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RESUMO

Imunoglobulinas humanas, com destaque a 1gG, sdo anticorpos com ampla aplicacéo
terapéutica no tratamento de doencas do sistema imunoldgico, o que justifica a sua
necessidade de alta pureza, normalmente atingida com meétodos cromatograficos. O presente
trabalho teve por finalidade avaliar o potencial das matrizes microcompdsitas de quitosana-
alginato com corantes reativos imobilizados e nanoparticulas de hidroxiapatita de estroncio
(SrHAp) em processo cromatogréafico visando a purificacdo de IgG humana. Foram obtidos 4
microcompositos quitosana-alginato (MQA) com corantes reativos imobilizados: MQA-
Cibacron Blue F3GA (MQA-CB), MQA-Reactive Blue 4 (MQA-RB), MQA-Reactive Red
120 (MQA-RR) e MQA-Procion Red MX5B (MQA-PR). Os materiais foram caracterizados
por Espectroscopia na Regido do Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), Analise
Termogravimétrica (TGA) e Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC). Ja as
nanoparticulas de SrHAp foram sintetizadas via co-precipitacdo e submetidas a tratamento
térmico por 5h. Foram obtidos dados fundamentais em batelada (efeito do pH, cinética e
isoterma de adsor¢éo) utilizando solugdes com a IgG, além de solu¢Ges com a mistura de 19gG
e albumina do soro humano (HSA). A incorporacdo dos corantes em estudo aumentaram
significativamente a adsorcdo de 1gG, apresentando uma adsorcdo de 625,28 mg/g para o
MQA-CB, 1022,17 mg/g para 0 MQA-RB, 698,38 e 718,57 mg/g para 0 MQA-PR e MQA-
RR, respectivamente. Nos ensaios cromatograficos, de acordo com as analises de eletroforese
SDS-PAGE, foi conseguido uma purificacdo de 1gG com a matriz MQA-RR. Em
contrapartida, os outros materiais ndo foram capazes de purificar IgG humana, sendo melhor
recomendado para uma pré-purificacdo desta proteina. No que se refere a SrHaP, esta
apresentou elevada capacidade de adsorcdo (1128,63 mg/g). E, através das analises de
eletroforese SDS-PAGE, comprovaram que a 1gG foi a de maior retengdo na matriz com

misturas bindarias e do soro humano diluido.

Palavras-chave: Imunoglobulina G; corantes reativos; hidroxiapatita; estréncio.



ABSTRACT

Human immunoglobulins, especially 1gG, are antibodies with wide therapeutic application in
the treatment of diseases of the immune system, which justifies their need for high purity,
normally achieved with chromatographic methods. This work aimed to evaluate the potential
of chitosan-alginate microcomposite matrices with immobilized reactive dyes and strontium
hydroxyapatite nanoparticles (SrHAp) in a chromatographic process aiming at the
purification of human IgG. Four chitosan-alginate (MQA) microcomposites were obtained
with immobilized reactive dyes: MQA-Cibacron Blue F3GA (MQA-CB), MQA-Reactive
Blue 4 (MQA-RB), MQA-Reactive Red 120 (MQA-RR) and MQA- Procion Red MX5B
(MQA-PR). The materials were characterized by Fourier Transform Infrared Spectroscopy
(FTIR), Thermogravimetric Analysis (TGA) and Differential Scanning Calorimetry (DSC).
SrHAp nanoparticles were synthesized via co-precipitation and subjected to heat treatment
for 5h. Fundamental batch data (effect of pH, kinetics and adsorption isotherm) were obtained
using solutions with 1gG, in addition to solutions with a mixture of 1gG and human serum
albumin (HSA). The incorporation of the dyes under study significantly increased the
adsorption of 1gG, showing an adsorption of 625.28 mg/g for MQA-CB, 1022.17 mg/g for
MQA-RB, 698.38 and 718.57 mg/g for the MQA-PR and MQA-RR, respectively. In the
chromatographic assays, according to the SDS-PAGE electrophoresis analyses, a purification
of 1gG with the MQA-RR matrix was achieved. In contrast, the other materials were not able
to purify human 1gG, being better recommended for a pre-purification of this protein. With
regard to SrHaP, it showed a high adsorption capacity (1128.63 mg/g). And, through SDS-
PAGE electrophoresis analysis, they proved that IgG was the one with the highest retention in

the matrix with binary mixtures and diluted human serum.
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1. INTRODUCAO

A imunoglobulina é uma proteina produzida por plasmdcitos e outros
linfocitos, que exerce seu efeito imunomodulador em diferentes componentes do
sistema imunoldgico. E obtido do sangue através do processo de fracionamento do
plasma e é purificado para aplicacbes em hipogamaglobulinemia, polineuropatia
desmielinizante inflamatéria crénica (CIDP), imunodeficiéncia, miastenia gravis e
outras aplicacfes (BURNOUF, 2007; AYYAR et al., 2012; LIU et al., 2019).

O mercado global de imunoglobulina foi avaliado em aproximadamente
US$ 11.575 milhdes em 2020 e espera-se que atinja US$ 16.890 milhGes em 2026 com
CAGR (do inglés, Compound Annual Growth Rate, taxa de crescimento anual
composto) de 6,5% durante o periodo de previsdo. Espera-se que o mercado de
imunoglobulinas mostre um rapido crescimento devido ao aumento da prevaléncia de
doengas de imunodeficiéncia, maior ado¢do de imunoglobulinas para tratamentos de
doengas e crescentes atividades de pesquisa e desenvolvimento (MORDOR
INTELILIGENCE, 2022).

As imunoglobulinas possuem cinco diferentes tipos: 19G, IgA, IgM, IgE e
IgD (AYYAR et al., 2012). As IgGs representam cerca de 75% das imunoglobulinas
séricas e, € reconhecida como um produto chave dentre as imunoglobulinas decorrente
da crescente demanda em aplicacdes terapéuticas, como cancer, doengas infecciosas e
deficiéncias seletivas de anticorpos (BURNOUF, 2007; AYYAR et al., 2012; LIU et
al., 2019). Além dessas importantes aplicagdes, a IgG é muito utilizada em kits de
diagndsticos e como ligante de imunoafinidade para purificacdo de proteinas e
antigenos. Para todas as aplicacdes é de suma importancia que se tenha um grau de
pureza elevado (LIU et al., 2019).

A purificagdo de IgG é um desafio devido a grande quantidade de albumina
presente no soro humano combinada com a complexidade de outros componentes do
soro. Para aplicacBes biomédicas, as IgGs sdo completamente purificadas usando uma
combinacdo de varios métodos. Normalmente, primeiro utiliza-se a precipitacdo com
etanol a frio para fracionar as proteinas presentes no plasma. Em seguida, utilizam-se
técnicas cromatograficas para aumentar a pureza da 1gG (PRASANNA e
VIJAYALAKSHMI 2010; DHANDAPAN et al., 2022).
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Nosso grupo de pesquisa estudou a imobilizacdo do ligante corante
Cibacron Blue F3G-A em matriz de quitosana/alginato epoxilado para purificacdo de
IgG humana utilizando a técnica por cromatografia de afinidade. Um material em forma
de granulos foi obtido e, pela analise de micrografia eletronica de varredura, foi
formado poros com alta rugosidade. A nova fase estacionaria mostrou alta afinidade
para 1gG podendo ser um potencial em processos cromatograficos para purificagdo de
IgG humana (GONDIM et al., 2012; GONDIM et al., 2014). Entretanto, um material
para grandes proporcdes em escala industrial, deve apesentar consideravel estabilidade
quimica e fisica controladas (OZKARA et al., 2004; TUZMEN et al., 2010). Como 0
material obtido ndo apresentou uniformidade faz-se necessario uma melhoria do
material obtido.

