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RESUMO

Anticorpos policlonais podem ser utilizados para aplicagdes em medicina diagndstica em
doencas infecciosas e imunoldgicas. Os coelhos tém uma forte resposta imune contra
organismos estranhos devido a sua alta producéo de diferentes anticorpos. Os anticorpos do soro
de coelho tém algumas vantagens sobre outros os de mamiferos: estrutura mais simples de IgG,
maior afinidade por ligantes e ciclo reprodutivo mais rapido. Além de possuir mais tipos
diferentes de anticorpos. Este trabalho tem como objetivo estudar as melhores condicGes de
eluicdo para purificar anticorpos policlonais do soro de coelho usando a cromatografia de
afinidade em uma coluna de proteina A. Através da pesquisa bibliografica, foram estabelecidas
condicBes iniciais para operar os ensaios cromatograficos, que foram: 2,5 mg mL? %
concentracdo da amostra nos testes iniciais; Fosfato de sddio 25 mM, pH 7,0 como tampéo
escolhido nas etapas de carregamento, lavagem e regeneracdo; tampéo Citrato de Sodio 100
mM pH 3,3 e tampéo Glicina-HCI 100 mM pH 2,8 como tampdes de eluicdo. Como resultados,
0s cromatogramas apresentaram perfil satisfatorio: formaram picos bem definidos na eluicéo,
que foram analisados através das amostras coletadas. A eletroforese em poliacrilamida e o Dot
Blot foram realizados para identificar as proteinas nas amostras coletadas. No final da etapa de
lavagem foi observado a presenca de albumina do soro do coelho praticamente isolada. J& na
etapa de eluicdo, foi observado a presenca de IgG de coelho mais pura que o padréo utilizado. Os
testes posteriormente realizados foram feitos usando diferentes concentragdes da amostra: 1,0
mg mL? e 50 mg mL™. Os resultados mostraram que a concentragdo do soro ndo teve
influéncia na porcentagem de proteina retida da amostra inicial. Também foram realizadas
corridas cromatograficas com diferentes molaridades do tampédo (50 mM, 100 mM, 200 mM,
500 mM e 1000 mM) . Os melhores resultados foram coletados, cuja etapa de elui¢do consistiu
em tamp&o Glicina-HCI 100 mM, pH 2,8, com 2,5 mg mL™* de carga de amostra. O Dot Blot
permitiu detectar a presenca da IgG de Coelho purificada nas corridas cromatograficas
realizadas. Dessa forma, conclui-se que o tampédo Glicina-HCI pH 2,8 e Citrato de Sédio pH
3,3 foram eficazes no processo de purificacdo da imunoglobulina G a partir do soro do coelho
diluido.

Palavras-chave: anticorpos policlonais, purificagdo, cromatografia de afinidade, Proteina A.



ABSTRACT

Polyclonal antibodies can be used for diagnostic medicine applications in infectious and
immunological diseases. Rabbits have a strong immune response against foreign organisms due
to their mechanism regarding the production of different antibodies. Antibodies from rabbit
serum have some advantages over other mammalian antibodies: simpler structure of 1gG, higher
ligand affinity and faster reproductive cycle. In addition, they produce more different types of
antibodies. Protein A (Staphylococcus aureus) has been widely used to purify antibodies. This
work aims to study the best elution conditions to purify polyclonal antibodies from rabbit serum
using affinity chromatography technology in a Protein A column. Through literature research,
it was possible to establish initial conditions to operate the chromatographic runs. They
consisted in 4 steps: Loading, Wash, Elution and Regeneration. The sample concentration in
the initial tests was 2.5 mg mL™. The buffer chosen in Loading, Wash and Regeneration steps
was Sodium Phosphate buffer 25mM pH 7.0. Chromatographic runs were performed using
Sodium Citrate buffer 100mM pH 3.3 and Glycine-HCI buffer 100mM pH 2.8. Both had
satisfactory results, but Glycine-HCI showed a higher specificity to the protein. SDS-PAGE
Electrophoresis was performed to identify the proteins in the collected samples. The
chromatograms presented a satisfactory profile: they formed well defined peaks in the elution,
which were analyzed through the collected samples. Electrophoresis was performed to identify
proteins in the collected samples. At the end of the washing step the presence of practically
isolated rabbit serum albumin was observed. In the elution stage, the presence of rabbit 1gG
purer than the standard was observed. The subsequent tests carried out using different sample
concentrations: 1.0 mg mL™? and 5 mg mL™. The results showed that the serum concentration
did not have influence in the percentage of retained protein from the initial sample.
Chromatographic runs with different buffer molarities were also performed (50 mM, 100 mM,
200 mM, 500 mM e 1000 mM). The best results were collected from the run which elution step
consisted of Glycine-HCI buffer 100mM pH 2.8 with 2.5 mg mL*of sample loading. Dot Blot
Technique detected the presence of rabbit 1gG purified from all chromatographic runs. Thus, it
is concluded that the buffer Glicina-HCI pH 2.8 and Sodium Citrate pH 3.3 were effective in

the process of purification of immunoglobulin G from the diluted rabbit serum.

Keywords: polyclonal antibodies, purification, affinity chromatography, Protein A.
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1 INTRODUCAO

Anticorpos representam uma classe de moléculas que se ligam a uma ampla gama
de alvos em aplicagOes terapéuticas, diagndsticas e em pesquisa. Uma boa quantidade de
anticorpos diferentes é necessaria para desenvolver uma resposta imune adaptativa eficaz contra
corpos estranhos no organismo. Varias espécies desenvolveram novos mecanismos genéticos e
estruturais dos quais derivam esses repertdrios de anticorpos, no entanto, eles sdo geralmente
isolados de fontes humanas e de roedores (CONROQY, 2017).

Por essas aplicagdes, muita inovagado resultou em técnicas e abordagens para isolar
novos anticorpos (CONROY, 2017). Os coelhos apresentam uma forte resposta imunoldgica
contra organismos estranhos por conseguirem desenvolver um mecanismo diferente de ratos e
humanos na producdo de diferentes anticorpos (BYSTRYN et al., RAYBOULD e
TAKAHASHI, 1988).

O organismo dos coelhos € muito mais complexo do que o dos ratos e possuem um
baco maior, capaz de produzir uma maior diversidade de anticorpos especificos e de boa
afinidade. (YU et al., 2010). A imunoglobulina G do coelho tem sido objeto de estudo por
trabalhos com. A IgG faz parte de uma subclasse de anticorpos. E uma proteina muito
importante que pode ser usada para detectar e reconhecer doencas virais e bacterianas. Doencas
infecciosas, doencas do figado e artrite reumatdide sdo causadas por altos niveis de
imunoglobulina G. anticorpos (NOELKEN et al., 1965; GIRARDI et al., 2009; RAYNER et
al., 2013)

Além disso, a imunoglobulina G pode ser usada para tratar doengas auto- imunes,
cancer e outras condicdes que hd uma deficiéncia de anticorpos. No entanto, para isso, €
necessaria uma quantidade muito grande de proteinas isoladas e de alta pureza (BURNOUF E
RADOSEVICH, 2001). Para purificar proteinas, existem varias técnicas cromatograficas como
filtracdo em gel, troca idnica e cromatografia por afinidade (OZKARA et al., 2004; YAVUZ et
al., 2006).

Entre diferentes técnicas de separagdo para purificar uma proteina-alvo, a
cromatografia de afinidade ¢ um dos métodos bioquimicos mais seletivos e eficientes para a
purificacdo de anticorpos usando o processo de adsorcdo. (ARORA et al, 2017). Além disso, €

0 método geralmente escolhido quando ha uma interagdo imunoespecifica e, as
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vezes, 0 Unico passo necessario. A cromatografia de afinidade oferece grandes
vantagens na purificacdo de fragmentos de anticorpos ou qualquer outro tipo de fonte de
proteina (AYYAR et al., 2012; HEALTHCARE, 2014). H4 uma diversidade de moléculas
como enzimas, coenzimas, anticorpos, proteinas, acidos nucleicos que podem ser utilizados
como ligantes imobilizados em matrizes adsorventes (DENIZLI e PISKIN, 2001).

