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RESUMO - O objetivo deste trabalho foi comparar a capacidade de adsor¢do das
imunoglobulinas do isotipo G (IgGs) em quitosana/alginato epoxidado com 0s corantes
reativo azul 4 (QAE,) e reativo verde 5 (QAE,) imobilizados. Inicialmente foram realizados
estudos em batelada para investigar a influéncia da variacdo do pH na adsorcéo de IgG em
diferentes tampdes (MES, MOPS, HEPES, TRIS/HCI) com forga idonica de 25mM. Os
perfis de isoterma de adsorcdo de IgG foram similares com destaque ao perfil com o
tampéo TRIS/HCI (pH 7,2), onde as quantidades de IgG adsorvidas nos adsorventes QAEa
e QAEv foram acima de 250 mg/g, valor bem superior dos demais tampdes estudados. Os
modelos de Langmuir e Langmuir-Freundlich se ajustaram aos dados experimentais e
foram importantes para obtencdo dos parametros de equilibrio. As constantes de
dissociacdo (Kp e Kpig) para ambos adsorventes tiveram valores na ordem de 10° M
indicando que os corantes atuam como ligantes de afinidade. Os resultados para o leito fixo
foram muito promissores, pois foi verificado um elevado percentual de 1gG retida nos dois
adsorventes, acima de 85 % da massa injetada diluida nos tampdes MOPS (pH 6,5) e
HEPES (pH 6,8).

1. INTRODUCAO

Anticorpos pertencem a uma classe de moléculas que formam aproximadamente 20% do
plasma do plasma das proteinas do corpo humano, a classe das Imunoglobulinas. Todas elas
possuem uma estrutura em comum, que consiste em quatro cadeias polipeptidicas: duas cadeias
pesadas e idénticas (H) e outras duas leves e idénticas (L) (Amersham Biosciences, 2002).

As imunoglobulinas sdo separadas em cinco classes de acordo com 0s componentes das
suas cadeias pesadas: 1gG, IgA, IgM, IgD e IgE. A IgG é dividida em quatro subclasses 1gG1,
1gG2, 1gG3 e 1gG4. A diferenca entre esses tipos esta na sequéncia dos aminoécidos contidos em
cada classe (Amersham Biosciences, 2002). Essas proteinas sao indicadas para o tratamento de
cancer, doencas infecciosas, deficiéncia seletiva de anticorpos, entre outros, mas isso requer uma
guantidade grande e significativa de proteina de alta pureza (Burnouf and Radosevich 2001). A



cromatografia de afinidade € uma técnica de adsorcdo que explora a relacdo entre um ligante
imobilizado e a molécula que serd separada (Vijayalakshmi, 1989). Esse procedimento é
considerado o método mais eficiente de purificacdo de proteinas.

Corantes imobilizados em diferentes matrizes cromatograficas tém sido utilizados como
ligantes de afinidade para adsorcdo de proteina (Yavuz et al., 2006, Bayramoglu et al., 2007,
Wongchuplan et al., 2009., Gondim et al., 2012) devido a elevada especificidade desses por
dominios especificos das proteinas. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi investigar e
comparar a capacidade de adsorcéo de Imunoglobulina Humana do isotipo G em Reativo Verde 5
e Reativo Azul 4 imobilizados em quitosana/alginato epoxidado em diferentes sistemas
tamponantes. O efeito do pH e isotermas de adsor¢do foram avaliados em tanques agitados. O
desempenho em leito fixo foi estudado com a finalidade de averiguar o potencial dessas fases
estacionarias em reter 1gG.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

2.1.1 Reagentes: Os corantes Reativo Azul 4 e Reativo Verde 5, Epicloridrina (99%),
MOPS (4cido morfolinopropanosulfénico), HEPES (&cido N-2-hidroxietilpiperazino-N’-2-
etanosulfonico), MES (acido morfolinoetanosulfénico), Trizma/HCI (TRIS/HCI) e IgG humana
foram obtidos da Sigma-Aldrich (EUA). A quitosana em po utilizada foi da Polymar (BRASIL).
Os outros reagentes utilizados foram todos de grau analitico e para a preparacdo de todas as
solugdes utilizou-se a &gua ultrapura MiliQ (Milipore, EUA). O termo QAE refere-se ao
composito de quitosana-alginato epoxidado, e 0 QAE, ou QAE, refere-se aos corantes reativos
(verde/azul) imobilizados nesse compdsito.