A cromatografia de hidroxiapatita (HAC) é um dos métodos de
cromatografia mais antigos no campo de separacdes de biomoléculas (TISELIUS et al.,
1956; BERNARDI, 1971) e tem sido usada para separacdo de proteinas e DNAs
(CUMMINGS et al., 2009; GAGNON et al., 2009; GAGNON e BEAM 2009;
NAKAGAWA et al., 2010; MORRISON et al., 2011; XU et al., 2018). E considerada
uma cromatografia de modo misto ou multimodal. A maior parte da cromatografia de
modo misto tem ligantes hidrofébicos, de troca idnica e de ligagdes de hidrogénio. HAC
€ Unico na exploracdo de interacdo eletrostatica (troca idnica) e afinidade de metal
(ITOH et al.,, 2019). Muitos estudos mostraram que o HAC permitiu um bom
desempenho de separacdo de dificil separacdo, como a remocdo de agregados de
anticorpos monoclonais (GAGNON et al., 2009; MORRISON et al., 2011), que néo
pode ser alcancado por uma cromatografia de modo Unico, como cromatografia de troca
ibnica ou cromatografia de interacdo hidrofdbica.

Estudos demonstraram o significado e os beneficios das substituicdes de
ions na estrutura cristalina da hidroxiapatita (HAp) (EDWIN e WILSON, 2019). Essas
incorporacdes de ions produzem modificagbes em muitas propriedades fisicas devido
aos diferentes raios i6nicos, como cristalinidade, tamanho do cristalito, parametros de
rede, morfologia ou mesmo na estabilidade térmica e solubilidade (RATNAYAKE et
al., 2017; KOVASC et al., 2018). Materiais de apatita dopada com estroncio e/ou
hidroxiapatita de estdbncio mostraram possuir potencial para varias aplicagcdes, como
materiais bioeletronicos (AL-WAFI et al., 2017), regeneragdo 0ssea (LANDI et al.,
2007; EHRET et al.,, 2017; FRASNELLI et al., 2017) administracdo de drogas e



20

implantes dentarios (PARK; KIM; JANG, 2010; HORI; HIRANO; OHTA, 2017). No
entanto, tanto quanto sabemos, ndo h& relatos sobre a potencial aplicacdo de
hidroxiapatita de estréncio como matriz para purificacdo de 19gG. Portanto, diante dessa
prerrogativa, tem-se a necessidade de investigar o potencial uso desse material em
processos cromatograficos, visto que ha um melhoramento do desempenho da
hidroxiapatita de estroncio frente a de célcio.

Diante disso, o objetivo geral do trabalho € investigar o uso de duas
matrizes cromatogréaficas visando a purificacdo ou pré-purificacdo de 1gG humana. Para
isso, foram empregadas técnicas cromatograficas, como a técnica por pseudoafinidade e
multimodal. Além disso, ensaios em batelada e experimentos cromatogréficos, foram
importantes para obter pardmetros que possibilitem um melhor estudo desses

adsorventes na purificacdo de IgG humana.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Hemoderivados

Para se entender o que sdo hemoderivados, primeiro se faz necessario
entender a diferenca entre plasma e soro humano. Ambos, plasma e soro, sao obtidos a
partir da centrifugacdo do sangue humano. Apds a coleta do sangue, o que determina a
diferenciacdo entre plasma e soro € a presenca ou ndo de anticoagulante. Sendo assim,
plasma é a parte liquida de um sangue com presenca de anticoagulante e soro é a parte
liquida de um sangue sem anticoagulante (SOTELO-OROZCO et al., 2021).

Os hemoderivados s&o produtos industrializados produzidos pelo
fracionamento industrial do plasma humano. Depois de colhido, o sangue total é
processado nos Servicos de Hemoterapia e da origem a até quatro hemocomponentes:
concentrado de hemacias, concentrados de plaquetas, plasma e crioprecipitado. Na
imensa maioria das vezes, 0s servicos de Hemoterapia preparam apenas 0s trés
primeiros hemocomponentes mencionados acima (HEMOBRAS, 2013).

O mercado global de plasma € considerado como tendo uma taxa de
crescimento anual composta de 7,5% e sera superior a US$ 31 bilhdes em 2024
(GREEN, 2019). A quantidade estimada de plasma coletado nas doagfes de sangue é de
700.000 L, onde 490.000 L é a quantidade de plasma com qualidade para
fracionamento. Grande parte do fracionamento do plasma é realizada no exterior, onde o
orcamento anual do Ministério da Saude para aquisicdo de hemoderivados é de R$ 1,3
bilhdo. Esse alto valor de aquisicdo dos hemoderivados é justificado pelo grande
nimero de doencas que podem ser tratadas com seu uso: hemofilias, céanceres,
imunodeficiéncia primaria, AIDS dentre outras doencas (HEMOBRAS, 2013).

No que diz respeito a composi¢do do plasma, este é composto por 91% de
agua, 7% proteinas do sangue e 2% nutrientes (aminodacidos, lipidios, acUcares),
hormbnios (eritropoetina, insulina, etc.), eletrélitos (sodio, potassio, calcio, etc.)
podendo haver variacbes (WRIGHT et al., 2018). As proteinas, por sua vez, sdo
representadas pela albumina do soro humano (HSA - do inglés, Human Serum Albumin)
(61%), imunoglobulinas (18%) e os fatores de coagulacdo (+ 1%). Entretanto, cerca de
40-50% do mercado mundial das proteinas plasméaticas € compreendido pelas
imunoglobulinas (Igs) (OLIVEIRA, 2016).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sotelo-Orozco%20J%5BAuthor%5D
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A producéo e aplicacdo das Igs tém sido muito significante nas ultimas
décadas e, espera-se que 0 aumento das atividades de pesquisa e desenvolvimento de
novos produtos impulsione, ainda mais, o crescimento do mercado. Por exemplo, em
janeiro de 2019, a empresa Kedrion Biopharma recebeu a aprovagéo da Food and Drug
Administration (FDA) dos Estados Unidos para realizar um ensaio clinico para avaliar a
eficacia e seguranca de uma imunoglobulina intravenosa a 10% no tratamento de
pacientes com doencas de imunodeficiéncia primaria (MORDOR INTELLIGENCE,
2022). Além disso, esse aumento do mercado esta envolvido no desenvolvimento de
medicamentos inovadores e na descoberta de novas areas terapéuticas para 0S
medicamentos existentes. De acordo com o Registro Nacional de Ensaios Clinicos
(NCT), em fevereiro de 2020, na China, o Peking Union Medical College Hospital, em
colaboracdo com o Tongji Hospital of Tongji Medical College e a Huazhong University
of Science and Technology, iniciaram ensaios clinicos para avaliar a eficacia e
seguranca da imunoglobulina intravenosa para pneumonia grave por novo coronavirus
de 2019 (2019-nCoV) (MORDOR INTELLIGENCE, 2022).

2.2 Imunoglobulinas G (IgG)

Dentre os cinco possiveis tipos das imunoglobulinas (IgA, IgD, IgE, 1gG e
IgM), as do isotipo G (IgG) é uma das proteinas mais abundantes no soro humano
(DAOUD-ATTIEH et al., 2013; PERCIN et al., 2019). E um agente ativo para a
regulacdo do sistema imunolégico e desempenha um papel crucial no tratamento de
varias doencas, como imunodeficiéncia e doencas autoimunes (SAYLAN et al., 2014;
PERCIN et al., 2019).