A proteina A é uma das primeiras moléculas de ligacdo de imunoglobulinas
descobertas e vem sido extensivamente estudada nas Ultimas décadas. Devido a sua afinidade
com as imunoglobulinas, a proteina A encontrou um amplo uso como ferramenta na deteccéo
e purificacdo de anticorpos e a molécula foi desenvolvida para um dos sistemas de purificacdo
por afinidade mais empregados (HOVEN et al., 2007).

Para otimizar o processo de purificacdo, € necessario encontrar as melhores
condicGes para purificar as proteinas de uma solucdo bioldgica. Por isso, é necessario fazer um
estudo extensivo sobre as condi¢gdes de um processo cromatogréfico. As etapas de elui¢do e
lavagem s&o muito importantes e devem ter estudo e embasamento antes de serem testadas.
Concentracédo, pH e forca i6nica sdo fatores que influenciam na purificacdo de uma proteina
guando se usa a técnica de cromatografia de afinidade.

Os tampdes de lavagem e de corrida para um processo cromatografico ndao devem
ter forca idnica elevada, pois isso interfere na adsor¢do da proteina-alvo da coluna, que deve
sofrer o minimo de interacao possivel com a fase mével para poder se ligar ao ligante da matriz
adsorvente. Os tampdes de eluicdo devem fornecer condicdes drasticas para conseguirem retirar
a proteina-alvo da coluna, pois a interacdo de afinidade entre a Proteina A e um anticorpo
especifico é muito alta, por se tratar de um ligante bioespecifico. Nesse caso, 0os tampdes devem
possuir um tampdo de pH acido, como a Glicina-HCI e o Citrato de Sédio, com forga i6nica
adequada (ARAKAWA et al., 2004; SHUKLA et al., 2007; MAZZER et al., 2015).

Visto que a purificagdo de moléculas de alto valor para a industria farmacéutica
utilizando cromatografia de Proteina A possui custos bastante elevados, é necessario estabelecer
as melhores condicGes para aproveitamento maximo do processo. O objetivo desse trabalho foi
purificar anticorpos policlonais visando aplicacdo diagndstica de diversas doencas, fazendo um
estudo sobre as melhores condicGes de eluicdo no processo de dessor¢do da coluna

cromatografica. Soro do coelho sera utilizado como solugdo matriz biologica para purificagéo.



15

1.1 Objetivos

A partir de pesquisa bibliografica, avaliar e encontrar as melhores condicfes de

eluicéo para a purificacdo de anticorpos do soro do coelho.

1.2 Objetivos Especificos

Dentro do objetivo geral, os objetivos especificos séo:

e Verificar a eficacia dos tampdes Glicina-HCI e Citrato de Sodio na etapa de
eluicdo da purificacdo de anticorpos do soro de coelho;

e Selecionar, dentre as diversas condi¢des de variacdo de molaridade do tampéo
eluicdo e concentracdo inicial do soro do coelho, a melhor condi¢cdo para o
processo de purificacéo;

e Confirmar o sucesso da purificacdo por métodos qualitativos: Dot Blot e
Eletroforese.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Anticorpos

Anticorpos terapéuticos sdao uma classe de produtos biofarmacéuticos que tém
provocado grande interesse para a desenvolvimento de tecnologia para sua purificacdo. Em
1986, o primeiro anticorpo monoclonal para prevencdo de rejeicdo de transplante renal
(Orthoclone OKT?3) foi fundamental para que outros tipos de anticorpos, incluindo fragmentos
e conjugados de proteina, fossem desenvolvidos. Dessa maneira, hd uma expectativa de que
esses produtos sejam dominantes do mercado biofarmacéutico até 2020 (SALIMI et al., 2018).

Os anticorpos séo utilizados em imunodiagndstico e imunoterapia para o tratamento
de vérias doencas, aléem de possuir aplicacbes de pesquisa cientifica. Os processos de
purificacdo das moléculas em larga escala correspondem a 50-80% dos custos de producéo.
Esses processos se referem a purificacdo de produtos de aplicacdo farmacéutica, originados de
fontes bioldgicas como animais, tecidos de plantas ou fermentacédo de caldo biolégico. Portanto,
empregar um método eficiente e econdbmico € de suma importancia para deixar 0s precos dos

anticorpos terapéuticos mais acessiveis (MARIAM et al., 2015).

2.1.1 Anticorpos monoclonais e policlonais

Os anticorpos possuem alta especificidade na identificacdo de antigenos. Podem ser
classificados em dois tipos: monoclonal e policlonal. Os anticorpos monoclonais séo
produzidos por um linfocito B, sendo replicados igualmente inimeras vezes. Dessa forma,
conseguem se ligar apenas com um epitopo. Por outro lado, os anticorpos policlonais podem
reagir com varios epitopos de um antigeno e sdo formados por diferentes linfécitos B. A
imunoglobulina G é a classe mais estudada para o reconhecimento de antigenos dentre os
anticorpos monoclonais e policlonais (LENZ, 2004).

A Figura 1 mostra os anticorpos se ligando apenas a epitetos especificos (ilustrados
pelos triangulos) no anticorpo monoclonal, enquanto no anticorpo policlonal os anticorpos se

ligam a varios outros epitetos.
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Figura 1 — Anticorpos Monoclonais e Policlonais!
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Os anticorpos monoclonais de mamiferos tém sido utilizados no tratamento de
doengas autoimunes, hepatites, realizacdo de diversos exames laboratoriais para deteccéo de
doencas, como a faringite e febre reumatica (MA, et al., 2008; MARIAM, et al., 2015),
identificacdo de doencas infecciosas como dengue e zika (FIGUEIREDO, et al., 2015; DA
SILVA et al., 2010) e no tratamento de alguns tipos de cancer (ZARAGOZA et al., 2015). Por
ndo possuirem a capacidade de se ligar a varios epitopos de um antigeno, o uso de anticorpos
monoclonais resulta em altos custos por conta de seu fracionamento proveniente dos anticorpos
policlonais, além da dificuldade de identificacdo do antigeno de uma doenca ou infeccao.

Ha uma grande demanda dessa classe de anticorpos em larga escala, o que requer
diminuicdo dos custos de producéo e realizacdo de processos com alto rendimento que possam
ser utilizados na industria farmacéutica (SALIMI, et al., 2018). Anticorpos policlonais, uma
das proteinas terapéuticas presentes no soro, sao considerados mais eficazes do que anticorpos
monoclonais devido a sua capacidade de se ligarem a multiplos epitopos em um antigeno. Dessa
forma, a producdo de 1gG policlonal contra um antigeno pode ser Util no diagndstico clinico e
tratamento para infeccdo viral. (MARIAM et. al, 2015).

2.1.2 Imunoglobulina G

A imunoglobulina gerada pelo sistema imunoldgico dos animais funciona como um

anticorpo que defende o organismo de bactérias, virus e células cancerigenas. As

! Fonte: Imunohistoquimica na Deteccdo do Cancer: Mecanismos e Aplicagdes. Disponivel em:
https://slideplayer.com.br/slide/3631856/.
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imunoglobulinas do isotipo G (IgGs) sdo os anticorpos mais abundantes encontrados no corpo
animais, induzidos pelas Células B do plasma para proteger o corpo de patégenos, como fungos,
bactérias e virus (MEFFRE et. al, 2000).

Figura 2 — Estrutura da Imunoglobulina G

Y

Fonte: Autor.

A imunizacdo de um antigeno especifico em mamiferos é uma estratégia comum
para gerar anticorpos especificos para fins terapéuticos. Além disso, funcionam como reagentes
para investigacdo de fungbes protéicas. A Figura 2 mostra a estrutura de uma molécula de
imunoglobulina G. Normalmente, um anticorpo IgG consiste em duas cadeias pesadas e duas
cadeias leves, formando uma estrutura molecular em Y. O dominio Fab (fragmento de ligacao
ao antigeno)da IgG € responsavel pela especificidade no reconhecimento de antigenos. O
dominio Fc (fragmento cristalizavel) é responsavel pelas interacdes com receptores Fc ou com

outras proteinas, como a Proteina A (GUO et al., 2017).

