidos por outros de
mesma carga, porém com maior afinidade pela fase estaciondria. Deste modo, os diferentes
graus de interacdo eletrostdtica, entre a fase estaciondria e os ions da fase mével, conduzem

esse processo (PESSOA Jr. e KILIKIAN, 2005).

2.4 Matriz Polimérica do Adsorvente

Com o objetivo de melhorar os resultados, em algumas aplicagcdes, sdo feitas
modificagdes em materiais sensiveis a reacdes, de modo a efetuar alteracOes convenientes em
suas propriedades. Nesse contexto, materiais poliméricos organicos de baixo custo e
abundantes na natureza vem sendo amplamente estudados (VIEIRA, 2012).

A quitosana é um polissacarideo linear derivado da quitina, biopolimero presente
nos exoesqueletos e cuticulas de crustidceos e insetos, em algumas algas marinhas e nas
paredes celulares de fungos. A quitina, um dos biopolimeros mais abundantes na natureza, €
composta por unidades de 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose unidas por ligacdes B-(1-4)
e, quando submetida a reacdo de desacetilacdo, seja alcalina ou enzimdtica, resulta na
estrutura [-(1-4)-2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose, a qual, se apresentar grau de
desacetilacdo superior a 60%, é denominada quitosana (DIAS et al, 2008; FAN et al, 2012;
VIEIRA, 2012). Assim, a quitosana mostra-se uma potencial matriz adsortiva para processos
cromatogréficos, por sua ampla disponibilidade e por ter um baixo custo de aquisi¢do. As

estruturas da quitina e da quitosana sao mostradas nas Figuras 4 e 5, respectivamente.

Figura 4 — Estrutura da Quitina.

Fonte: Adaptado de Freire (2016) e Moraes (2016).
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Figura 5 — Estrutura da Quitosana.
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Fonte: Adaptado de Freire (2016).

Uma vez que a quitosana nas formas de p6 ou de flocos apresenta as desvantagens
de ser soluvel em meio 4cido e de possuir baixa drea superficial, em algumas aplicacoes é
feita a reticulacdo da cadeia polimérica e sua modificacdo fisica para a forma de esferas
(DIAS et al, 2008). A estrutura quimica da quitosana € um polieletrélito linear catidnico com
os grupos hidréxido e amino reativos, o que facilita a realizacdo de modificagdes quimicas
para melhorar uma propriedade de interesse no material (MORAES, 2016).

A sulfatacao de polissacarideos possibilita alterar a sua solubilidade em dgua, bem
como promover alteragcdes em suas atividades bioldgicas por meio de alteragdes na
conformagdo da cadeia (MOURA NETO, 2013). Uma estratégia utilizada para melhorar o
desempenho dos adsorventes a base de quitosana, em processos que envolvem a sua utilizacao
como resina catiOnica, consiste na introducdo de grupamentos sulfonicos (-SO3’) em sua
cadeia, reduzindo as cargas positivas de grupos amino protonados e produzindo uma carga
superficial negativa nesta (LIMA et al., 2013).

O triéxido de enxofre, reagente empregado no processo de sulfatacdo, € um
composto eletréfilo agressivo e altamente reativo a qualquer composto contendo um grupo
eletrodoador. Assim, a sulfatacdo é um processo de complexa aplicacdo industrial, uma vez
que estas reacdes tendem a ser demasiadamente exotérmicas e muito rapidas. Além disso, a
remogdo de calor do sistema € dificultada pelo aumento da viscosidade do composto, durante
0 processo. Deste modo, visando diminuir a reatividade do trioxido de enxofre, com
moderadas velocidade de reacdo e liberacdo de calor, esse reagente € comumente utilizado na
forma conjugada a agentes complexantes (BARCZA, 2012). Neste trabalho, foi utilizado
acido clorossulfonico, forma conjugada do trioxido de enxofre a 4cido cloridrico.

A fim de aumentar a resisténcia quimica da quitosana ao meio, ¢ comum bloquear
os seus grupos funcionais por meio da adi¢do de um agente modificador. Essa inclusdao pode
ser feita na propria solu¢dao de quitosana ou na quitosana ja moldada. O glutaraldeido € um

agente reticulante utilizado para aumentar a estabilidade quimica da quitosana, por meio do
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bloqueio dos grupos amino presentes em sua cadeia polimérica, por meio de uma reagdo

irreversivel e rapida (TORRES, 2006).
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3 METODOLOGIA

A metodologia empregada neste trabalho pode ser dividida em seis tdpicos
principais: materiais, sintese das microesferas de quitosana sulfatadas, caracterizacao dos
adsorventes, ensaios de adsorcdo com IgG de alta pureza, ensaios de adsor¢do com mistura

IgG/BSA e eletroforeses.