2.2 Métodos

2.2.1 Ensaios em batelada: Os ensaios de adsorcdo foram realizados em duplicata, em um
sistema de agitacéo rotatorio (TECNAL, modelo TE-165), a temperatura de 22 °C (+2°C). Foram
adicionados 15 mg do adsorvente em tubos de acrilico juntamente com 3 mL da solucdo da
proteina estudada em tampdo. Utilizaram-se os tampdes MES, MOPS, HEPES e TRIS/HCI com
forca idnica de 25 mM para encontrar 0 pH que ocorre as maiores quantidades adsorvidas,
sempre respeitando a faixa de pH, indicada pelo fabricante, de cada tampdes utilizado.

2.2.2 Efeito do pH na adsorcéo de proteinas: O sistema permaneceu sob agitacdo constante
durante o periodo de duas horas. Ao final do tempo, as amostras foram coletadas e centrifugadas
em microcentrifuga (CT-15000R CIENTEC) por 10 min com rotacdo igual a 10000 rpm e a
absorbancia foi lida para cada amostra. Os valores foram convertidos para concentragdo a partir
de uma curva de calibracdo previamente obtida para cada um dos tampdes. A quantidade de
proteina de alta pureza adsorvida foi calculada por meio de um balanco de massa, sendo a
equacao 1 descrita a seguir:
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em que q é a quantidade de proteina adsorvida por grama de adsorvente (mg/g), Ceq € a
concentracdo de proteina na fase liquida (mg/mL) em equilibrio com q°, Co é a concentragéo
inicial de proteina na fase liquida (mg/mL), myysé @ massa de adsorvente (g) e VsoL € 0 volume
da solucédo (mL) para o contato com o adsorvente.

2.2.3 Isotermas de adsorcdo: As concentracGes de proteinas utilizadas nos experimentos
variaram de 0,5 a 10 mg/mL. As isotermas mais utilizadas atualmente para descrever o equilibrio
solido-liquido das proteinas sdo as de Langmuir (Equacédo 2) e Langmuir-Freundlich (Equacéo 3).
Essas isotermas tém permitido uma correta descricdo dos dados experimentais de equilibrio em
varios estudos envolvendo solucBes diluidas de um componente fortemente adsorvido em um
adsorvente puro.

q= queq
Kp +Cy 2)
B qm(Ceq)n
KDLF + (Ceq)n (3)

em que g, é a capacidade maxima de proteinas adsorvidas, em mg.g?, Ko e Kpie S80 as
constantes de dissociacdo, e de dissociacdo aparente, respectivamente, expressas em mol/L ou M,
a qual indica a afinidade entre proteina e adsorvente, e n é a constante de Langmuir-Freundlich, a
qual indica a cooperatividade efetiva presente no sistema de adsorcéo.

2.2.4 Ensaios em leito fixo: Os experimentos cromatograficos com a proteina 1gG foram
realizados nas seguintes condi¢6es: volume de injecdo de 10,0 mL e concentragcdo 1,0 mg/mL de
IgG, vazdo 0,8 mL/min e massa de adsorvente (QAE, ou QAE,) de 0,5 g. A solucdo de 1gG foi
preparada nos tamp6es MOPS, HEPES e TRIS/HCI 25 mM. A eluicdo foi realizada com adicao
do sal NaCl 1,0 M ao tampéo de corrida.

3. DISCUSSAO E RESULTADOS
3.1. Estudo do pH na adsorc¢édo de 1gG em QAE, e QAE,

O estudo do pH na adsorc¢éo de biomoléculas € um resultado necessario haja vista que cada
proteina possui um ponto isoelétrico (pl) préprio. O pl da proteina é o pH onde hd um
balanceamento de cargas e normalmente a maior adsorgdo ocorre no pl ou em valores proximos
ao pl. Observa-se nas Figuras 1 e 2 o comportamento da adsor¢do de IgG nos dois materiais
(QAE; e QAE,) nos diferentes sistemas tamponantes. Observou-se que no tampéo TRIS/HCI a
adsorcédo de 1gG foi bem superior frente aos demais e o pH de maior adsorcéo foi o 7,2. Para os



outros tampdes tivemos a maior adsor¢do nos pHs 6,7 (MES), 6,5 (MOPS) e 6,8 (HEPES).
Constatou-se que o pH de maior adsor¢do de IgG foi préximo para todos os tampdes. Uma
provavel explicacédo deve-se ao pl da IgG que néo é fixo e estd compreendido no intervalo de 6,3
a 9,0 (Bresolin et al., 2010). A IgG possui um pl variavel devido as suas quatro subclasses que a
compde, IgGs, 1gG,, 1gG; e 1gG4. Esses resultadas estdo em concordancia com outros trabalhos
na literatura (Gondim et al., 2012; Yavuz et al., 2006) que encontraram pH de maior adsorcéo de
IgG no intervalo do pl da IgG.
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Figura 1 — Adsorcdo de 1gG em QAE, nos Figura 2 — Adsorcdao de 1gG em QAE, nos
tampbes: MES, MOPS, HEPES e TRIS-HCI. tampdes: MES, MOPS, HEPES e TRIS-HCI.