2.1.3 Imunoglobulina G do Coelho

Anticorpos de coelho sdo bastante utilizados em medicina diagndstica e como
ferramenta de pesquisa. Possuem muitas vantagens em relacdo aos anticorpos de ratos por
reconhecerem muitos antigenos e epitopos que ndo provocam resposta imunoldgica nos ratos
ou em outros animais. Além disso, anticorpos de coelho exibem alta afinidade eespecificidade
(WEBER et al., 2017).
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A maioria dos anticorpos aprovados para aplicagdes clinicas sdo originados de
ratos. Contudo, o organismo desse mamifero possui um pequeno baco, o que oferece uma
diversidade muito menor de resposta imunologica quando comparado ao organismo do coelho.

Por ter uma organizacdo molecular mais complexa, o baco do coelho consegue
produzir um grande nimero de anticorpos com alta afinidade e especificidade (YU et al., 2010).

Anticorpos provenientes do soro do coelho apresentam as seguintes vantagens em
relacdo aos anticorpos de outros mamiferos: estrutura mais simplificada, maior afinidade ao
ligante, ciclo de reproducdo mais rapido e maior facilidade do processo para ser aplicado em
humanos. Além disso, produzem mais tipos de anticorpos diferentes (FENG et al., 2011).

Apesar dos coelhos gerarem anticorpos primarios da mesma maneira que ratos e
humanos, eles podem desenvolver repertdrios secundarios de anticorpos com mecanismo
semelhante a conversdo génica. Além disso, também séo capazes de hipermuta¢fes somaticas,
onde as células sofrem mutacdo para que o sistema imunolégico consiga se adaptar a novos
organismos invasores (SCHIAFFELLA et al., 1999).

Anticorpos de coelho aparentam ser mais simples que os gerados por ratos e
humanos. Diferentemente desses mamiferos, eles ndo possuem uma das subclasses de
Imunoglobulina em seu sistema imunolégico, a IgD (ROSSI et al., 2005). A classe de
imunoglobulinas mais abundante no soro do coelho é a 1gG, que possui concentracdo variante
de 5a 20 mg mL™. Diferentemente de outras espécies, a IgG do coelho ndo possui subclasses.
Além disso, esse anticorpo tende a ter menos aminoacidos na terminacdo —N da cadeia, além
de ter ligacOes dissulfidicas extras na regido da cadeia pesada (FENG et al., 2011).

Suspeita-se que a maior estabilidade dos anticorpos de coelho é, em parte, resultado
da estabilizacdo de um componente de cadeia leve por-uma ponte dissulfeto (KNIGHT e
CRANE, 1994; AN, 2009). As caracteristicas mais simples da IgG de coelho facilitam a
clonagem molecular e a engenharia de anticorpos que sdo muito criticos no desenvolvimento
de medicamentos a base de anticorpos. Esses compostos causam efeitos colaterais atraves de
interacdes ndo especificas. Portanto, a alta afinidade é muito importante para se produzir
farmacos de qualidade (FENG et al., 2011).

Enquanto a maioria dos anticorpos terapéuticos tem a constante de dissociacdo (Kb)
em nivel nanomolar ou menor, anticorpos provenientes do soro do coelho possuem uma
afinidade muito alta, com o Kp de grandeza picomolar (AN, 2009). Seria razoavel prever que
esses anticorpos deveriam apresentar melhor eficacia clinica através da interacdo especifica
com biomoléculas-alvo. Geralmente, é desejavel investigar uma grande variedade de compostos

para identificar condutores de farmacos. Este principio também se aplica ao rastreio de
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anticorpos monoclonais para drogas terapéuticas de anticorpo. O coelho tem uma vantagem
sobre o rato porque seu baco contém até 50 vezes mais linfdcitos (FENG et al., 2011).

Centenas de hibridomas podem ser gerados a partir de cada bagco imunizado,
fornecendo um nimero muito maior de anticorpos monoclonais independentes que reconhecem
diferentes epitopos. Dessa forma, uma variedade de anticorpos pode ser facilmente obtida. Eles
oferecem uma taxa de sucesso superior em relacdo a obtencdo de medicamentos de maior
demanda em um periodo relativamente curto de tempo. (FENG et al., 2011).

Anticorpos provenientes do soro do Coelho possuem muitas aplicagdes no campo
de pesquisa e de medicina diagndstica. Anticorpos policlonais de coelho foram purificados
utilizando cromatografia de troca i6nica com recuperacdo de 80% da imunoglobulina G.
(WONGCHUPAN et al., 2011). Utilizando microesferas de poliestireno, Ma et al. (2008)
investigou os aspectos que influenciam na adsorcdo de anticorpos de coelho, como pH e forca
ibnica, destacando a importancia do estudo da influéncia eletrostatica, pois 0s mecanismos de
adsorcdo sdo muito complexos por causa das caracteristicas estruturais das moléculas de
proteina, que contém residuos de aminoacidos hidrofébicos e hidrofilicos, carregando energia

elétrica negativa ou positiva.

2.1.4 Albumina do soro do coelho

A albumina é a proteina do plasma mais abundante em mamiferos, multifuncional
e com extraordinéria afinidade com ligantes, tornando-a uma molécula transportadora para uma
ampla gama de metabdlitos, drogas, nutrientes, metais e outras moléculas. Devido as suas
propriedades de afinidade a uma matriz ligante, as albuminas tém amplas aplicacdes clinicas,
farmacéuticas e bioquimicas (MAJOREK, 2012).

A albumina esta presente em diferentes tecidos, como intestino, figado, muasculo e
pele, e cerca de 30% da albumina total em todo o corpo do animal esta presente no soro. Como
principal proteina no sistema circulatdrio dos vertebrados (representa mais de 50% da proteina
total no soro), desempenha um papel importante, como principal contribuinte para a pressao
arterial osmética coloidal (MONKOQOS, 2005).

Essas proteinas sdo alergénicas e exibem um alto grau de reatividade cruzada
devido a similaridade significativa de sequéncia e estrutura de albuminas de diferentes
organismos (MAJOREK, 2012).Nao ha muitos trabalhos na

literatura que visam a purificacéo de albumina do soro do coelho. O que mais existe

sdo estudos de sua estrutura para aplicacdes variadas na industria farmacéutica e de cosméticos
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(MONKOS, 2005; MAJOREK, 2012; ALI et al., 2010a, ALI et al., 2010b). Contudo, ha
trabalhos na literatura de purificacdo de albuminas de soro humano (NGUYEN et al., 2020; LI
etal., 2018; ZHU et al., 2018), ovino (NEWCOMBE et al., 2005), bovino (LIU et al., 2013) e
de rato (SCHOFIELD, 1980).

2.2 Cromatografia

Os anticorpos continuam sendo extremamente utilizados em indmeras aplicagdes,
incluindo pesquisa basica, geracdo de imagens, entrega direcionada, cromatografia, diagnostico
e aplicacdo terapéutica. No estagio de producdo, os anticorpos geralmente estdo presentes em
matrizes complexas e a maioria das aplicacdes pretendidas requer purificacdo. A purificacdo de
anticorpos sempre foi um processo complicado, devido a necessidade de produtos de alta
qualidade e aos altos custos associados. Ao longo dos anos, uma extensa pesquisa concentrou-
se em encontrar melhores metodologias de purificacdo para superar esse atraso. Entre uma
infinidade de técnicas diferentes, a cromatografia de afinidade € um dos métodos mais seletivos,
rapidos e faceis para a purificacdo de anticorpos.