As IgG’s sdo constituidas por cerca de 82 a 96% de proteinas e 4 a 18% de
carboidratos. Encontram-se dispostas na molécula de 1gG em um formato semelhante a
um “Y” formando 4 cadeias polipeptidicas ligadas por ligacdes covalentes de dissulfeto
e interacdes ndo covalentes. As cadeias polipetidicas compostas por duas cadeias leves
(L) de massa molar 25 kDa e duas pesadas de massa molar 50 a 70 kDa (H). As cadeias
pesadas e leves sdo ainda divididos em regiGes variaveis (V), sitios de ligacdo do
antigeno, e regides constantes (C) nas moléculas de Ig’s (AYYAR et al., 2012).

A classe 1gG pode ainda ser dividida em quatro subclasses: 1gG1, 1gG2,

1gG3 e IgG4 (por ordem decrescente de abundancia no soro humano). Do ponto de vista
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biofarmacéutico, 1gG1 e 1gG2 sdo de especial interesse, pois a maioria dos produtos de
anticorpos aprovados pertence a uma dessas duas subclasses (KREPPER et al., 2018).
As infecgdes virais estimulam principalmente a resposta IgG1 e IgG3 (VIDARSSON et
al., 2014). Consequentemente, durante a infec¢do por virus sdo as proprias moléculas
IgG1 e 1IgG3 que constituem a subclasse dominante de anticorpos especificos para a
proteina spike do virus, bem como seu dominio de ligacdo ao receptor (YATES et al.,
2021) .

Devido aos rigorosos padrdes regulatorios e de qualidade exigidas para
muitas aplicacdes biofarmacéuticas, as 1gGs necessitam estar altamente purificadas e
com atividade funcional, sendo esta responsavel por varias reacbes metabolicas. Com
isso, tem-se a necessidade de obté-las na forma ativa, pois quando a proteina é
desnaturada perde sua atividade funcional, o que leva eventualmente ao
desenvolvimento de métodos de isolamento mais seletivos (SOUSA 2019). Assim, as
industrias farmacéuticas vém buscando processos cada vez mais eficientes para

purificacdo de proteinas, pois elas podem ter diversas aplicacdes.

2.3 Técnicas para purificacdo de proteinas

A precipitacdo com etanol frio € um dos métodos ndo cromatograficos que
foi introduzido por Cohn na década de 1940 (COHN, et al., 1946) e ainda é largamente
usado para purificacdo de proteinas. Em resumo, as proteinas do plasma sdo
precipitadas apds o adicionamento crescente de etanol ao plasma. Com a diminui¢édo da
solubilidade ocorre a precipitacdo das proteinas (COHN, et al., 1946).

Na literatura facilmente é encontrado inimeros trabalhos publicados com a
proposta de purificacdo de proteinas do soro humano (ZOU et al., 2019; KREPPER et
al., 2018; SALIMI et al., 2018; GONDIM et al., 2014; GONDIM et al., 2012). Had uma
variedade quanto ao emprego de técnicas cromatogréaficas utilizadas para purificacéo de
proteinas, destacando-se a cromatografia de troca idnica e cromatografia de afinidade
com ligantes bio ou pseudobioespecificos, além da cromatografia de afinidade por ions
metalicos imobilizados (IMAC). Além dessas técnicas mencionadas, outras podem ser
citadas, como por exemplo: Interacbes Hidrofébicas, Cromatografia de Modo Misto e
Exclusdo por Tamanho (GONDIM, 2017).
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2.3.1 Cromatografia de afinidade

A cromatografia de afinidade é uma das técnicas tradicionais de purificacdo
de proteinas, que utiliza a capacidade de uma proteina para reconhecer e se ligar com o0s
ligantes bioespecificos e pseudobioespecificos. A interacdo da proteina com o ligante é
governada pela lei de acdo de massa; sua especificidade é dependente da constante de
dissociacdo de afinidade, que é um termo probabilistico que indica a rapidez com que a
interacdo entre os componentes moleculares (a proteina a ser separada e o ligante)
ocorre com o0 aumento da concentracdo de cada componente (PERRET e BOSCHETTI,
2018).

Ao considerar a especificidade dos sistemas de cromatografia de afinidade,
percebe-se rapidamente que um painel muito grande de ligantes disponiveis para
alcancar a separacdo de grande nimero de proteinas diferentes. Uma grande variedade
de moléculas funcionais, incluindo enzimas, coenzimas, cofatores, anticorpos, proteinas
e acidos nucleicos podem ser utilizados como ligantes bioespecificos (DENIZLI e
PISKIN, 2001). Os ligantes bioespecificos, apesar de amplamente utilizados na
purificacdo de anticorpos devido a sua alta especificidade, possuem a desvantagem de
terem custo elevado, baixa estabilidade e a possibilidade de desnaturacéo do ligante nas
etapas de eluicdo e regeneracdo da coluna cromatografica (DENIZLI e PISKIN, 2001;
YAVUZ et al., 2006).

Os ligantes pseudobioespecificos (ions metalicos quelatados, ligantes
tiofilicos, corantes, aminoacidos), apresentam normalmente média afinidade para
proteinas do soro humano (VIJAYALAKSHMI, 1989). Os ligantes corantes tem
desempenhado um papel importante e atraido grande atencdo na adsorcdo de afinidade
de proteinas, pois muitos corantes sao baratos, estaveis, grande disponibilidade e podem
ser usados para a separacdo de um grande numero de proteinas e enzimas. Além disso,
as diferentes interacGes entre 0s corantes e as proteinas fornecem uma combinacdo de
ligacOes, eletrostatica, hidrofdbica e de hidrogénio, que favorecem ainda mais o0 seu uso
(ZHANG et al., 2016; FERRARIS et al., 2011). Embora os corantes sejam de natureza
sintética, eles sdo classificados como ligantes de afinidade porque interagem com 0s
sitios ativos de muitas proteinas e enzimas, mimetizando a estrutura de seus substratos,
cofatores ou agentes ligantes (DENIZLI e PISKIN, 2001). Varios trabalhos sdo

reportados na literatura utilizando ligantes corantes em cromatografia de afinidade.
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Gondim et al., (2014) apresentaram um estudo visando a purificacdo de 1gG
humana, a partir de amostras diluidas do soro humano, por cromatografia de afinidade
com o corante Cibacron Blue F3GA imobilizado em matriz de quitosana modificada,
onde investigaram a influéncia de diferentes sistemas tamponantes na adsorcao de 1gG.
Observaram que, devido a diferenca consideravel entre o pl das proteinas, 1gG (pl 6,3-
9,0) e HSA (pl 4,8), foi possivel tornar a adsorcdo de IgG mais seletiva que HSA, de
acordo com as anélises de eletroforese.

Li e colaboradores (2014) utilizaram Reactive Red 120 como um corante-
ligante de afinidade em microesferas magneéticas de quitosana para melhorar a
capacidade de adsorcdo de lisozima. O impacto do pH, forca i6nica, tempo de adsor¢édo
e concentracdo inicial de lisozima na adsor¢do de lisozima de solugdes aquosas foi
investigado. Uma quantidade de adsor¢do aumentada de 116,9 mg/g de lisozima em
microesferas com Reactive Red 120 foi alcancada em comparacdo com 24,6 mg/g em
microesferas magnéticas de quitosana sem o corante.