3.1 Materiais

A quitosana utilizada foi obtida da Polymar (Brasil), com grau de desacetilacdo de
87,4%, de acordo com a fabricante. Os reagentes 4cido acético, DMF (N-N-
Dimetilformamida) e glutaraldeido foram obtidos da Vetec (Brasil). A albumina do soro
bovino foi obtida da INLAB (Brasil). A imunoglobulina G do soro humano (99%) e os
reagentes MOPS  (4cido  morfolinopropanosulfonico), =~ HEPES  (4cido  N-2-
hidroxietilpiperazino-N’-2-etanosulfonico), MES (4cido morfolinoetanosulfénico) e tris
(trizima) foram adquiridos da Sigma (EUA). O marcador de alto peso molecular, contendo as
proteinas miosina (212 kDa), o,-macroglobulina (170 kDa), (-galactosidade (116 kDa),
transferina (76 kDa) e glutamato desidrogenase (53 kDa), foi obtido da GE Healthcore
(EUA). Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico e nas preparacdes de todas as

solugdes foi utilizada dgua ultrapura (Millipore, EUA).

3.2 Sintese das microesferas de quitosana sulfatadas

A sintese do adsorvente foi realizada a partir de modificacdes as metodologias
apresentadas por Pires et al. (2013) e Moraes (2016). Inicialmente foi preparada uma solucao
de quitosana 5% (m/v) em acido acético 10% (v/v), por meio da adicao de 20g de quitosana
em p6 a 180 mL de dgua MiliQ, mantidos sob agitacdo por 2 horas em agitador mecanico
Tecnal (Brasil), modelo TE-139, a aproximadamente 800 rpm para solubilizacdo. Seguido
pela adic@o de 40 mL de 4cido acético e 180 mL de dgua MiliQ, permanecendo, a mistura, em
agitacdo nas condicdes anteriores por mais 24 horas. Terminada esta etapa, a solugdo foi
filtrada para remocao de eventuais impurezas presentes.

Em seguida, a solucdo de quitosana foi gotejada, a vazdo constante de 1,5
mL/minuto, em solugdo coagulante de hidroxido de amonio 50% (v/v). O sistema foi montado

utilizando uma bomba peristdltica Watson-Marlow (EUA), modelo Q400 e a secdo de saida de
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fluido foi padronizada utilizando uma ponteira para micropipeta de 0-200 pL do tipo Gilson,
sem filtro. Apds o gotejamento, as esferas foram mantidas em repouso por 24 horas. Logo
depois, estas foram lavadas abundantemente com &dgua destilada até atingirem pH neutro e
foram deixadas para secar em estufa a 50 °C. Ao fim dessa etapa obtiveram-se as microesferas
de quitosana (MQ), das quais foi reservada uma parcela para ensaios comparativos de
adsor¢do e as demais foram submetidas a sulfatacdo, conforme descrito subsequentemente.

Como processo de pré-sulfatacio, foram adicionados 15 mL de N,N-
dimetilformamida (DMF), para cada grama de MQ, sendo mantidas sob agitacdo por 15
horas. Decorrido o tempo especificado, retirou-se o excesso de solvente e procedeu-se com a
sulfatacao.

Em um baldo de trés bocas conectado a um condensador de refluxo, o reagente de
sulfatacdo foi preparado a partir da adi¢cdo gota a gota, de 6 mL de 4cido clorossulfonico
(HCISO3) a 60 mL de DMF arrefecida a temperatura entre 0 e 4 °C, sendo os mencionados
volumes proporcionais a massa de 1 g de MQ. Nesta etapa, para estabilizacdo da temperatura,
a mistura foi mantida em banho de gelo e sob leve agitacdo magnética até atingir a
temperatura ambiente. Apos esse processo, foram adicionadas as microesferas e a mistura foi
mantida a temperatura de 50 °C e agitacdo por 5 horas. Uma solucdo amarelada foi obtida e
reagida com NaOH 10 M até que fosse atingido o pH 12. Feito isso, retirou-se o excesso de
solvente e, em seguida, foram realizados seis ciclos de lavagens, sob agitacdo, com metanol
(CH3OH). Por fim, as esferas sulfatadas foram deixadas para secar em estufa a 50 °C.

Posteriormente, para a remog¢do de reagentes ndo reagidos remanescentes, 0s
solidos secos foram dispersos em aproximadamente 100 mL de dgua destilada em membranas
de didlise com cut-off de peso molar de 12000-16000 g/mol e procedeu-se a didlise contra
agua destilada por dois dias, sendo trocada a dgua duas vezes ao dia.

Finalmente, foi feita a reticulacio das microesferas utilizando solucdo de
glutaraldeido 2,5% (v/v), sendo mantidas em contato por 1 hora. Decorrido o tempo
determinado, as esferas foram lavadas com etanol para remoc¢do do excedente do agente
reticulante e concluindo o processo com lavagens com dgua destilada. Foi feita a secagem do
material em estufa, a 50 °C, e assim obtiveram-se as microesferas de quitosana sulfatadas
reticuladas (MQS), as quais consistem no objeto principal de estudo no presente trabalho.