Ha inimeras pesquisas que visam estudar diferentes técnicas para alcangar um nivel
de purificacdo satisfatorio, j& que normalmente a industria farmacéutica exige um alto grau de
pureza para a aplicagdo dessas proteinas. Em trabalhos recentes, anticorpos foram purificados
utilizando materiais como resina biomimética hibrida (a partir do soro humano) (ZOU et al.,
2019), carbono ativado (a partir do soro de hamsters) (ISHIHARA et al., 2019) e complexos de
ions metalicos (a partir do soro humano e de ratos) (DHANDAPANI et al., 2019), dentre outros
trabalhos de purificagio por cromatografia (GUELAT et al., 2016; GONDIM et al., 2012, 2014;
BUTCHER et al., 2019; TANG et al., 2020; ARORA et al., 2017; ZHANG et al., 2016).

2.2.1 Cromatografia de Afinidade

Entre varias técnicas de separacdo para purificacdo de proteinas, a cromatografia de
afinidade apresenta maior seletividade e eficiéncia para purificacdo de anticorpos por meio de
processos de adsor¢do (ARORA et. al, 2017). Além disso, essa técnica é normalmente utilizada
quando ha uma interacdo imunoespecifica. Geralmente, apenas uma etapa € necessaria para se
alcancar as etapas de purificacdo (HEALTHCARE, 2014).
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Figura 3 — Processo de Cromatografia de Afinidade

Equilibrio Carregamento Lavagem Eluigio

Fonte: Ayyar (2012) — Adaptado.

Essa técnica consiste em imobilizar o ligante de afinidade numa matriz. O sistema
deve-se encontrar em equilibrio com uma solucéo tamp&o de pH préximo ao neutro, como
mostra a primeira coluna da Figura 3. Uma amostra de solucdo bioldgica contendo a
biomolécula-alvo é entdo injetada no sistema junto com a fase movel, por exemplo, como IgG
no soro de Coelho, etapa representada pela segunda coluna da Figura acima, chamada de
carregamento (Loading). O sistema deve ter um pH e composicao especificos para que o ligante
de afinidade possa se ligar a proteina-alvo ao mesmo tempo que outros componentes se movem
pela coluna, como demonstrado na terceira e quarta coluna da Figura 3, na etapa chamada de
Lavagem. Dessa forma, a proteina retida no adsorvente passa por um processo de Eluicdo, que
tambeém exige que o sistema tenha um pH e composicao especificos para que a proteina-alvo
desfaca a interacdo com o ligante e entdo deixa a coluna, completando o processo de
purificacdo. Em seguida, a coluna é equilibrada e assim o processo podera ocorrer novamente
(ARORA et al., 2017).

Hé& alguns parametros que devem ser considerados na cromatografia de afinidade,
em relagdo ao ligante: sua especificidade com a biomolécula-alvo, sua estabilidade em
condicBes severas de eluicdo e lavagem, e sua capacidade de se ligar com a proteina mesmo
depois de ser imobilizado numa matriz. Todas essas caracteristicas sdo fundamentais para

definir se o ligante de afinidade é adequado para o funcionamento do processo.
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Enzimas, anticorpos, proteinas e &cidos nucléicos sdo moléculas que podem ser
utilizadas como ligantes imobilizados em matrizes adsorventes (DENIZLI and PISKIN, 2001).
Varios estudos tém sido feitos para desenvolver novos tipos de ligantes, a fim de otimizar a
purificacdo de proteinas (SALIMI et al., 2018; ARORA et al., 2017, ZHANG et al., 2016).

A porosidade da coluna cromatogréfica, em geral, ndo da acessibilidade as
biomoléculas, devido ao seu grande tamanho. Isso desenvolve um grande impacto no
movimento do interior das particulas, deixando o processo lento e dificultando que a coluna
seja usada em sua capacidade total. Por sua vez, esses efeitos influenciam as operagdes, como

0 carregamento de proteinas e sua separa¢do (FORRER et al., 2008).

2.2.2 Proteina A

A proteina A (SpA- Native staphylococcal protein A) possui 5 diferentes dominios
de ligacdo homologos a 1gG, denominados E, D, A, B e C. O processo de cromatografia tem se
baseado em proteina A modificada, em sua maioria derivadas do dominio B. Em comparacéo
com a proteina ndo mutante, esse processo que utiliza a biomolécula modificada possui maior
capacidade de ligacdo, um maior tempo de vida Util e estabilidade alcalina, além de melhor
comportamento na eluicdo. A alta afinidade do ligante de proteina A para anticorpos requer
condiges severas de eluicdo com pH baixos como pH 3.0 (KREPPER et. al, 2018).

A Proteina A Staphylococcus aureus tem sido bastante utilizada para purificacédo
de anticorpos. Isso acontece devido a sua alta afinidade pelos dominios de ligacao do tipo Fc
de classes de imunoglobulinas, como por exemplo, a imunoglobulina G. Além disso, a proteina
A possui alta estabilidade contra a acéo de &cidos e ureia. A imunoadsor¢do da proteina A é
usada principalmente para o tratamento de doencas relacionadas a anticorpos, como IUpus, por
exemplo, por meio da eliminag&o de organismos patogénicos presentes no organismo. Uma alta
capacidade de ligacédo entre 1gG e a SpA imobilizada é muito importante para sua aplicacédo
(LUO et al., 2017). A Figura 4 mostra a interacdo da proteina A com uma molécula de

Imunoglobulina G.



24

Figura 4 — Estrutura do complexo entre o dominio Fb da proteina A e o fragmento Fc da
imunoglobulina G
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Fonte: Solene et al. (2009), modificada pela autora.

O uso de Proteina A para uma etapa de captura primaria de anticorpos diretamente
de uma matéria-prima, como soro bruto, pode néo ter viabilidade comercial em larga escala
devido a viscosidade do soro. Além disso, essa solucdo biologica possui concentracdo
relativamente alta de anticorpos e de outras proteinas (albumina, transferrina e outras proteinas
séricas), além de impurezas (lipidios e muitas vezes crioprecipitados), que podem permanecer
adsorvidas a coluna e impactar a dindmica capacidade e reutilizagcdo da matriz (BAKER e
BRADY, 1994).

Ainda sobre a operacéo, o carregamento de proteina pode ser muito ineficiente e a
capacidade dinamica de ligacdo muito pequena em comparacdo com a capacidade estatica da
coluna. A purificacdo também pode ter comportamento semelhante, ja que limitacGes severas
de transporte ampliam os picos de saida e reduzem a resolucdo de pico. O comportamento
termodinamico de anticorpos monoclonais e policlonais também é muito peculiar. A
competicdo pela adsor¢do com sais € muito forte e a afinidade do anticorpo com a fase
estacionaria pode mudar drasticamente como resultado de pequenas variagdes da forca idnica
do sal (ANGARITA et al, 2015).
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A carga liquida de proteina pode consideravelmente mudar dependendo das
variacbes de pH, afetando também a afinidade do anticorpo. A caracterizagdo deste
comportamento € geralmente muito complexa e ainda mais problematica por um fator adicional:
A presenca de fortes limitacGes ao transporte de massa deformam consideravelmente as formas
dos picos e a aplicagdo de métodos tipicos para caracterizagdo de isotermas (FORRER et al.,
2008).

Na literatura se encontram varios trabalhos com purificacdo de anticorpos
utilizando cromatografia de afinidade com uma coluna de Proteina A. Hober et al., (2007)
fizeram um estudo sobre a estrutura da molécula de SPA para aumentar a capacidade de
adsorcdo da coluna de Proteina A com 1gG humana, mostrando a importancia da continuidade
dos estudos relativos a esse tipo de ligante. Ele aplicou técnicas de engenharia de proteinas para
melhorar ainda mais o design de moléculas de SPA, substituindo aminoacidos especificos e
melhorando ainda mais o processo cromatografico. Em um estudo mais recente, Wetterhall et
al. (2019) conseguiu retirar a toxina de uma bactéria para obter anticorpos monoclonais
utilizando uma coluna de Proteina A. A quantidade de toxina remanescente foi irrisoria,
provando o bom funcionamento da coluna em técnicas de purificacdo. No entanto, ha poucos
trabalhos na literatura envolvendo anticorpos policlonais, por isso é necessario o estudo dessa

classe de moléculas.