Dou e colaboradores (2018) estudaram a adsor¢do de albumina do soro
bovino (BSA) utilizando microesferas magnéticas de poli(metilmetacrilato) com
diferentes massas molares de polietilenoimina (enxerto) imobilizado com corante
Cibacron Blue F3GA (CB-PEI-PMMA). Foi observado um aumento da capacidade de
adsorcdo de BSA das microesferas de CB-PEI-PMMA (84,8 mg/g) em comparagéo com
as microesferas de PEI-PMMA (sem a imobilizacdo do corante) (73 mg/g), 0 que
demonstrou a forte e eficiente interacdo de afinidade entre Cibacron Blue F3GA e BSA,
que pode ser atribuida a combinacdo de forca de atracdo eletrostatica e forca de
afinidade.

Como visto, a cromatografia de afinidade utilizando corantes como ligantes,
possibilita alta seletividade e elevada capacidade para com a proteina alvo. Além disso,
diferentes matrizes podem ser utilizadas, o que pode possibilitar a obtencdo de elevados

niveis de produtividade e pureza.
2.3.1.1 Matrizes para cromatografia de afinidade
Na cromatografia de afinidade uma adequada matriz € fundamental, pois

esta atua como suporte para o ligante de afinidade. Ser uniforme, macroporosa,

hidrofilica, mecéanica e quimicamente estavel, seletiva, insoltvel no solvente utilizado
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na purificacdo e fornecer grande area superficial para o ligante, é caracteristicas

essenciais para uma boa matriz (AYYAR et al., 2012).

2.3.1.1.1 Quitosana

A quitosana é um polissacarideo catidnico obtido pela desacetilacdo da
quitina extraida do esqueleto externo de crustaceos marinhos (ROSCA et al., 2005). O
grau de desacetilagdo da quitosana tem forte influéncia também em suas propriedades
de biodegradabilidade e biocompatibilidade (WU et al., 2014), assim como a massa
molecular (MA e SAHAI, 2013; LARSSON et al., 2013). Quanto maior o grau de
desacetilacdo da quitosana, maior sera a interacdo entre sua superficie e células, uma
vez que o grupo amino livre interage com as células causando adesdo celular e
proliferacdo (DASH et al., 2011).

E uma base fraca insolivel em agua e em solventes organicos. Os grupos
amina presentes em toda a extensdo da cadeia polimérica da quitosona atuam como
polieletrolitos catibnicos em pH < 6,5, ou seja, possuem grupos catiénicos ionizaveis ao
longo da cadeia. Assim, este biopolimero pode se dissolver facilmente em solugdes de
acidos fracos diluidos, sendo o acido acético o solvente mais empregado, formando uma
solucdo viscosa. Por outro lado, conforme o pH é ajustado para valores acima de 6,5, 0s
grupamentos amina se tornam desprotonados e o polimero perde suas cargas, tornando-
se insolivel em &gua e em solventes organicos (DASH et al., 2011; SINHA et al.,
2004).

A quitosana tem sido amplamente utilizada aos longos dos ultimos 25 anos
na ciéncia biomédica e de separacdo devido as suas caracteristicas intrinsecas. Dentre
elas destacam-se sua ndo-toxicidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade (ZHANG.
et al., 2010), baixa imunogenicidade, policatibnica (MAFIRAD et al., 2018),
capacidade de formar hidrogel, bioadesdo, presenca de grupos reativos -OH e -NH,,
capacidade carreadora para substancias hidrofilicas e possui elevada resisténcia
mecénica (SINHA et al., 2004). Além disso, a presenca de grupos funcionais, hidroxila
e amino, sdo fundamentais para derivatizar a superficie para aumentar a capacidade de
adsorcdo (ACET et al., 2018).
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2.3.1.1.2 Alginato

O alginato é um polissacarideo anionico linear soltvel em &gua e extraido
de algas marrons e de algumas bactérias, formado por dois tipos de &cido poliurdnico, o
acido B-D-manurénico (M) e acido a-L-gulurénico (G) unidos por ligacbes (1 — 4)-
glicosidicas, de composicdo e sequéncia variada (MARTINS et al.,, 2007). Estes
mondmeros sdo epimeros com orientagdes diferentes na cadeia polimérica e a unidade
G é a responsavel por permitir a ligacdo i6nica cruzada (LAWRIE et al., 2007).

O alginato é um polimero hidrofilico, insolivel em etanol, em solucdes
hidroalcodlicas contendo mais de 30% (v/v) de etanol e em solventes organicos. Sabe-se
que a solubilidade do alginato é decisivamente influenciada pelo pH do meio. Os
valores de pKa (constante de dissociacdo do &cido) das unidades acido manurdnico e
acido gulurdnico do alginato € de 3,38 e 3,65, respectivamente. Quando o pH é inferior
ao pKa do alginato, este sofre precipitacdo levando a formacéo do acido alginico, o qual
é insolivel em &gua. Quando o valor do pH se encontra acima desse valor, o0 alginato
torna-se carregado negativamente. Ele € quimicamente estavel em valores de pH entre
5,0 e 10,0, sendo que valores muito &cidos causam sua descarboxilacdo. A viscosidade
do polimero varia de acordo com os valores de pH, sendo que, a viscosidade aumenta a
medida que o pH diminui. A massa molar do alginato comercial gira em torno de
32.000 e 400.000 g/mol (LEE e MOONEY, 2012).

2.3.1.1.3 Complexo polimérico Quitosana-Alginato

Complexos de polieletrolitos sdo sistemas macromoleculares auto-
montados. Eles sdo formados através da interacdo entre polieletrélitos de cargas opostas
em solugbes aquosas por simples mistura em condicdes brandas. Tal complexagéo evita
0 uso de agentes de reticulacdo e solventes organicos (RAMACHANDRAN et al,.
2011; LI et al., 2013). A estrutura e as propriedades dos complexos de polieletrolitos
dependem das propriedades fisico-quimicas das solucdes de polieletrélitos separadas,
como pH, forca idnica. A natureza quimica dos polieletrélitos que interagem, seu peso
molecular, a proporcdo inicial de suas concentracOes, a ordem de sua mistura e a
temperatura também desempenham um papel importante na formagdo de complexos de
polieletrolitos (IBRAHIM et al., 2022).
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Os complexos polieletrolitos de quitosana-alginato sdo amplamente
estudados devido a sua biodegradabilidade e biocompatibilidade (RAMASAMY et al.,
2014). S&o mecanicamente forte em baixos valores de pH em que a quitosana é soluvel,
assim, a fécil dispersibilidade da quitosana em meio &cido é prevenida pela presenca do
alginato que é insoltvel em condicdes acidas (LUCINDA-SILVA et al., 2010). E
formado a partir da forte interacdo eletrostatica dos grupos amino da quitosana com 0s
grupos carboxilicos do alginato. A estabilidade do complexo alginato-quitosana pode
ser influenciada por parametros como o pH e forca ibnica, devido a protonacdo do
grupo amino da quitosana e a ionizacao do grupo acido carboxilico do alginato (LI et
al., 2002).

O complexo de quitosana-alginato foi preparado como esferas,
microesferas, nanoparticulas, membranas, curativos, complexos scaffolds e fibras
(GONDIM et al., 2014; RAFIE et al., 2014; BILAL et al., 2017; IBRAHIM et al.,
2022). Dois métodos para a preparacdo de complexos polieletrélitos sdo mais
publicados, um método de uma etapa e duas etapas ou método de pré-gelificacdo. No
método de uma etapa a gelificacdo direta entre alginato e quitosana é alcancada,
enguanto que no método de duas etapas a pré-gelificacdo do alginato com CacCl, é feita
antes da adicdo de quitosana (IBRAHIM et al., 2022).

Gondin e colaboradores (2012) usaram como matriz de suporte
quitosana/alginato epoxilado para imobilizagéo de corante ligante visando a purificagéo
de 1gG humana. O complexo quitosana/alginato foi formado pela gelificacdo direta. Os
autores evidenciaram que o ligante foi acoplado com sucesso, ndo demonstrando

desprendimento da matriz.