Esquematicamente, a Figura 6 apresenta um resumo das principais etapas da sintese realizada.
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Figura 6 — Procedimento de preparacio das microesferas de quitosana sulfatadas a partir de

modificagdes as metodologias propostas por Pires et al. (2013) e Moraes (2016).
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Fonte: Préprio autor.
3.3 Caracterizacao dos adsorventes

A fim de caracterizar os adsorventes sintetizados, estes foram analisados através
de espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho (do inglés, Fourier Transform

Infrared — FTIR) e por meio de testes de estabilidade quimica.

3.3.1 Espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho — FTIR

Na obtencdo dos espectros por FTIR, foi utilizado espectrometro Perkin Elmer
(EUA) 2000. Para realizagao das andlises, as amostras foram misturadas com Brometo de
Potassio (KBr) e colocadas em uma prensa para formar uma pastilha. Os espectros foram
obtidos em comprimentos de onda na faixa de 500 a 4000 cm’'. Foram analisadas amostras de
trés estagios da sintese realizada: microesferas de quitosana (MQ), microesferas de quitosana

sulfatadas nao reticuladas e as microesferas de quitosana sulfatadas reticuladas (MQS).

3.3.2 Avaliacdo da estabilidade quimica

Para anélise da estabilidade quimica foi utilizada a metodologia apresentada por

Torres (2006). As amostras de quitosana em pd, de MQ e de MQS foram mantidas em
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solucdes de acido cloridrico 0,2 mol/L, em repouso por 24 horas. As solubilidades destas

foram avaliadas visualmente em ensaios realizados em duplicata.

3.4 Ensaios de adsorcao com IgG de alta pureza

Os ensaios de adsor¢do de IgG foram realizados em duplicata, no modo batelada,
utilizando um sistema circular com rotacdo constante, tendo como parametros acompanhados
a massa de adsorvente, o volume e concentracdo de adsorbato, tempo de contato entre as
fases, além do pH e concentracdo dos tampdes empregados. Fixou-se, para a todos os ensaios
deste topico, a velocidade de agitacdo em 18 rpm em agitador rotativo Tecnal (Brasil), modelo
TE-165, o volume da solucdo de proteina (adsorbato) em 3 mL e a concentracdo de 25 mM
para os tampdes avaliados. Decorrido o tempo de ensaio, aliquotas de 2 mL do sobrenadante
foram centrifugadas em microcentrifuga Cientec (Brasil), modelo CT-15000R por 10 minutos
com rotacao de 10.000 rpm, para a separacdo de eventuais resquicios de adsorvente presente

na amostra. Uma representagdo do sistema de agitacdo utilizado é mostrada na Figura 7.

Figura 7 — Representacdo do sistema de agitacao para ensaios em batelada.

Fonte: Préprio autor.

A principio foi realizada a avaliacdo da influéncia do pH e do tampao empregado
na preparagdo do adsorbato. Nestes ensaios, 5 mg de MQS foram mantidas em contato com

solucdo de IgG 0,75 mg/mL por 2 horas. A fim de verificar qual apresentava a melhor
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condi¢cdo de adsor¢do, foram testados os tampdes Fosfato, Acetato, MOPS, HEPES, MES e
Tris/HCI, sempre respeitando a faixa de propriedade tamponante dos mesmos.

Procedendo-se os experimentos, foi feita a andlise da influéncia da massa de
adsorvente nos ensaios. Para tanto, foram realizados ensaios com massa de MQS variando de
5 a 25 mg, colocadas em contato por 2 horas com solu¢do de IgG 0,75 mg/mL em tampao
HEPES, pH fixo em 6,8.

Para obtencdo do tempo de equilibrio para o processo adsortivo, foi preparada
solugdo de IgG 0,75 mg/mL com tampdo HEPES, pH fixo em 6,8 e esta foi mantida em
contato com 5 mg de adsorvente, variando-se a duragcdo do ensaio de 5 minutos a 24 horas.

Uma vez definido o tempo de equilibrio, foram realizados ensaios com
concentracdes iniciais de IgG variando de 0,5 a 4,0 mg/mL, preparadas em tampdao HEPES,
pH 6,8, a partir dos quais foram obtidas as isotermas de adsorcdo (quantidade de soluto
presente na fase fluida em equilibrio com a quantidade de soluto adsorvido). As solucdes de
IgG, em cada concentracdo, foram mantidas em contato com 5 mg do adsorvente por um
periodo de 10 horas.

Para fins comparativos, os experimentos para obtencdo do perfil cinético e das
isotermas de adsorcao foram reproduzidos, sob mesmas condicdes, utilizando as microesferas
sulfatadas (MQS) e as nao sulfatadas (MQ).