2.3 Condic0es de Eluicéo

2.3.1 Eluigdo com uma coluna de Proteina A

As etapas de um processo cromatografico devem ser cuidadosamente estudadas. Os
processos de purificacdo de anticorpos envolvem materiais de alto custo, e as condicgdes de
lavagem e eluicdo de uma coluna devem ser otimizadas para aproveitamento maximo do
processo. As matrizes de Proteina A podem ser o Unico e mais caro item da lista de materiais
necessarios para o processo de purificagdo de anticorpos. Além disso, podem custar até 15 vezes
mais que muitas colunas de troca ibnica (FOLLMAN e FAHRNER, 2004).

A cromatografia de afinidade da Proteina A se baseia na ligacdo da regido Fc
(fragment crystallizable region) da biomolécula com o ligante imobilizado numa matriz
suporte. Varios estudos comprovam a alta seletividade da Proteina A, que chega a purificar a
molécula-alvo com niveis de até 99% de pureza (SHUKLA et al., 2007). Por haver uma alta

interacdo de afinidade, é necessario o uso de fortes tampdes de lavagens. Cloreto de s6dio com
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alta forca ionica (NaCl), ureia e isopropanol sé&o exemplos sdo substancias que podem ser
utilizadas diluidas em tampdes para remover impurezas da coluna (SHUKLA et al., 2008;
ABOULAICH et al., 2014).

Apds a etapa de lavagem, o equilibrio da coluna deve ser feito com um tampé&o
neutro preferencialmente de pH neutro, como por exemplo o Tris-HCI e o Fosfato de Sodio,
para retirar os componentes residuais presentes no tampao de lavagem que permaneceram na
coluna. A etapa de equilibrio da coluna também tem a funcéo de recuperar a proteina A apos a
lavagem com o tampéo de lavagem em condi¢fes mais severas.

O tampdo de equilibrio ndo deve possuir uma grande quantidade de sal, pois é
necessario que a proteina-alvo tenha baixa forca i6nica para melhor integrar-se a futuras
operacdes. E aconselhado o uso de, por exemplo, tampao Fosfato de S6dio ou Tris-HCI 50 mM
a pH neutro. As moléculas ligadas a Proteina A devem ser entdo eluidas com um tampéo &cido,
como por exemplo, Citrato de Sédio (ARAKAWA et al., 2004; SHUKLA et al., 2007;
MAZZER et al., 2015).

Newcombe et. al (2005) conseguiu purificar anticorpos policlonais de ovelha
utilizando uma coluna de Proteina A sintética, a MAbsorbent® A2P. A imunoglobulina G de
ovelha foi obtida com 80% de pureza, utilizando as condic¢des de eluigdo com Citrato de Sodio.

Ejima et al. (2005) fez um estudo de condig¢Oes de elui¢do utilizando o tampéo
citrato de sodio com diferentes concentracBes de arginina, investigando a purificacdo de
anticorpos monoclonais de humanos e de coelhos. A recuperacdo de imunoglobulina chegou a
100% utilizando o tampéo citrato a um pH um pouco mais elevado combinado a 1 mol L de
arginina, o que indica que os padrdes de eluicdo para a coluna de proteina A ndo se restringem
a um pH muito baixo, pode haver um estudo de combinagdo com outros aminoacidos para
provocar condi¢des menos drasticas para a coluna e para o meio da proteina purificada.

Tsumoto et al. (2007) também fez um estudo de varias condi¢des de eluicdo para
subclasses de 1gG humana (IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4), também utilizando tampao citrato de
sodio a diferentes pHs e arginina em diferentes concentracfes. Os melhores resultados obtidos
foram a um pH de 3.8 com arginina a 500 mM, com uma pureza de 92%. E um pH um pouco
mais elevado quando comparado ao citrato utilizado sozinho para eluicdo (pH 3.3), ja

diminuindo um pouco as condigdes drasticas da etapa de eluicdo da cromatografia.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais

O sangue de coelho foi doado pelo Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal do Ceara (Fortaleza, Brasil). O soro de coelho foi extraido do sangue por centrifugacéo
a 6000 rpm por 10 minutos (microcentrifuga refrigerada Cientec CT-15000R, EUA). Nao foi
necesséria aprovacio do CEUA (Comité de Etica no Uso de Animais) para este trabalho, pois
0 sangue foi entregue sem precisar do nNosso manejo com 0s animais. Todas as corridas
cromatograficas foram realizadas pelo equipamento AKTA Start Protein Purification System
(GE Life Sciences, EUA), disponibilizado pelo Departamento de Biologia da Universidade
Federal do Ceara, sob orientacdo da Profa. Dra. Denise Hissa. A coluna HiTrap® Protein A foi
usada em todas as analises (GE Healthcare, EUA). Acido citrico, citrato de sodio, glicina, &cido
cloridrico, etanol, fosfato monobéasico de sédio e fosfato dibasico de sddio foram adquiridos
pela Sigma Aldrich (EUA). Agua ultrapura (Milli-Q System, Millipore, EUA) foi usada para
preparar todos os tampdes e outras solugdes. A Figura 5 mostra a coluna HiTrap® Protein A

acoplada no AKTA Start Protein Purification System:

Figura 5 — Coluna HiTrap® Protein A acoplada no AKTA Start Protein Purification System
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Fonte: Autor.
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3.2 Métodos

3.2.1 Corridas Cromatogréaficas no AKTA

Um método foi criado no AKTA System utilizando os dados da coluna HiTrap®
Protein A fornecidos pelo UNICORN Start 1.0. O software possui etapas predefinidas para
varias técnicas, incluindo cromatografia de afinidade, usando esta coluna especifica. Todas as
solucgdes usadas no sistema de cromatografia foram filtradas utilizando uma bomba a vacuo de
2 estagios (Mastercool, USA). A tubulacdo do equipamento sempre deve ser mantida em Etanol
20%. Para utiliza-la, foi lavada abundantemente com agua ultrapura para o procedimento ser
iniciado. Portanto, as corridas cromatograficas constituiram nas seguintes etapas: Equilibrio,
Carregamento, Lavagem, Eluicdo, Lavagem.

Nas corridas iniciais, o soro de coelho foi diluido em tampéo fosfato de sddio 25
mM pH 7,0, de modo que a concentragdo final da amostra fosse 2,5 mg mL™. Vérios testes
foram realizados para otimizar o tempo de cada etapa na corrida cromatogréfica. Citrato de
sodio 100 mM pH 3,3 e Glicina-HCI 100 mM pH 2,8 foram os tamp®es utilizados na fase de
eluicdo e tampéo fosfato de sddio 25 mM pH 7,0 foi usado nas outras etapas. Outros testes
foram realizados variando a concentracdo da amostra e a forca idnica do tampéo de eluicgéo.
Desta forma, seria possivel estabelecer as melhores condi¢des para purificar anticorpos do soro
de coelho. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Depois que todos o0s
experimentos do dia eram feitos, a tubulacdo era novamente lavada abundantemente com agua

e logo depois com Etanol 20%. A Figura 6 mostra um esquema dos ensaios feitos:
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Figura 6 — Fluxograma referente a ordem dos ensaios

Ensaios com condigGes iniciais estabelecidas

Ensaios com Citrato de Sodio | W | Ensaios com Glicina-HCI
100 mM pH 3.3 100 mM pH 2.8

4

Ensaios com o melhor tampao:
Diferentes concentracdes de amostra

\ 4
Ensaios com o melhorresultado:
Diferentes concentracdes do tampao eluicao

l

Selecionar ensaio com melhores condigoes

As corridas cromatogréaficas geraram perfis registrados pelo sistema AKTA (Figura

7), cuja resposta mostrou a area de cada pico de absorbancia da corrida cromatografica:

Figura 7 — AKTA Start: Sistema de Purificacdo de Proteina

Fonte: Autor.