2.3.2 Cromatografia de modo misto

A cromatografia de modo misto ou multimodal (CMM) consiste em
combinar em uma mesma matriz pontes de hidrogénio, forcas de Van Der Waals,
interacOes de troca idnica, hidrofébica e de afinidade entre a fase estacionaria e o soluto
na matéria-prima, visando a separacdo e/ ou purificacdo mais eficiente de moléculas
(GAO et al., 2013). Segundo Hanke e Ottens (2014) o grande interesse obtido pela
CMM, o qual esta associado ao seu bom desempenho na adsorcéo e purificagcdo de

proteinas. Muitos processos promovem a separacdo de proteinas utilizando apenas um
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tipo de interacdo ou combinacdes deles, como troca ionica, hidrofobica ou de afinidade.
Na cromatografia de modo misto um unico adsorvente pode separar as moléculas
através do conjunto dessas interacOes. Para que essas interagcGes ocorram, é necessario
conhecer a natureza da molécula a ser purificada, para fazer a escolha correta do
adsorvente. Além disso, as condi¢des do processo, onde a variacdo das condi¢bes pode
favorecer a todas as interacdes presentes na resina (YU et al., 2015).

Segundo Du e colaboradores (2014) ao comparar resinas de troca ionica
com as de modo misto, estas desempenham uma forte afinidade sobre as proteinas,
apresentando diferentes perfis de eluicdo, permitindo assim a possibilidade de separar 0s
oligdbmeros de proteinas soluveis. A eficiéncia das resinas de modo misto € influenciada
pelo pH e concentragdo de sal. O aumento do pH reduz significativamente a capacidade
de adsorcdo devido ao enfraquecimento das interacGes eletrostaticas entre a proteina e a
resina.

As resinas de modo misto disponiveis comercialmente incluem Capto
MMC, Capto adhere e Capto Core 700 da Cytiva (antiga GE Healthcare), PPA
Hypercel, HEA Hypercel e MEP Hypercel da Pall Corporation, Eshmuno HCX da
Merck Millipore, Toyopearl MX-Trp-650 M da TOSOH Bioscience e Nuvia cPrime,
CHT Ceramic Hydroxyapatite e CFT Ceramic Fluoroapatite da Bio-Rad (GAO et al.,
2013).

O uso de hidroxiapatita (HAp) tem sido extensivamente relatado para
purificacbes de proteinas (NAKAGAWA et al., 2010; MORRISON et al., 2011;
CUMMINGS et al., 2014). Este suporte de modo misto oferece seletividades Unicas e
muitas vezes separam biomoléculas que parecem homogéneas usando outros métodos
cromatograficos. As diversas capacidades de ligacdo HAp para proteinas da célula
hospedeira, proteina A lixiviada, dimeros e agregados de anticorpos, acidos nucleicos e
virus permitem seu uso em qualquer estagio, desde a captura inicial até o polimento
final (BIO RAD, 2022).

2.4 Hidroxiapatita
A hidroxiapatita € uma apatita de calcio natural e sua férmula quimica é

Cay0(PO4)s(OH),. As apatitas sdo os compostos quimicos do fésforo com ions hidroxila
(OH-), cloreto (Cl—) ou fluoreto (F—). A massa molecular de HAp é 1004,6 g/mol. A
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HAp tem uma estrutura cristalina hexagonal, na qual a razéo estequiométrica de Ca:P
geralmente é 1,67. Ele exibe ligacdes covalentes (P-O e O-H) e ligacdes ionicas (Ca—
O) em sua rede cristalina. A HAp pura é extremamente hidrofilica e possui um angulo
de contato de cerca de 10° (ARONOV et al., 2006; PANDA et al., 2021).

A estrutura cristalina descrita das apatitas confere a HAp natural
propriedades atraentes a diferentes campos de pesquisa. Durante décadas, essa
biocerdmica tem sido de interesse em aplicacdes bioldgicas devido a sua excelente
biocompatibilidade, alta estabilidade termodindmica sob condic@es fisioldgicas e boa
afinidade com biopolimeros (SADAT-SHOJAI, 2015). Essa variabilidade de
propriedades na HAP permite a possibilidade da utilizacdo do material em diversas
aplicacdes, por exemplo, processo de catélise heterogénea (FIHRI et al., 2017),
purificacdo de proteinas (SWAIN e SARKAR, 2013; KANDORI et al.,, 2014;
ESFAHANI et al., 2015) e remocdo de contaminantes por adsorcdo (COSTA, et al.,
2009), o que faz da HAp um importante material tecnoldgico.

Devido a estabilidade e flexibilidade da estrutura da HAp diferentes
substituicdes idnicas podem ser realizadas. E possivel induzir a troca de muitos cations
e anions modificando a estrutura estequiométrica da HAp para se assemelhar a apatita
bioldgica. Entre os varios cations que podem substituir o calcio na estrutura do HAp, o
estroncio tem despertado grande interesse devido ao seu potencial papel bioldgico
(EDWIN e WILSON 2019). O estroncio pode substituir o calcio na estrutura do HAp na
matriz completa de composicdo para formar solucdes sélidas. Varios trabalhos de
pesquisa sobre a sintese de hidroxiapatita de estroncio (SrHAp) usando um processo
sol-gel (SADER et al., 2009; MARDZIAH et al., 2009), precipitagdo (COX et al.,
2014), co-preciptacdo (CARVALHO et al., 2020) e um método hidrotérmico (LIN et
al., 2013) foram relatados.

A co-precipitacdo é o método mais simples e frequentemente utilizado para
a preparagdo de SrHAp. Este processo quimico consiste em uma fonte de reagdo do
ligante PO4> com uma fonte de célcio na presenca de outros aditivos (por exemplo, base
ou &cido); vérias fontes desses dois reagentes sdo usadas. As condi¢des do método de
co-precipitacdo sdo varidveis, mas em geral, este processo € geralmente realizado em
valores de pH que variam de 3 a 12 e em temperaturas que variam da temperatura

ambiente a temperatura de ebulicdo da agua (FIHR et al., 2017).
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Ghosh e Sarkar (2017) examinaram varios métodos de sintese e relataram
que SrHAp produzido por co-precipitacdo possui maior densidade e tem respostas
positivas para bioatividade. Carvalho (2017) sintetizou nanoparticulas de HAp e SrHAp
via co-precipitacdo e submetidas a diferentes tratamentos térmicos, obtendo-se cristais
com diferentes propriedades, como cristalinidade, tamanho de cristalito, superficie e
morfologia.

As concentracles estudadas de estroncio (Sr/(Sr+Ca)) variaram até 50%
(mol/mol). A precipitacdo de uma solucdo supersaturada produz HAp nanocristalina
com um grau de substituicdo de Sr dependendo de sua concentracdo na solucdo (PAN et
al., 2009). Edwin e Wilson (2019) sintetizaram hidroxiapatita de estréncio (SrHAp) nas
composigdes de 0, 10, 20, 50 e 100% (mol/mol), pelo método de precipitacdo e os
precipitados obtido, foram submetidos a tratamento ultrassonico por diferentes
intervalos de tempo para obter informacdes sobre o papel do ultrassom na modificacéo
da morfologia do SrHAp. Este estudo revelou que a proporcdo do SrHAp variou com a
duragdo do ultrassom. O estudo indicou que a deformagdo na rede da HAp tem
correlagdo com a incorporagao de estroncio, levando a extensdo variada pelas ondas de
ultrassom. Além disso, a investigacdo sugeriu que a substituicdo de 100% dos locais de
calcio por estroncio leva a uma tensdo relativamente menor e, portanto, a uma
fragmentacéo pobre.