Terminados os ensaios e colhidas as amostras, estas foram quantificadas por
espectrofotometria UV-Vis, Thermo Scientific Biomate B (EUA) em comprimento de onda de
280 nm. Os valores de absorbancias obtidos foram convertidos para concentragdo através de
curvas de calibracdo previamente obtidas. A quantidade de soluto adsorvido na fase fluida foi

quantificada a partir de um balango de massa simples, conforme apresentado na Equacao 1.

Veor - (Co — C

Mags

Em que g expressa a quantidade adsorvida por grama de adsorvente (mg/g), V,; €
o volume da solu¢do (mL) mantida em contato com a massa m,,s de adsorvente (g) e sendo
Cy € Cr as concentragoes inicial e final na fase liquida (mg/mL), respectivamente.

Como modelos de ajuste para os dados experimentais das isotermas de adsor¢ao
foram aplicados os modelos de Langmuir e de Langmuir-Freundlich, apresentados nas
Equacdes 2 e 3, respectivamente, por meio da utilizagcdo da ferramenta de ajuste ndo linear do

software OriginPro8 (EUA).
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_ Qmax * (kL ’ Ceq)
1+ (k- Coq)

2)

_ 9max * (kLF ' Ceq)N

1 + (kLF " Ceq)N

3)

Nestas, q é a quantidade de proteina adsorvida (mg/g); qmax € @ capacidade
mdxima de adsor¢do pelo adsorvente (mg/g); C,, € a concentragdo da fase liquida no
equilibrio (mg/mL); N é o pardmetro de cooperatividade do sistema e k; e k;r sdo as

constantes de Langmuir e Langmuir-Freundlich (mL/mg), respectivamente.

3.5 Ensaios de adsorciao com mistura IgG/BSA

Partindo das melhores condi¢cdes para a adsor¢do de IgG obtidas conforme
descrito no tdpico anterior, foram feitos ensaios de adsor¢do com misturas de proteinas. Uma
vez que, segundo Andrade e Hlady (1987), os componentes majoritdrios do plasma sanguineo
sao HSA e IgG, procurou-se analisar a seletividade das microesferas de quitosana sulfatadas
para a adsorc¢do de IgG em meios com a presenca de albumina. Sabendo que as albuminas
apresentam similaridades estruturais e em suas propriedades, nos experimentos fez-se a
substituicdo da HSA pela albumina do soro bovino (do inglés, Bovine Serum Albumin — BSA),
pois esta apresenta menor custo de aquisicdo, em comparacdo com a albumina do soro
humano.

Foram selecionadas cinco fragdes massicas (0, 25, 50, 75 e 100%) de IgG e BSA
(fracdo complementar) de modo a verificar o efeito da interagdo destas em diferentes
configuragdes. Em todos os casos, a concentracdo de proteinas totais foi de 1 mg/mL de
proteina em tampao HEPES 25 mM, pH 6,8. Os ensaios foram conduzidos de modo andlogo
aos ensaios com IgG de alta pureza, em sistema de agitagdo rotativo a 18 rpm, por 10 horas,
mantendo em contato 5 mg de adsorvente em 3 mL da solucdo de proteinas, conforme
apresentado na Tabela 3.

Finalizados os ensaios, colhidas as amostras e centrifugadas, estas foram
quantificadas por espectrofotometria UV-Vis, Thermo Scientific Biomate B (EUA), em
comprimento de onda 595 nm, utilizando metodologia adaptada a partir de Bradford (1976)
para leitura de proteinas totais, diferenciado desta apenas no método de elaboracdo das curvas

de calibracgdo, pois foram consideradas as propor¢des de cada proteina do ensaio, em vez de
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considerar apenas a presenga da proteina BSA. Para cada 0,02 mL de amostra deixou-se em
contato com 1,0 mL do reagente de Bradford por aproximadamente 10 min em cubetas
plasticas em ambiente com auséncia de luz. Os valores de absorbancias obtidos foram
convertidos, para concentracao, através de curvas de calibragdo previamente obtidas conforme
supracitado. A quantidade de soluto adsorvido na fase fluida foi quantificada a partir do
balanco de massa j4 mostrado na Equacdo 1. A andlise qualitativa da seletividade dos

adsorventes para a purificacdo de IgG foi realizada por meio de eletroforeses.

Tabela 3 — Fracdes mdssicas utilizadas nos ensaios de adsorcdo com mistura IgG/BSA.

Experimento Fracao Massica de IgG Fracao Massica de BSA

1 0 % 100 %
2 25 % 75 %
3 50 % 50 %
4 75 % 25 %
5 100 % 0 %

Fonte: Préprio autor.