A Tabela 1 apresenta uma comparagdo com os valores das quantidades adsorvidas de 1gG
nos dois materiais (QAE, e QAE,) destacando o pH de maior adsor¢do nos quatro tampdes.
Destaca-se os resultados com o tampéo TRIS/HCI (pH 7,2), onde os valores de adsorcéo de 1gG
foram muito superiores aos demais. Para 0s proximos ensaios escolheu-se trabalhar com os
tampBes MOPS, HEPES e TRIS/HCI para investigar os parametros no equilibrio de adsorcao.

Tabela 1 — Resultados de maiores quantidade adsorvidas de 1IgG em QAE; e QAE, no pH
ideal de cada tampdo estudado.

HEPES MOPS MES TRIS/HCI
Adsorvente (pH 6,8) (pH 6,5) (pH 6,7) (pH 7,2)
q erro q erro q erro q erro
(ma/g) (ma/g) (ma/g) (ma/g)

QAE, 68,18 110 7333 108 6769 24 13381 54

QAE, 72,58 55 5848 23 51,73 08 14228 59

3.2. Isotermas de adsorcéo de I1gG

Na Figura 3 verifica-se as isotermas de adsorcao de 1gG para os adsorventes QAE, (Figura
3.1) e QAE, (Figura 3.2). Nos dois materiais verificou-se que no tampdo TRIS/HCI, a adsor¢éo
de IgG foi superior aos demais, esses resultados sao apoiados pelos resultados anteriores (teste do



pH), onde o tampao TRIS/HCI apresentou elevado destaque. Para o0s outros tamp&es observou-se
uma quantidade adsorvida de IgG muito significativa, superior a 100 mg/g.

Os modelo de Langmuir e Langmuir-Freundlich se ajustaram aos dados experimentais
proporcionando os pardmetros destacados nas Tabelas 2 e 3. As quantidades maximas de 1gG
adsorvidas foram acima de 250 mg/g em ambos adsorventes no tampdo TRIS/HCI. Os
parametros Kp e Ko, r 580 importantes, pois valores entre 10° e 10® M indicam que o adsorvente
possui forte ligacdo com a molécula alvo e s@o definidos como ligantes de afinidade. De acordo
com os resultados das Tabelas 2 e 3 esses dois adsorvente podem ser considerado como de
ligantes de afinidade por possuirem valores na ordem de 10°M para as constantes de dissociacdo
(Kp e Kpif). Para os outros tampdes (MOPS e HEPES) verificou-se quantidade adsorvida de IgG
similares, com destaque ao adsorvente QAE, no tampdo HEPES com quantidade maxima de 1gG
adsorvida de 192,8 mg/g.
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Figura 3 — (1) Isoterma de 1gG em QAE, nos tamp&es TRIS/HCI (o) pH 7,2, MOPS (o) pH
6,5 e HEPES (A) pH 6,8. (2) Isoterma de IgG em QAE, nos tampdes TRIS/HCI (o) pH 7,2,
MOPS (o) pH 6,5 e HEPES (A) pH 6,8. Modelos de ajuste: Langmuir (linha vermelha) e
Langmuir-Freundlich (linha azul).

Tabela 2 — Parametros de ajuste pelos modelos de Langmuir e Langmuir —Freundlich com
0 adsorvente QAE, nos tampdes MOPS (pH 6,5), HEPES (pH 6,8) e TRIS/HCI (pH 7,2).

MOPS HEPES TRIS/HCI
(25mM) (25 mM) (25 mM)
L erro| LF | erro L erro LF erro L erro| LF | erro
Om (mg/g) |1085| 3,0 | 130,4 | 14,8 | 1928 | 7,8 | 228,44 | 3,0 | 3155 |21,2|281,9 | 35,7
Kb (xlOBM) 2,83 | 04 - - 4,18 | 0,6 - - 0,72 | 0,10 - -
KoLe(x10°M) | - - | 53 | 16| - - | 648 | 25| - - 1146 | 04
n - - 0,59 |0,13 - - 0,71 | 0,4 - - 1,17 | 0,23
R? 0,98 - 0,99 - 0,99 - 0,99 - 0,98 - 0,99 -
XZ 22,7 - 110,15 - 56,7 - 43,9 - |157,7| - |1491| -