Muitos outros trabalhos tem sido estudados na substituicdo de célcio por
estroncio na estrutura do HAp (HUANG et al., 2016; AINA et al., 2012; KRISHNAN
et al., 2016) entretanto, em sua grande maioria, a SrTHAp é destinada para aplicacédo
como substituinte 6sseo nas areas de ortopedia, odontologia e em implantes artificiais
(CARVALHO et al., 2020; TAO et al., 2016; HUANG et al., 2016; AINA et al., 2012).

Portanto, o seu estudo em diferentes areas € de grande interesse.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Sintese e caracterizacdo das microesferas compositas quitosana-alginato

(MQA)

O procedimento de preparacdo das microesferas compositas quitosana-
alginato baseou-se na metodologia de Gondin et al. (2012) e Mendes et al. (2013) com
algumas adptagOes. A quitosana utilizada foi obtida da Polymar (Brasil), com grau de
desacetilacdo de 87,4%, de acordo com a fabricante. As particulas de quitosana/alginato
foram obtidas por adicdo de 200 mL de solucdo de quitosana a 5% m/v (em solucéo
aquosa de acido acético, Vetec). Primeiramente, foi obtida uma solugdo estoque de
quitosana preparada em 200 ml de &cido acético a 10% v/v, onde 10 g de pd de
quitosana foram primeiramente suspensos em 180 mL de agua destilada, com agitacédo
mecanica (TECNAL, modelo TE-165, Brasil) por 1 h a temperatura ambiente, a
aproximadamente 800 rpm para solubilizagdo. Apos esse periodo, foram adicionados 20
mL de &cido acético e agitado por mais 2 h. Em seguida, foram acrescidos 20 mL de
alcool metilico e 2 mL de anidrido acético (Vetec) e agitou-se por mais 1 h.

A solucdo de quitosana, foi adicionada 2 g de alginato de sédio (AINa) e
manteve-se sob agitacdo durante 20 h. Esta propor¢do quitosana/alginato foi escolhida
mediante ensaios preliminares, o qual se conseguiu obter uma solu¢cdo homogénea e
viscosa 0 suficiente para formar as microesferas. A solucdo foi entdo filtrada para
eliminacdo de eventuais impurezas, em seguida, foi gotejada a uma solucdo de
hidréxido de aménio, NH,OH (1:1), para formar as microesferas por coagulacdo a pH
alcalino. Apds o término do gotejamento, as microesferas permaneceram em repouso
durante 24 h. Passado o periodo, as microesferas foram lavadas abundantemente com

agua destilada até pH neutro. Assim, foram formadas as MQA.

3.1.2 Imobilizagdo dos corantes reativos nas microesferas compositas

quitosana/alginato

Foram utilizados 4 corantes reativos na sintese: Cibacron Blue F3GA (CB),
Reactive Blue 4 (RB), Procion Red MX5B (PR) e Reactive Red 120 (RR). Suas

estruturas e massa moleculares estdio mostradas na Tabela 1. Os corantes foram
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covalentemente acoplados as microesferas compositas quitosana-alginato por meio da

reacao nucleofilica entre o grupo de cloro dos anéis de triazina dos corantes e 0s grupos
amino dos microcompdsitos sob condicGes alcalinas.

Tabela 1 - Estrutura quimica e massa molar (Mw) dos ligantes corantes.

Mw

Corantes Estrutura Fonte
(9/mol)
O NH; O
S-OH
L ys
_ o)

Cibacron O HN S-OH SIGMA
Blue @ﬂH 77416 ALDRICH,
F3GA - 2018a.

|
Cl \N/I\N/Q
" o=s=0
OH
O NH, 0 N
. BOH I SIGMA

Reactive 0 N °N
Blue 4 - J\ 637,43 ALDRICH,
ue O HN HN” N7 >l

o 2018b.
S-OH
(@]

O\"J c\)"/

0
] NaO’S S\ONa
Procion SIGMA

=N
N
Red SN O O 61533 ALDRICH,
b

MX5B 2018c.
Nf N
Cl
NaO,S SO,Na
NaO,5  N=N N=N  SO,Na SIGMA

Reactive
0 OH HNQNH HO O 1569,68 ALDRICH,
Red 120

N N
[ Nmd A ialaY $ ) 2018d.
=t -
C

Fonte: elaborada pela autora.
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Para a imobilizacdo do corante, primeiro foi realizada uma etapa de
epoxidacdo para favorecer a imobilizacdo dos corantes a matriz polimérica. Este
procedimento foi realizado de acordo com Mendes e colaboradores (2013). Para cada 10
g de MQA obtidas, 100 mL de N,N dimetilformamida (Vetec) foi adicionado e mantido
sob agitacdo por 30 min a 60 °C. Posteriormente, foram adicionados 0,8 g de hidréxido
de potéassio (KOH) (Vetec) dissolvido em 3 mL de isopropanol e 10 mL de epicloridrina
(Vetec). O sistema permaneceu em agitacdo a 60 °C por mais 12 horas. Apods, as MQA
foram lavadas com agua destilada, para remocao de solventes da reacéo e, postas a secar
em temperatura ambiente por 24 h.

Os corantes foram imobilizados ao MQA de acordo com a metodologia
descrita por Gondim e colaboradores (2012), com algumas adaptagdes como descrito a
seqguir: 15 g do MQA foram agitadas (200 rpm) em uma incubadora (TECNAL, modelo
TE-420) em temperatura constante de 55 °C durante 1 h com 100 mL da solucdo de
corante (5 mg/mL). Em seguida, adicionou-se 5 mL de solucdo aquosa de NaCl (20 %
m/m) mantendo a agitacdo e a temperatura constante. Ap6s 30 min, adicionou-se 2 mL
da solucdo aquosa de bicarbonato de sodio (Na,COs - 25 % m/m) com o objetivo de
aumentar o pH e acelerar a reagdo quimica entre o corante e 0 MQA. Esta solucdo foi
mantida em agitacdo durante 4 h a temperatura de 55 °C. Ap0Os a incubagdo, 0s
microcompositos imobilizados com os corantes foram filtrados e lavados vérias vezes
com agua destilada gelada (4 °C), metanol, NaCl 2M, Uréia 6M, Tween 80 (1 % p/v),
agua destilada, tampdo de ensaio e finalmente com solucdo de albumina do soro
humano (HSA), até que todas as moléculas de corantes fisicamente adsorvidas fossem
removidas. Essa lavagem com HSA ¢é essencial, pois segundo Rukenstein e Zeng (1998)
0s corantes fracamente ligados seriam removidos.

Ao final, foram obtidas 4 microesferas compositas quitosana/alginato
imobilizado com corantes reativos: MQA-Cibacron Blue F3GA (MQA-CB), MQA-
Reactive Blue 4 (MQA-RB), MQA-Reactive Red 120 (MQA-RR) e MQA-Procion Red
MX5B (MQA-PR).

3.1.3 Caracterizacdo das microesferas compositas quitosana-alginato imobilizadas

com corantes
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Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR): A
analise de FTIR foi utilizada para investigar a efetividade de cada etapa das reacdes na
sintese do adsorvente. Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram
obtidos com placa de ATR com ponteira de diamante (Shimadzu FTIR 8300), com uma
resolucdo de 16 cm™, compreendendo a regido de 600 a 4000 cm', na Universidade

Federal do Ceard, Departamento de Engenharia Quimica.