3.6 Eletroforeses

Os ensaios de eletroforese foram realizados em géis de poliacrilamida em
condi¢des desnaturantes e nao redutoras (SDS-PAGE). Em conformidade com a metodologia
apresentada por Laemmli (1970), utilizou-se um sistema Mini-Protean III, adquirido da Bio-
Rad (EUA). As corridas foram realizadas a 150 V com géis de separagdo de 7,5% com 4% de
gel do tipo stacking. Foi utilizado marcador de alto peso molecular obtido da GE Healthcare
(EUA), para identificagdo das faixas de peso molecular, e corante Coomassie Brilhante Blue,

para a coloracdo das bandas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste tépico serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos conforme
metodologia apresentada anteriormente, dividindo-se em trés partes: sintese das microesferas
de quitosana sulfatadas, ensaios de adsor¢dao com IgG de alta pureza e ensaios de adsorcdo
com mistura [gG/BSA.

4.1 Sintese das microesferas de quitosana sulfatadas

Na Figura 8 sdo mostradas as MQ e as MQS obtidas a partir da metodologia

descrita neste trabalho.

Figura 8 — Microesferas de quitosana (a) e microesferas de quitosana sulfatadas (b).

Fonte: Préprio autor.

Para a formacdo de microesferas, a solu¢do de quitosana utilizada deve estar em
baixas concentragdes (até 5% m/v), neste caso, diluida em 4cido acético. Desse modo, a
solucdo atingird uma viscosidade entre 340 e 630 cP a 29 °C e apresentard uma densidade
adequada que possibilite a produgdo de microesferas sem cauda e com boa resisténcia
mecanica (DIAS et al., 2008).

Ao adicionar por gotejamento a solucio de quitosana em solugdo de hidréxido de

amonio, ocorre a neutraliza¢do da solu¢do 4dcida de quitosana, promovendo a coagulacdo desta
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em forma de gotas. Assim, sob agitacdo mecanica lenta, ha formacdo de microesferas em
suspensao na solucao coagulante (DIAS et al., 2008).

O processo de secagem apds a etapa supramencionada ¢ de grande importancia
para a sulfatacdo, pois o dcido clorossulfonico, agente sulfatante empregado, € inativado ao
reagir com dgua. Desse modo, a fim de aumentar a dissolucdo da quitosana foi utilizada DMF,
permanecendo este dltimo inerte ao meio reacional (CAVALHEIRO, 2009).

Para que as microesferas apresentassem maior estabilidade quimica, foi
promovida a reticulacdo com glutaraldeido por meio do bloqueio dos grupos amino presentes
na cadeia polimérica pelos grupos aldeido do agente reticulante (TORRES, 2006).

Com o intuito de verificar os resultados obtidos na sintese do adsorvente, foram

realizadas analises de espectroscopia de FTIR e de estabilidade quimica.

4.1.1 Espectroscopia de FTIR

Através da técnica de espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) é
possivel identificar os grupos funcionais do material. Nesse contexto, foram analisadas
amostras das microesferas de quitosana em diferentes estdgios da modificacdo quimica
realizada. Os espectros de absor¢ao obtidos sdo apresentados na Figura 9.

A quitosana, mostrada na Figura 9(a), apresenta, principalmente, bandas referentes
aos modos vibracionais dos grupos funcionais envolvidos em ligacdes de hidrogénio. Isso
pode ser observado em torno de 3465 cm™, onde aparece um sinal largo que pode ser
atribuido a deformacdo axial do grupo O—H agregado a outros grupos polares por pontes de
hidrogénio. H4 também, em 2925 cm™, bandas vibracionais de deformacdo simétrica do grupo
C-H (LIMA et al., 2013; WANG, TURHAN e GUNASEKARAN, 2004).

Também foi possivel verificar a presenca de grupamentos acetamida (C,HsNO)
remanescentes na estrutura da quitosana utilizada, uma vez que o grau de desacetilacdo desta
foi de 87,4%, por meio de vibragdes em torno de 1653 cm™, atribuidas a deformacdo axial de
C=0, referente a amida primdria (LAUS et al., 2006; LIMA et al., 2013; MACHADO et al.,
2009).

Analisando o espectro referente as microesferas de quitosana sulfatadas, na Figura
9(b), verifica-se a presenca de bandas semelhantes as da quitosana (Figura 9(a)), no entanto,
algumas mudancas referentes a reacdo de sulfatacdo foram notadas. Em 1035 cm™ pode ser
identificada uma banda atribuida ao estiramento C—O em (COSOs3) e em 1066 cm’! atribuida a

vibragdo simétrica do SO, (PIRES et al., 2013; RAKHMANOVA et al., 2009; VIKHOREVA
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et al., 2005). Além destas, foram identificadas bandas especificas de grupos de sulfato na
faixa de 1200 a 1260 cm'l, caracteristicas de flutuacdes de valéncia assimétricas de S=0.

Com a utilizacdo de glutaraldeido como agente de entrecruzamento, a reticulagio
ocorre via adi¢do nucleofilica da amina da quitosana a carbonila do agente. Desse modo, apds
reacdo de eliminagdo, ocorre a producdo de aldiminas ou bases de Schiff (GONSALVES et
al., 2011). Conforme mostrado na Figura 9(c), a intensidade da banda em 1140 cm’' referente
a amina alifdtica diminuiu, o que indica que estes grupos ligaram-se ao glutaraldeido,

formando iminas (N=C) em 1668 em’™.