L- Langmuir e LF- Langmuir-Freundlich



Tabela 3 — Parametros de ajuste pelos modelos de Langmuir e Langmuir —Freundlich com
0 adsorvente QAE, nos tampdes MOPS (pH 6,5), HEPES (pH 6,8) e TRIS/HCI (pH 7,2)

MOPS HEPES TRIS/HCI
(25mM) (25 mM) (25 mM)
L erro LF erro L erro | LF | erro L erro | LF | erro
Om(mg/g) | 1335 6,6 | 138,3 | 25,6 | 92,80 | 45 | 854 | 4,12 |269,8 | 52 | 2490 8,9
Kb (xlOGM) 105 | 1,6 - - 2,24 | 0,8 - - 0,76 | 0,05 - -
KoLe(x10°M) | - - | 111 | 36 - - [245] 13| - - [ 112|010
n - - 094 | 0,3 - - 10,14 10,12 - - 1,18 | 0,09
R? 0,99 - 0,99 - 0,96 - 10,97 - 0,99 - 0,99 -
Xz 20,2 - 25,0 - 53,8 - | 45,6 - 111,21 - 6,9 -

L- Langmuir e LF- Langmuir-Freundlich

3.4. Leito fixo com IgG e os adsorventes QAE, e QAE,

A Figura 4 mostra os perfis do comportamento da adsor¢do de IgG no leito fixo com as
fases estacionarias QAE, (Figura 4.1) e QAE, (Figura 4.2) para um volume de injecdo de IgG de
10 mL e concentracdo de 1,0 mg/mL, representando, em torno de 10 mg de IgG (em massa)
injetada na coluna. Apds 0s ensaios em batelada, os experimentos em leito fixo confirmaram o
potencial dos corantes reativo verde 5 e reativo azul 4 imobilizados em quitosana/alginato
epoxidado (QAE, e QAE,) em adsorver a proteina IgG.
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Figura 4 — Ensaios em leito fixo com IgG e os adsorventes QAE, (1) e QAE, (2) nos
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tampdes TRIS/HCI (o) pH 7,2, MOPS (o) pH 6,5 e HEPES (A) pH 6,8 com injecdo de 10 mL de
1gG (1,0 mg/mL).

O primeiro pico que pode ser visualizado na Figura 4 caracteriza a quantidade de proteinas
que estdo passando pela fase estacionaria sem ser adsorvida. O segundo pico representa a



dessorcdo da proteina (IgG) que foi adsorvida nos dois adsorventes. Observou-se um elevado
pico de dessor¢do indicando alta quantidade de 1gG foi adsorvida em todos os tampdes
estudados.

O tampéo que proporcionou os melhores resultados de 1gG no leito foi o HEPES (pH 6,8),
onde o percentual de 1gG retida na fase estacionaria foi de 90,0 e 88,0 %, respectivamente com 0s
adsorventes QAE, e QAE,. Esses resultados significam que para cada 10 mg de 1gG injetada
(diluida no tampdo HEPES) no leito fixo com QAE, e QAE,, aproximadamente 90,0 % foram
adsorvidas e recuperadas na eluicdo (pico 2, Figura 4).

Com esses resultados pode-se afirmar que os dois adsorventes QAE, e QAE, possuem alto
potencial em adsorver IgG e ensaios futuros com amostras de soro humano seréo realizados a fim
de se confirmar a seletividade por IgG do soro humano. No trabalho realizado por Gondim et al.,
(2012) os autores utilizaram uma matriz de quitosana/alginato epoxidado com o corante cibacron
blue F3GA como ligante de afinidade e obtiveram resultados satisfatorios para purificacdo de 1gG
humana.

4. CONCLUSAO

Foi possivel concluir a partir dos resultados desse trabalho que os corantes reativo verde 5 e
reativo azul 4 atuaram de forma eficiente como ligantes de afinidade propiciando elevada
capacidade de adsorcdo por IgG. Constatou-se que os diferentes tampd@es utilizados tiveram
influéncia na adsorcdo de 1gG nos dois adsorventes utilizados. A adsorcdo de IgG no tampéo
TRIS/HCI foi superior aos demais tampdes nas curvas de isoterma de adsorcdo. No entanto para
0s ensaios em leito fixo a adsorcéo de IgG em tampédo HEPES foi superior aos demais tampdes e
com um percentual elevado de IgG retida nos dois adsorventes, em torno de 90,0 %. Tais
resultados foram satisfatorio para o propdsito da busca de novos adsorventes com alta
seletividade por dominios especificos da IgG.
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