Analise termogravimétrica (TGA): A termogravimetria nos permite medir a varia¢éo de
uma substancia em funcdo da temperatura ou do tempo, permitindo obter informacdes
relacionadas a composicao e estabilidade térmica de compostos. As curvas de anélise
termogravimétrica (TGA) e a sua primeira derivada (DTG) foram obtidas no aparelho
Shimadzu (modelo ATG 50 Shimadzu, Kioto — Japdo) em uma faixa de temperatura de
25 °C a 800 °C usando cadinho de platina e uma amostra de aproximadamente 5 mg,
sob uma atmosfera de nitrogénio em fluxo de 50 ml/min com uma taxa de aquecimento
de 10 °C/min.

Calorimetria diferencial de varredura (DSC): O comportamento térmico das
microesferas de quitosana foi estudado através da técnica de DSC. As analises foram
realizadas em um equipamento Perkin-Elmer (Jade DSC). As curvas de DSC foram
determinadas com 5,0 mg de amostra, usando uma faixa de aquecimento constante de
10 °C/min, sob atmosfera dindmica de N, com vazdo de 50mL/min, em uma faixa de
temperatura de 25 a 450 °C. Os eventos térmicos foram registrados em funcdo da

composicdo, estrutura do material e de sua histdria térmica.

Ponto de Carga Zero: o ponto de carga zero (pHpcz) € definido como o pH em que a
superficie do adsorvente possui carga neutra. Para a determinacdo do pHpcz dos
adsorventes foi utilizado o Método de Park e Regalbuto (1995), onde inicialmente foi
preparado uma solucdo de NaCl (1 mol/L), em seguida, essa solucao foi distribuida em
10 beckers, cada um contendo 50 mL e pH aferido na faixa de 2 a 11. Em seguida,
foram adicionados 50 mg dos adsorventes sintetizados e mantidos em repouso por 48 h.
Apos esse periodo, quantificou-se o pH final das solugdes. O pHpcz corresponde a faixa
na qual o pH final se mantém constante, independentemente do pH inicial, ou seja, a

superficie comporta-se como um tampao.
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3.2 Hidroxiapatita de estroncio (SrHAp)

A SrHAp usada para todo o estudo foi sintetizada conforme estudo de
Carvalho et al., (2020). Ambos os estudos foram realizados pelo Grupo de Quimica de
Materiais Avancados (GQMat). Em suma, a sintese foi realizada pela adicdo de solucao
de acido fosférico (H3PO,) 0,3 mol/L em solucdo de nitrato de estroncio (Sr(NOs)y)
(razd%o molar Sr/P = 1,67) sob agitagdo vigorosa a temperatura ambiente. Um
precipitado branco foi obtido pela adi¢do de solucdo de NH,OH até atingir pH 9. O
precipitado branco foi lavado com agua destilada e filtrado a vacuo. Posteriormente, o
po foi disperso em solugdo de NH,4CI 0,1 mol/L. As suspensdes foram colocadas em
autoclave de Teflon coberta com ago inoxidavel para receber o tratamento hidrotérmico
a 150°C por 5 horas. A amostra foi filtrada a vacuo, lavada e seca e armazenada em

dessecador.
3.3 Ensaios em Batelada com 1gG de alta pureza

No presente estudo foram utilizadas como amostras as proteinas puras 1gG e
humana e de soro do sangue humano foram adquiridas da Sigma Aldrich (USA). Todos
0s ensaios em batelada com IgG de alta pureza foram realizados em agitador rotativo
Tecnal (Brasil), modelo TE-165 (Figura 1), com rotacdo constante, tendo como
parametros acompanhados o tipo e pH dos tampd@es, tempo de contato entre as fases
(perfil cinético) e concentracdo de adsorbato (isotermas de adsorcdo). Fixou-se a
velocidade de agitacdo em 18 rpm, o volume da solugdo de proteina (adsorbato) em 3
mL estudo.

Figura 1 - Sistema de agitacdo rotatorio empregado para 0s ensaios de adsor¢do em batelada.

Fonte: elaborada pela autora.



37

3.3.1 Estudo do efeito do tampao e pH na adsorc¢ao de proteinas

Durante o processo de adsorcdo, o pH da solugdo é uma das variaveis
significativas que afeta o grau de ionizacdo e as caracteristicas da superficie dos
adsorventes. Assim, inicialmente foi estudado o efeito do tampdo e faixa de
tamponamento na adsorc¢éo de 1gG.

Para o estudo com as matriz de quitosana-alginato, MQA-CB, MQA-RB,
MQA-RR e MQA-PR, foi utilizado o tampdo fosfato de sédio (FOS), Tris/HCI |,
HEPES, MOPS e MES com concentracdo de 25 mM, variando a faixa de pH de 5,5 a
8,6. Ja para o SrHAp foram preparados tampdes FOS, Tris/HCI, HEPES e acetato de
sodio, todos com 10 mM, variando a faixa de pH de 4,5 a 8,5.

Em tubos acrilicos, foram adicionados 5 mg do adsorvente juntamente com
3 mL da solucéo da proteina 1gG (1,0 mg/mL) em cada tampéo. O sistema permaneceu
sob agitacdo durante 180 min. Em seguida, aliquotas do sobrenadante foram coletadas,
centrifugada em microcentrifuga refrigerada (CT-15000R CIENTEC) por 10 min com
rotacdo igual a 10000 rpm e, apds, analisadas por espectrofotometria UV-Vis (Thermo
Scientific Biomate B) no comprimento de onda de 280 nm, para a determinacdo da
concentracdo da solucdo de proteina ap6s a adsorcao.

A quantidade de proteina adsorvida foi quantificada a partir de um balanco
de massa pelo uso da Equacgéo 1 descrita a seguir:

Vsor (Co — Ceq) (1)

Mags

em que g é a quantidade de proteina adsorvida por grama de adsorvente (mg/g), VsoL 0
volume da solucdo (mL) disponivel para o contato com o adsorvente, Co € a
concentracdo inicial de proteina na fase liquida (mg/mL), Ceq a concentragdo de proteina

na fase liquida (mg/mL) em equilibrio com g e m,¢s € a massa seca de adsorvente (g).

3.3.2 Estudo para o efeito da massa do adsorvente
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Para avaliar a influéncia da massa do material adsorvente foram realizados
ensaios com massa de adsorvente variando de 5 a 25 mg com os melhores resultados do

topico anterior, colocadas em contato por 3 horas com solucdo de 1gG 1,0 mg/mL.

3.3.3 Cinética e Isoterma de adsorcao

Para obtencdo do tempo de equilibrio para o processo adsortivo, foi
preparada uma solugéo de 19G 1,0 mg/mL e esta foi mantida em contato com 5 mg das
matrizes variando-se a duracdo do ensaio de 5 minutos até 10 horas.

Uma vez definido o tempo de equilibrio, foram realizados ensaios com
concentrag0es iniciais de IgG variando de 0,25 a 6,0 mg/mL, para se obter as isotermas
de adsorcdo (quantidade de soluto presente na fase fluida em equilibrio com a
quantidade de soluto adsorvido). Como modelo de ajuste para os dados experimentais
das isotermas de adsorcdo foram aplicados o modelo de Langmuir apresentado na
Equagdo 2, por meio da utilizagdo da ferramenta de ajuste n&do linear do software
OriginPro8 (EUA). Para a matriz STHAp tambem foi realizado como modelo de ajuste
para 0s dados experimentais das isotermas de adsor¢cdo o Langmuir-Freundlich,

apresentado na Equacéo 3.