Figura 9 — Espectro na regido do infravermelho das amostras (a) microesferas de quitosana
antes da sulfatacdo, (b) microesferas de quitosana sulfatadas ndo reticuladas, (c¢) microesferas

de quitosana sulfatadas e reticuladas.
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Fonte: Préprio autor.

4.1.2 Estabilidade quimica

Decorridas 24 horas do contato entre as amostras e a solu¢do de dcido cloridrico,

verificou-se que as amostras de quitosana nao reticuladas (MQ e quitosana em pd) estavam
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totalmente solubilizadas na solu¢do. As microesferas reticuladas (MQS) apresentaram uma
maior estabilidade quimica, quando comparadas as ndo reticuladas, ficando apenas
deformadas, mas nao totalmente soliveis na solucdo acida. Com isso, foi possivel verificar

que a etapa de reticulacao foi satisfatoria e resultou em um adsorvente com maior resisténcia.

4.2 Ensaios de adsorcao com IgG de alta pureza

Foram realizados ensaios com IgG de alta pureza a fim de verificar a influéncia
dos principais parametros que afetam o fendmeno adsortivo e para encontrar melhores
condi¢des operacionais para a purificacdo ou concentragdo dessa imunoglobulina. As andlises

feitas serdo apresentadas em seguida.

4.2.1 Estudo do pH

Uma vez que a adsor¢do de proteinas € consideravelmente influenciada pelo ponto
isoelétrico (pl) destas, devido a existéncia de cargas liquidas na superficie, mostra-se
relevante a manuten¢do de um pH favordvel a adsor¢do. Em pH > pl, as proteinas estdo
carregadas negativamente e, em pH < pl, estdo carregadas positivamente. Sabe-se também
que, quando hé equivaléncia entre o pH e o pl, a carga superficial liquida é nula, condicdo em
que as interagdes entre as moléculas de proteinas sdo reduzidas, favorecendo as interacdes
proteina-adsorvente. Deste modo, a diferenca de cargas pode favorecer ou desfavorecer a
interacdo biomolécula-adsorvente (SANTOS, 2017).

Foi realizado o estudo do pH para obter o melhor tipo de solu¢do tampao para a
adsorcao de IgG em MQS. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 10 e indicam
uma maior quantidade de IgG adsorvida, aproximadamente 128 mg/g de adsorvente, em pH
6,8 usando o tampao HEPES. Vale destacar que o pH 6,8 encontra-se dentro da faixa de pl da
imunoglobulina G, condi¢do em que as interagdes IgG-adsorvente foram favorecidas. Dessa

forma, o tampao HEPES 25 mM em pH 6,8 fo1 utilizado nos ensaios posteriores.
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Figura 10 — Efeito do pH e do tipo de tampao na adsorcao de IgG utilizando MQS
(Co= 0,75 mg/mL, Massa de adsorvente = 5 mg, Duragdo = 2 h).
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Fonte: Préprio autor.

4.2.2 Estudo da massa

A fim de verificar a menor quantidade de adsorvente necessdria para os ensaios de
adsorcdo, foram feitos ensaios com quantidades varidveis de MQS de 5 a 25 mg. Os
resultados obtidos sdo mostrados na Figura 11 e mostram que o melhor resultado foi obtido
com a massa de 5 mg de MQS. Apesar de, aparentemente, esse grafico mostrar que o
fenomeno adsortivo € prejudicado pela adi¢do de adsorvente, € importante ressaltar que os
resultados em questdo estdo apresentados em fungdo da massa de adsorvente (mg/g de
adsorvente), parametro varidvel do ensaio. Para uma melhor visualizacdo e interpretacdo dos
resultados, multiplicou-se as quantidades adsorvidas pela massa utilizada no ensaio, obtendo-
se assim a massa total de IgG adsorvida (em miligramas), conforme mostrado na Figura 12. A
partir deste, € possivel observar que a massa adsorvida é praticamente invaridvel entre os
ensaios, o que nos permite concluir que € mais vantajoso utilizar a massa de 5 mg por resultar

em menor gasto do material.



Figura 11 — Quantidade adsorvida em estudo da massa de MQS na adsor¢do de IgG
(Co=0,75 mg/mL, Dura¢dao = 2 h, HEPES pH 6,8).
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Fonte: Préprio autor.