A temperatura ambiente em todos o0s experimentos era de 22° C. A vazdo em todas

as etapas dos experimentos era de 1,0 mL min ! e o volume de coluna (CV) erade 1,0 mL.
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Tabela 1 — Tempo de cada etapa no AKTA

Etapa Tempo (minutos)
Equilibrio 15
Carregamento 3
Lavagem 10
Eluicéo 10
Lavagem? 5

1 Apos a eluicdo, é feita a lavagem para reequilibrar a coluna
para a proxima corrida. Esse processo demora cerca de 30
minutos, mas nos gréficos foi representado até 5 minutos para
melhor visualizac&o.

O total de proteina no carregamento é a soma de todas as areas de picos. Assim, é
possivel descobrir a quantidade de proteina que foi retida na coluna de Proteina A e que
porcentagem isso representa do total de proteina carregado no sistema, ja que o total de proteina
retida esté representado no pico de eluicdo. As equacfes 1 e 2 a seguir mostram como foi feito

o célculo de % das proteinas retidas em relacdo as proteinas totais:

Ptotal = Peluicéo + Pcarregamento + Plavagem (1)
P luics

Pretiaa (%) = —== (2)
Ptotal

Potal € @ proteina carregada no sistema cromatografico; Pcarregamento € @ proteina total
que sai da coluna cromatogréafica depois que a amostra de soro é carregada, representada pelo
primeiro pico de absor¢do UV; Pewicao € @ proteina total que sai da coluna cromatogréfica na
etapa de eluigdo, representada pelo segundo pico de absor¢do UV; Pretida, que € a relacdo em
porcentagem da proteina total retida e da proteina total carregada; Piavagem € @ proteina que sai

apos a lavagem da coluna.

3.2.2 Andlise Qualitativa das proteinas: Eletroforese SDS-PAGE

As amostras das corridas cromatograficas foram submetidas a analise por
Eletroforese SDS-PAGE utilizando geis de poliacrilamida 7,5% (30% de acrilamida e 2,7%de
bisacrilamida) sob condicdes desnaturantes néo-redutoras (LAEMMLI 1970) utilizando o
Mini-Protean 111 System (Bio-Rad, USA). As amostras analisadas foram selecionadas a partir

dos resultados da corrida vista no programa UNICORN Start 1.0. De todas as amostras
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coletadas, foram escolhidas as que demonstraram picos de absorbancia, nas etapas de
carregamento e eluicdo. As fragbes cromatogréficas de cada etapa foram aquecidas a 95 °C por
4 min e aliquotas de 15 pL de cada amostra foram aplicadas aos géis. O padréo de baixo peso
molecular (LMW) da GE (EUA) foi utilizado, com as seguintes proteinas presentes: Fosforilase
- 97 kDa, Albumina - 66 kDa, Ovalbumina Carbonica - 45 kDa, Anidrase - 30 kDa, Inibidor de
tripsina - 20,1 kDa e a-lactalbumina - 14,4 kDa e tampdo de amostra com [-mercaptoetanol.
Os procedimentos foram realizados a 180 V em geis de separacdo 7,5% com stacking gel 4%.
O tempo médio de cada eletroforese foi de 45 minutos. As bandas de proteina foram formadas
utilizando corante Comassie Blue com metanol, depois dos géis ficarem em contato com
asolucdo por 12h. Apos esse tempo, os géis foram lavados abundantemente em agua destilada

para retirar o excesso do corante.

3.2.3 Dot Blot

Dot Blot é uma técnica de biologia molecular para detectar biomoléculas. E uma
simplificacdo do método Western blot. Nesse processo, uma gota contendo a molécula a ser
detectada é aplicada diretamente sobre uma membrana, onde uma deteccdo por sondas de
anticorpos € feita (STOTT, 1989). A membrana de nitrocelulose (MN) (SIGMA Dura-blottm,
com poro de 0,45 mm. Cat. NO N 9641) foi dividida em partes de 11 x 7,5 cm, disposta para
adicdo de 96 pocos onde adicionou-se, em cada poco, 3 pL de cada fracdo cromatogréafica obtida
nas corridas, bem como as amostras obtidas na concentracdo com Tubo Amicon 30 e 50 kDa.
Nas MN foram adicionados dois pogos contendo o controle positivo (Solugdo com presenga de
IgG) e um controle negativo (Solucdo sem a presenca de IgG). Os sitios livres de ligacdo de
proteinas presentes foram blogueados com 5% de leite desnatado em PBS + 0,05% de Tween20
por 60 minutos. Em seguida, as membranas foram lavadas trés vezes por 10 min com PBS +
0,05% de Tween20, a fim de remover totalmente a solucdo de bloqueio. Apds sucessivas
lavagens com PBS + 0,05% de Tween20, seguiu-se incubag¢do com anticorpo secundario, Anti-
Mouse 1gG, produzido em bode (SIGMA-ALDRICH) diluido (1/5000) em PBS + 0,05% de
Tween20, acoplado a peroxidase por mais uma hora. Apo6s lavagens sucessivas com PBS +
0,05% de Tween20, a membrana foi revelada com a solucdo de 30 mL com PBS + 0,01 g de
3,3' Diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB) - Sigma + H202 + 0,04 g de Nitrato de Prata.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Corridas Iniciais — Comparacao entre Tampdes Citrato e Glicina-HCI

Inicialmente foram feitas corridas com tampé&o elui¢cdo a uma concentracéo de 100
mM, com concentracgdo de carregamento de soro de coelho igual a 2,5 mg mL* (Figura 8). O
tampéo de corrida foi o Fosfato de Sodio 25 mM pH 7,0, utilizado em todas as outras etapas.
As corridas iniciais utilizando o tampéo elui¢cdo Glicina-HCI 100 mM pH 2,8 mostraram um
pico de eluicdo mais estreito quando comparado com os picos das corridas que utilizavam o
tampdo eluicdo Citrato de S6dio 100 mM pH 3,3, o que indica uma maior seletividade em

relacdo as moléculas adsorvidas.

Figura 8 — (A) Amostra: Soro de Coelho, concentragdo = 2,5 mg mLt. Tampéo de Lavagem:
Fosfato de Sodio 25 mM pH 7,0. Tampdo Elui¢do: Citrato de Sodio 100 mM pH 3,3 (B)
Amostra: Soro de Coelho, concentragdo = 2,5 mg mL™. Tampao de Lavagem: Fosfato de Sddio
25 mM pH 7,0. Tampéo Elui¢do: Glicina-HCI 100 mM pH 2,8.
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Na preparacdo da solu¢do de amostra, o soro de coelho é diluido numa solucéo
tampé&o de pH neutro (Fosfato de Sodio 25 mM pH 7,0). A O pl da 1gG de coelho varia entre
5,3-7,0 e 0 pl da RSA ¢ de 5,7 (CLAUSS e JAIN, 1990). O pl da Imunoglobulina G e da
Albumina de soro de coelho estdo abaixo do pH 7,0, o que significa que estdo negativamente
carregadas quando se ligam na coluna de afinidade de Proteina. Com a passagem do tampéao

eluicdo de pH abaixo do pl das proteinas, elas se tornam positivamente carregadas e deixam a
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coluna de Proteina A.

A etapa de eluicdo requer um tampdo de baixo pH neste caso. Citrato de Sddio e
Glicina-HCI sdo tamples adequados, que conseguem atingir essa condi¢do extrema,
diferentemente de outros tamp&es como Tris-HCI, Acetato de Sodio, etc. Algumas condicdes
podem ser responsaveis pelo pico tdo estreito formado quando o tampdo Glicina-HCI é
utilizado: a proteina A e a glicina séo estruturalmente semelhantes, possuem grupo aminas em
comum, o que faz com que a proteina saia mais facilmente da coluna, pois a interacdo do tampé&o
com a matriz € mais favoravel. Além disso, o tampdo Citrato de Sodio possui uma grande
estrutura molecular repleta de elétrons livres, o que demanda uma maior quantidade de ions H+
para se estabilizar em solugdo, fendbmeno conhecido como solvatacdo. Esses ions entdo se
tornam menos acessiveis para interagir com as moléculas de proteinas adsorvidas na coluna
cromatografica. A molécula de Glicina-HCI tem um tamanho menor, o que facilita a interacdo
eletrostatica com outras moléculas por existir menor impedimento estérico. Além disso,
consegue atingir um pH menor que o do tampéo Citrato de Sédio, fazendo com que a eluicdo
seja mais eficiente. As Figuras 9 e 10 mostram as estruturas moleculares de cada tampé&o

eluicéo:

Figura 9 — Estrutura molecular de Glicina-HCI

O

Fonte: Sigma Aldrich (2019).