Figura 12 — Massa adsorvida em estudo da massa de MQS na adsorcdo de IgG

(Co= 0,75 mg/mL, Duracdao = 2 h, HEPES pH 6,8).
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4.2.3 Cinéticas de adsorcao

Para verificar o andamento do processo adsortivo em diferentes tempos de
contato, foram obtidas as curvas cinéticas de adsorcdo. Para fins comparativos, os ensaios
foram realizados com as microesferas sulfatadas e com as ndo sulfatadas. As curvas com a
quantidade adsorvida estdo apresentadas na Figura 13, a partir do qual € possivel observar que
o tempo de equilibrio para a adsor¢dao das MQS € de 10 horas, enquanto que para as MQ é de
6 horas. Apesar de demandar um tempo maior até alcancar o equilibrio, as quantidades
adsorvidas com as MQS, cerca de 260 mg/g, foram consideravelmente superiores as das MQ,

aproximadamente 160 mg/g.

Figura 13 — Variacdo da quantidade adsorvida em ensaios cinéticos com MQS e MQ na

adsorc¢do de IgG (Cp= 0,75 mg/mL, Massa de adsorvente = 5 mg, HEPES pH 6,8).
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Fonte: Préprio autor.

7

Outra forma de expressar e analisar esses dados € a partir do decaimento da
concentracdo da fase liquida, adimensionalizado pela concentra¢do inicial do ensaio,
conforme apresentado na Figura 14. De acordo com este, é possivel observar que hd um
rdpido decaimento da concentracdo nos primeiros instantes do ensaio, velocidade que vai

sendo reduzida com a ocupacdo dos sitios ativos e diminuicdo do gradiente de concentracio
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no decorrer dos ensaios. Por fim, obteve-se que ao atingir o equilibrio, com a utilizacdo do
adsorvente sulfatado, cerca de 60% da massa de 1gG presente no meio foi adsorvida, enquanto

com o nio sulfatado apenas 35% da massa de IgG foi adsorvido.

Figura 14 — Variagdo da concentracdo da fase liquida em ensaios cinéticos com MQS e MQ na

adsor¢do de IgG (Cyp= 0,75 mg/mL, Massa de adsorvente = 5 mg, HEPES pH 6,8).
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Fonte: Préprio autor.

4.2.4 Isotermas de adsor¢do

Isotermas de adsor¢do colaboram significativamente para a compreensdo do
mecanismo de adsor¢do, pois esta permite obter informagdes como a capacidade maxima de
adsorcdo pelo adsorvente. Normalmente, a quantidade de soluto adsorvida aumenta com o
aumento da concentracgdo inicial da solucdo em estudo, embora ndo em propor¢ao direta,
considerados os limites de saturacdo do adsorvente.

Nesse contexto, foram obtidas as isotermas para as microesferas de quitosana
sulfatadas e para as ndo sulfatadas, utilizando solugdes de IgG com concentragdes iniciais
variando de 0,5 a 4,0 mg/mL. Nas Figuras 15 e 16, respectivamente, estdo apresentadas as
isotermas obtidas para as MQS e para as MQ. Para verificar o ajuste aos dados experimentais,

foram utilizados os modelos de Langmuir e de Langmuir-Freundlich.



Figura 15 — Isoterma de adsorcdo de IgG utilizando MQS

(Massa de adsorvente = 5 mg, Duragdo = 10 h, HEPES pH 6,8).
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Figura 16 — Isoterma de adsorcdo de IgG utilizando MQ

(Massa de adsorvente = 5 mg, Duracdo = 10 h, HEPES pH 6,8).
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De acordo com as figuras 15 e 16 e os parametros de ajuste mostrados na Tabela
4, pode-se verificar que os modelos de Langmuir e Langmuir-Freundlich se ajustaram
satisfatoriamente aos dados experimentais, com valores de coeficiente de determinacdo (R?)
proximos a unidade, indicando que estes modelos sdo representativos para o sistema em

questao.

Tabela 4 — Parametros de ajuste obtidos a partir dos modelos de Langmuir (L) e Langmuir-

Freundlich (LF) ajustado aos dados experimentais na adsorc¢io de IgG com MQS e MQ.

MQS MQ
Parametros L LF L LF
Qmax (mglg) 30591 + 14,43 284,54 + 11,40 405,44 +£ 30,37 465,99 + 187,21
k; (mL/mg) 5,38 - 1,95 -
k;r (mL/mg) - 4,35 — 1,39
N - 1,92 - 0,77
R? 0,94 0,95 0,94 0,93

Fonte: Préprio autor.

A partir dos ajustes realizados € possivel observar que ambos adsorventes
apresentam elevadas capacidades adsortivas, sendo o da MQS acima de 284 mg/g e o da MQ
acima de 405 mg/g. A fim de comparar melhor o comportamento das isotermas, foram
reunidos ambos os resultados na Figura 17, onde é mostrado o ajuste de Langmuir para a MQ
e MQS. A partir deste, € possivel observar que a quantidade de IgG adsorvida pelas MQS
apenas € superior a das MQ para solugdes com concentracdes de IgG no equilibrio de até 0,8
mg/mL, condi¢do esta que sé foi obtida neste trabalho nos ensaios com solucdes de

concentracdo inicial de até 1,0 mg/mL.
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Figura 17 — Comparativo entre isotermas de adsorcdo de IgG utilizando MQ e MQS com

ajuste de Langmuir (Massa de adsorvente = 5 mg, Duracdo = 10 h, HEPES pH 6,8).
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Fonte: Préprio autor.
4.3 Ensaios de adsorcao com mistura IgG/BSA

A fim de verificar a seletividade das MQS para adsorcdo de IgG, foram realizados
ensaios de adsorcio com misturas de IgG/BSA em diferentes proporcdes e as andlises
qualitativas foram realizadas por meio de eletroforeses. Na andlise quantitativa, realizada por
meio de metodologia adaptada a partir de Bradford (1976), cujos resultados estdo expostos na
Figura 18, foram obtidos resultados referentes a quantidade total de proteina adsorvida em
cada ensaio, nao podendo-se distinguir qual a quantidade referente a cada componente.

Analisando os resultados da Figura 18, foi observado que a presenca de BSA
interfere negativamente nos resultados de adsorcdo de IgG, pois nos ensaios sem a albumina
em solucdo, a quantidade adsorvida total de proteinas aumentou consideravelmente, em
comparagdo aos ensaios com a presenca desta.

Os resultados das eletroforeses estdo apresentados na Figura 19, onde foi utilizada
a seguinte identificacdo: marcador de peso molecular (M), amostra inicial do ensaio com

mistura n% IgG (I-n) e amostra final do ensaio com mistura n % IgG (F-n). A partir da andlise
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desta, € possivel verificar que o adsorvente sulfatado apresenta seletividade para a IgG, uma
vez que o decréscimo na intensidade das bandas da imunoglobulina nas amostras finais €

relativamente superior ao decréscimo verificado nas bandas referentes a albumina.

Figura 18 — Efeito da presenca da proteina BSA na adsor¢do de IgG utilizando MQS
(Massa de adsorvente = 5 mg, Duracdo = 10 h, HEPES pH 6,8, 1,0 mg/mL de IgG/BSA).

600

500 -

400 +

300 +

200 +

Quant. Adsorvida [mg/g]

100 +

0 % 25 % 50 % 75 % 100 %
Fracdo Mdssica de 1gG [%]

Fonte: Préprio autor.

Figura 19 — Eletroforese das amostras dos ensaios com misturas I[gG/BSA, utilizando MQS
(Massa de adsorvente = 5 mg, Duragdo = 10 h, HEPES pH 6,8, 1,0 mg/mL de IgG/BSA).
s'v-.‘,' -.1.’ o A ’ ( - | _1i6

—BSA

53 kDa — W .

M -0 I-25 I-50 I-75 I-100 F-0 F-25 F-50 F-75 F-100

Fonte: Préprio autor.
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A partir desses resultados, € possivel verificar que, apesar das microesferas de
quitosana sulfatadas apresentarem menor capacidade adsortiva que as MQ para concentracdes
de IgG superiores a 0,8 mg/mL, estas mostram-se seletivas a adsor¢do de imunoglobulinas G,
tendo potencial aplicacdo em processos de purificacdo ou concentracdo da mesma. Observou-
se também que, na presenca de BSA, a quantidade de proteina adsorvida diminuiu
consideravelmente, utilizando as MQS, o que d4 indicios de que este adsorvente seja mais
apropriado para processos de concentragdo de IgG, pois nestes a albumina estd presente em

menor quantidade que em processos de purificagdo.



47

5 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos no presente trabalho pode-se concluir que as
microesferas de quitosana sulfatadas apresentam potencial aplicagdo em processos de
purificacdo ou concentracdo de imunoglobulina G.

A andlise do efeito do tampao empregado e do pH no processo adsortivo mostrou
que uma maior quantidade adsorvida € alcancada em tampao HEPES, pH 6,8.

As curvas cinéticas mostraram que ambos os materiais testados entraram em
equilibrio com o sistema lentamente, em torno de 10 horas para as MQS e 6 horas para as
MQ. As isotermas de adsor¢do se ajustaram satisfatoriamente aos modelos de Langmuir e
Langmuir-Freundlich, com coeficientes de determinacdo préximos a unidade e os ajustes
indicaram boas capacidades adsortivas para ambos os adsorventes, aproximadamente 290
mg/g para as MQS e 405 mg/g para as MQ. Verificou-se também que as MQS apenas
superam as MQ, em quantidades adsorvidas de IgG, em casos onde a concentracao inicial da
solucdo de imunoglobulina é de até 0,8 mg/mL.

A partir dos ensaios com misturas IgG/BSA com as MQS, foi observado que a
imunoglobulina G foi preferencialmente adsorvida, em relacdo a albumina. Constatou-se
também que a presenca de BSA reduz a quantidade adsorvida de proteina, o que talvez
indique que este adsorvente € mais apropriado para processos de concentracdo de IgG, pois

nestes a albumina esta presente em menor quantidade.
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