Figura 10 — Estrutura molecular de Citrato de Sodio

O OH O

Na® o 0° ®Na

O o° ®Na

Fonte: Sigma Aldrich (2019).

O software UNICORN Start 1.0 do proprio sistema cromatografico forneceu os

valores de area de pico para todas as corridas. Dessa maneira, utilizando as areas dos picos de
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cada corrida cromatogréfica, as Equagdes 1 e 2 foram utilizadas para calcular o total de proteina
adsorvida pela coluna cromatogréfica: Para a corrida com Glicina-HCI 100mM pH 2.8, foi
possivel recuperar 20% da proteina total carregada na etapa de eluicdo. Para a corrida com
Citrato de Sodio 100 mM pH 3,3, a proteina retida na coluna foi 21.3% da proteina total
carregada na coluna.

Para descobrir quais proteinas estavam presentes em cada etapa, foram feitas as

eletroforeses em amostras estratégicas, como mostra a Figura 11.:

Figura 11 — (A) Eletroforese da corrida com Citrato de S6dio 100 mM pH 3,3 como tampéo de
eluicdo (B) Eletroforese da corrida com Glicina-HCI 100 mM pH 2,8 como tampé&o de eluicéo.
Em que: P é o padrdo de proteina, A é aamostra inicial a ser carregada, E € a amostra da eluicéo.
A 1gG padréo utilizada ¢ humana comercial (Sigma). Amostra: Soro de Coelho, concentracédo =
2,5 mg mL*. Tamp&o de Lavagem: Fosfato de Sddio 25 mM pH 7,0. Para a faixa de eluigéo: o
circulo vermelho é referente a IgG obtida na eluicdo. Para a faixa de lavagem: o circulo

vermelho é referente a albumina de Coelho (RSA) obtida na lavagem.
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As amostras estratégicas sdo as amostras de Carregamento, Lavagem e Eluicdo. As
amostras de carregamento irdo mostrar toda a composicao de proteinas do soro de coelho. Ja as
amostras de Lavagem vao mostrar quais proteinas sao fracamente adsorvidas pela coluna, de
modo que a lavagem com o tamp&o neutro desfaca a adsor¢do da molécula com a matriz
adsorvente da coluna. No caso da eluicdo, a eletroforese mostrard a proteina que foi mais
fortemente adsorvida pela coluna de Proteina A.

Uma banda visivel de Imunoglobulina G de coelho apareceu praticamente isolada
na amostra da etapa da Eluicdo, mais pura do que a amostra padrdo de 1gG, assim como a
albumina do soro do coelho, na Gltima amostra da etapa de lavagem.
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H& uma pequena diferenca de altura entre a IgG padrdo comercial e a 1gG obtida na
eluicdo. Isso acontece porque a IgG comercial é humana e a obtida é de Coelho.

As imunoglobulinas G representam em torno de 20% das proteinas do soro
(ARORA et. al, 2017; AGRISERA, [20-7?]) e praticamente toda a 1gG estava presente na
amostra de eluicdo. Com isso, pode-se deduzir que boa parte da imunoglobulina G foi
purificada. Para fazer essa confirmacdo, € necessario fazer uma analise quantitativa para saber
exatamente quanto de IgG e RSA foi purificado em cada etapa, por meio das técnicas de Elisa.

Ja que os experimentos com Glicina-HCI 100 mM pH 2,8 como tampao de eluicéo
mostraram maior seletividade na etapa de elui¢do e que os valores de proteina total adsorvida
foram praticamente 0s mesmos, os testes feitos posteriormente foram feitos com o tampéo
Glicina-HCI 100 mM pH 2,8.

4.2 Corridas variando a concentracdo da amostra carregada

A segunda fase dos experimentos consistiu em variar a concentracdo inicial da
proteina carregada na coluna. Os experimentos foram feitos com soro de coelho diluido no
tampéo Fosfato de Sodio 25 mM pH 7,0 nas concentragdes de 1,0 mg mL™ e 5,0 mg mL™.
Dessa maneira, a Figura 12 expde os perfis cromatograficos obtidos:

Figura 12 — (A) Amostra: Soro de Coelho, concentragdo = 1,0 mg mL™. Tamp&o de Lavagem:
Fosfato de Sodio 25 mM pH 7,0. Tampao Eluicdo: Glicina-HCI 100 mM pH 2,8 (B) Amostra:
Soro de Coelho, concentragdo = 5,0 mg mL™. Tamp&o de Lavagem: Fosfato de Sédio 25 mM
pH 7,0. Tampé&o Elui¢éo: Glicina-HCI 100 mM pH 2,8
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A Figura 12 mostra perfis bastante semelhantes ao gréfico da corrida com
concentragéo de soro de 2,5 mg mL™ (Figura 8). A diferenca se mostra apenas na absorbancia,
ja que as concentracdes do soro do coelho foram diferentes.

Para caracterizar as proteinas de cada etapa, foram feitas as eletroforeses, mostradas

na Figura 13:

Figura 13 — (A) Eletroforese da corrida cromatografica utilizando Glicina-HCI 100 mM pH 2,8
como tampao eluicdo. Concentragdo da amostra carregada: 1,0 mg mL™* (B) Eletroforese da
corrida cromatogréfica utilizando Glicina-HCI 100 mM pH 2,8 como tampéo eluicéo.
Concentracdo da amostra carregada: 5,0 mg mL™. Em que: P é o padrio de proteina, A ¢ a
amostra inicial a ser carregada, E é aamostra da elui¢do. Tampéao de Lavagem: Fosfato de Sodio
25 mM pH 7,0.
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Todas as porcentagens de proteina total adsorvida tiveram valores em torno de 20%.
Novamente, os valores sdo bastante préximos entre si, indicando que a concentra¢do do soro
do coelho ndo tem influéncia significativa sobre o processo cromatografico. As eletroforeses
também indicaram purificacdo de imunoglobulina G, bastante concentrada na corrida de
concentragio de amostra 5,0 mg mL . A RSA da corrida B possui mais contaminantes em
relacdo a corrida A e as outras corridas feitas anteriormente, provavelmente por conta da alta
concentracdo de proteinas, sendo necessario coletar outra amostra de lavagem para anélise. Os
testes seguintes foram realizados utilizando a concentracdo mediana dos testes (2,5 mg mL ).
A 1gG de coelho da amostra de eluicdo apresentou pureza maior que a amostra padrdo, com
menos contaminantes.
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4.3 Corridas variando a molaridade do tampéo eluicéo

A terceira fase dos experimentos consistiu em investigar a influéncia forca i6nica
do tampao elui¢do no processo de dessor¢do. O tampdo Glicina-HCI pH 2.8 foi preparado em
5 concentragdes diferentes (incluindo a concentracdo dos testes ja feitos, de 100 mM): 50 mM,
100 mM, 200 mM, 500 mM e 1000 mM. Esse estudo foi inspirado pelo trabalho de Tsumoto et
al. (2007), que fez um estudo comparativo de tampdes na etapa de eluicdo de uma coluna
cromatografica de Proteina A, variando a forca iénica do tampdo Citrato de Sodio. Os resultados

estdo expressos na Figura 14:

Figura 14 — Corrida cromatografica utilizando Glicina-HCI pH 2,8 como tampdo eluicdo em
diferentes molaridades. Amostra: Soro de Coelho, concentragdo = 2,5 mg mL™. Tampao de
Lavagem: Fosfato de S6dio 25 mM pH 7,0.
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Tabela 2 — Proteina Total Retida: Comparacéo entre diferentes molaridades do tampéo eluicéo

Proteina Total Retida

Concentracéo do

tampéo eluicdo 2 3 Desvio Padrdo  Média
50 mM 16,7%  16,9%  17,2% 0,3% 16,9%
100 mM 199% 16,3% 17,4% 1,87% 17,9%
200 mM 17,0% 173% 17,0% 0,2% 17,0%
500 mM 16,1% 148%  16,1% 0,8% 15,7%
1000 mM 159% 148% 14,1% 0,9% 14,9%

A Tabela 2 mostra que a forca ibnica do tampao elui¢cdo ndo possui influéncia
significativa na etapa de eluicdo. O baixo desvio padrdo das triplicatas mostra a precisdo do
equipamento e a coeréncia dos dados obtidos. Novamente, as eletroforeses de cada corrida
foram feitas a fim de identificar as caracteristicas das proteinas em cada etapa do processo

cromatografico, como mostra a Figura 15:
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Figura 15 — Eletroforese das corridas cromatogréficas utilizando Glicina-HCI pH 2,8 como
tampéo eluicdo em diferentes concentragdes: A) 50 Mm B) 100 mM C) 200 mM D) 500 mM
E)1000 mM. Em que: P é o padrdo de proteina, A é a amostra inicial a ser carregada, E € a
amostra da eluicéo.
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As eletroforeses das corridas da terceira fase do experimento mostraram um padréo
semelhante ao das corridas anteriores, cumprindo o objetivo de purificar as moléculas-alvo,
Imunoglobulina G e albumina do soro do coelho.

No geral, todas as corridas cromatograficas em todas as condicdes testadas
mostraram uma satisfatoria purificacdo da Imunoglobulina G de coelho, visto que as bandas da
eletroforese se mostraram menos contaminadas que o proprio padrdo da Imunoglobulina

comercial. Nessas circunstancias, as melhores condic@es escolhidas seriam: Tampé&o de eluicdo



40

Citrado de Sodio 100mM pH 3,3 e concentragdo de 2,5 mg/mL soro de coelho. 1sso porque a
concentracdo de sal no tampéo eluicdo ndo precisa ser tdo elevada, e como uma margem de
garantia pode-se utilizar a segunda menor concentracdo dos ensaios cromatograficos. A
concentracdo de soro de coelho seria o valor intermediario, pois uma concentracdo muito alta
ou muito baixa pode atrapalhar a leitura em outros ensaios.

A etapa de regeneragdo ndo foi necessaria pois em ensaios iniciais foi verificado
que toda a proteina retida na coluna ja tinha saido na etapa de Eluicdo. O AKTA Start Protein
Purification System mostrou que na etapa de regeneracao praticamente nenhuma proteina saiu
da coluna. Além disso, as condi¢Bes basicas extremas da regeneracdo poderiam danificar a
tubulacdo do sistema. Rudolf et al. (2009) purificou 1gG de coelho utilizando uma coluna de
Proteina G utilizando as mesmas condi¢des de eluicdo com Glicina-HCI. As eletroforeses
mostraram que a IgG de coelho conseguiu ser purificada com uma contaminacdo mais
expressiva de RSA comparado aos ensaios desse trabalho feito com uma coluna da Proteina A.
Além disso, 0 uso da proteina G em purificacdes industriais € muito restrito, devido a
estabilidade superior da proteina A em comparacdo a Proteina G, (HOBER et al., 2007).

Newcombe et al. (2005) conseguiu purificar anticorpos policlonais de ovelha
utilizando uma coluna de Proteina A sintética, a MAbsorbent® A2P. A imunoglobulina G de
ovelha foi obtida com 80% de pureza, utilizando as condi¢des de eluicdo com Citrato de Sadio.
As eletroforeses mostraram que, nas elui¢Ges utilizando citrato de sédio, a IgG de ovelha se
mostrou contaminada com albumina do soro. Wongchupan et al. (2011) investigou a
purificacdo de IgG de coelho utilizando colunas de troca anidnica. Contudo, houve perca de
Imunoglobulina G devido a formacao de complexos com a RSA nos pHs que foram trabalhados.
As eletroforeses também mostraram contaminacéo significativa de RSA nas amostras. Em
comparacdo com os resultados mencionados, as amostras obtidas nesse trabalho na etapa de
eluicdo se mostraram com menor contaminacao. A partir disso, foi realizado o teste de Dot Blot
para confirmar a presenca de 1gG nas amostras dos picos de Eluig&o.

Amostras da etapa de elui¢do das corridas cromatogréaficas previamente expostas
nesse trabalho foram submetidas ao método de Dot Blot de identificagdo de biomoléculas. Na
Figura 16, é possivel ver os pocos de controle negativo e controle positivo, amostra inicial do
soro de coelho (C = 1,0 mg mL ) e as amostras de elui¢io de algumas corridas realizadas. Tais
corridas variaram tanto a molaridade do tampé&o eluigdo como a concentragéo inicial do soro de

coelho carregado no sistema.



41

Figura 16 — Procedimento Dot Blot das amostras de eluicdo das corridas cromatogréaficas: C+
= Controle Positivo; C- = Controle Negativo; A = Amostra Inicial (soro de coelho); C = Corrida
com eluicdo de Citrato de S6dio 100 mM pH 3,3 e concentracdo inicial de soro de coelho igual
2,5mgmL™; GC1 = Corrida com eluicéo de Glicina-HCI 100 mM pH 2,8 e concentragio inicial
de soro de coelho igual 2,5 mg mL™; GC2 = Corrida com eluigdo de Glicina-HCI 100 mM pH
2,8 e concentragdo inicial de soro de coelho igual 1,0 mg mL™*; GC3 = Corrida com eluicéo de
Glicina-HCI 100 mM pH 2,8 e concentracao inicial de soro de coelho igual 5,0 mg mL*; GM1
e GM1’ (duplicatas) = Corrida com elui¢do de Glicina-HCI 50 mM pH 2,8 e concentracédo
inicial de soro de coelho igual 2,5 mg mL™?; GM2 e GM2’= Corrida com eluicdo de Glicina-
HCI 200 mM pH 2,8 e concentrag&o inicial de soro de coelho igual 2,5 mg mL™; GM3 e GM3’=
Corrida com eluicdo de Glicina-HCI 500 mM pH 2,8 e concentracdo inicial de soro de
coelho.igual 2,5 mg mL*; GM4 = Corrida com elui¢do de Glicina-HCI 1000 mM pH 2,8 e

concentracéo inicial de soro de coelho igual 2,5 mg mL™.

C+ C- A C GC1 GC2 GC3
GM1T’ GM2' GM3’

A amostra correspondente a corrida com o citrato mostrou-se mais clara, com
menor concentracdo, mas com IgG ainda presente. As demais corridas feitas com Glicina-HCI

apresentam coloracéo intensa confirmando a presenca do anticorpo.
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5 CONCLUSAO

A coluna cromatogréfica de Proteina A foi capaz de purificar imunoglobulina G e
albumina do soro de Coelho utilizando os tamp6es Glicina-HCI pH 2.8 e Citrato de Sédio pH
3.3 na etapa de eluicdo em diversas concentracdes. O tampéo Glicina-HCI mostrou picos de
eluicdo mais estreitos que o outro tampdo, 0 que representa uma grande seletividade as
moléculas-alvo presentes no soro de coelho. As analises de eletroforese indicaram que ambos
os tampdes purificaram RSA e 1gG nas etapas de Lavagem e Eluicdo, respectivamente. O Dot
Blot confirmou a presenca da Imunoglobulina G de coelho nas etapas de eluicdo de todas as
corridas cromatogréaficas. Dessa maneira, as condi¢des de elui¢do das corridas cromatogréaficas
foram satisfatorias na purificacdo de anticorpos policlonais do soro de coelho. Mais testes
devem ser feitos para medir quantitativamente as proteinas em cada etapa do processo

cromatografico.
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