_ Om- Ceq
Tk + oy @
_ qm * (kLF ' Ceq )n (3)

B 1 + (kLF - Ceq)n

Nesta, g é a quantidade de proteina adsorvida (mg/g); q,, é a capacidade
maxima de adsorcdo pelo adsorvente (mg/g); C., € a concentracéo da fase liquida no
equilibrio (mg/mL), kp e k;r constante de Langmuir (mol/L) e Langmuir-Freundlich

(mL/mg) respectivamente, e n é o parametro de cooperatividade do sistema.
3.3.4 Ensaios de adsor¢cdo com mistura IgG/HSA

Partindo das melhores condi¢cfes para a adsorcdo de IgG obtidas conforme

descrito nos topicos anteriores, foram feitos ensaios de adsor¢do com misturas de
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proteinas. Uma vez que, segundo Andrade e Hlady (1987), os componentes majoritarios
do plasma sanguineo sdo albumina do soro humano e IgG, procurou-se analisar o
comportamento das matrizes para a adsor¢do de IgG em meios com a presenca de
albumina.

Foram selecionadas cinco fragbes massicas (0, 25, 50, 75 e 100%) de 1gG e
HSA (fracdo complementar) de modo a verificar o efeito da interacdo destas em
diferentes configuragdes. Em todos os casos, a concentragdo de proteinas totais foi de 1
mg/mL. Os ensaios foram conduzidos de modo analogo aos ensaios com IgG de alta
pureza, em sistema de agitacdo rotativo a 18 rpm, mantendo em contato 5 mg de
adsorvente em 3 mL da solucdo de proteinas, conforme apresentado na Tabela 2.
Finalizados os ensaios, colhidas as amostras e centrifugadas, o teor de proteinas totais
foi quantificado pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976).

Tabela 2 - Fragbes massicas utilizadas nos ensaios de adsor¢do com mistura IgG/HSA

Experimento Fracdo Massicade IgG  Fracdo Méssica de HSA
1 0% 100 %
2 25% 75 %
3 50 % 50 %
4 75 % 25 %
) 100 % 0%

Fonte: elaborada pela autora.

Primeiramente, foi preparado o reagente de Bradford diluindo-se 0,1 g de
Coomassie Brilliant Blue em 50 mL de etanol sob agitacdo. Em seguida, foram
adicionados 100 mL de &cido fosfdrico 85%, deixando-o em agitacdo por 2 h. No final
desse periodo o volume da solucdo foi aferido para 1,0 L com &gua ultrapura. Essa
solucdo permaneceu sob agitacdo overnight. O reagente no final foi filtrado e
conservando em geladeira. Vale ressaltar que todos os frascos utilizados para preparo do
reagente de Bradford foram cobertos com papel aluminio. Apos preparo do reagente, foi
realizada a curva de calibragcdo com a proteina BSA para quantificacdo das amostras dos
ensaios de adsorcdo. Para quantificagcdo foram realizadas leituras das amostras iniciais
(alimentacdo) e finais (amostras coletadas nas etapas da corrida cromatogréafica). Para
cada 20 puL de amostra utilizou-se 1,0 mL do reagente de Bradford, o qual foi mantido
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em contato por 10 min em cubetas de poliestireno na auséncia de luz. Por fim, foram
realizadas as leituras das amostras em espectrofotbmetro UV-Vis, Thermo Scientific
Biomate B (EUA) no comprimento de onda de 595 nm.

A quantidade de soluto adsorvido foi quantificada a partir do balanco de
massa ja mostrado na Equacdo 1. A andlise qualitativa da seletividade da 1gG e HSA

nas matrizes foi realizada por meio de eletroforeses.

3.3.5 Eletroforese em gel de Poliacrilamina com Dodecilsulfato de sodio (SDS-
PAGE)

Os ensaios de eletroforese foram realizados em geis de poliacrilamida em
condigdes desnaturantes e ndo redutoras (SDS-PAGE), onde as amostras da mistura
IgG/HSA, antes e ap6s a adsorcdo, foram submetidas a presenca de 7,5% de géis de
poliacrilamida (LAEMMLI, 1970) usando um sistema de Mini-Protean Ill (Bio-Rad,
USA). As amostras analisadas foram aquecidas a 100 °C por 10 min e uma aliquota de
10 puL de cada fragdo foram aplicadas aos géis. A corrida eletroforética ocorreu a uma
voltagem de 150 V em cubas verticais e a revelacdo dos géis se deu com o corante
comassie brilhante blue. Foi utilizado marcador de alta massa molecular obtido da GE

Healthcare (EUA), para identificacdo das faixas de peso molecular.

3.4 Ensaios em leito fixo

3.4.1 Matrizes de pseudoafinidade

Para as matrizes de pseudoafinidade, as analises cromatograficas foram
realizadas com soro humano, com concentracdo inicial, aproximadamente, de 2,0
mg/mL diluida nos tamp&es com melhores adsor¢éo no processo em batelada. O volume
injetado na coluna foi de 8 mL, e todas as amostras foram coletadas para a realizacdo do
balango de massa. Para isso, foi utilizado um sistema cromatografico composto por uma
bomba peristaltica (WATSON MARLOW, Modelo Q 400), uma coluna cromatografica
de vidro (GE Healthcare - 10 cm x 10mm) e um coletor de fragdes (BUCHI, Modelo C-
660) e um espectrofotdmetro (Termocientific Biomat 3) (Figura 2).
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Figura 2 - Sistema operacional em leito fixo composto por: 1: Alimentacdo; 2: Bomba

peristéltica; 3: Coluna; 4: Coletor de fragdes
- ]

Fonte: elaborada pela autora.

As condicdes experimentais para 0S ensaios com 0 soro humano:
concentracdo de 2,0 mg/mL, vazédo de 0,5 mL/min e massa de adsorvente de 0,8 g, 0
que resultou em um leito com aproximadamente 2,0 cm de altura. As etapas
cromatogréaficas foram constituidas por: Alimentagédo; Lavagem; Eluicdo; Regeneragéo;
Reequilibrio. Para estes ensaios, o tempo de coleta para cada amostra foi de 2 min e o
tempo total de realizagdo desses experimentos foram entre 70 e 90 min. As fracdes
foram coletadas na saida da coluna e o teor de proteinas totais foi quantificado pelo
método de Bradford (BRADFORD, 1976).

Para tratamento dos dados, utilizou-se o software OriginPro 8 e o percentual
de recuperacdo das proteinas, que relaciona as concentracBGes finais e iniciais da
proteina em estudo, foi obtida através da Equacéo 4.

R (%) = (—C’ ;I CF) 1100 @
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em que C; corresponde a concentragdo inicial ¢ C; a concentracdo final. A analise
qualitativa da seletividade da 1gG e HSA nas matrizes foi realizada por meio de

eletroforeses (descrito na sesséo 3.3.5).

3.4.2 Matriz multimodal

Os ensaios em leito fixo foram realizados apenas com a matriz SrHAp
devido sua maior seletividade para com a IgG, como observado do teste da mistura
IgG/HSA e, também, por ser uma matriz pouco estudada para purificacdo de IgG a
partir do soro humano. Neste sentido, por se tratar de um material com poucos estudos,
no quesito purificacdo de 1gG humana, foi necessario alguns testes iniciais para otmizar
0 processo de purificacdo. A matriz, por sua caracteritica em po, apresentou uma certa
dificuldade de empacotar a coluna. Para sanar esse problema, foram adicionados
microesferas de vidro, pois estas sdo inertes e ndo reagirdo com as proteinas do soro
humano e com a SrHAp.A coluna foi empacotada com 2g de SrHAp e 2g de
microesferas de vidro, resultando em uma altura de leito de 2 cm.

Primeiro, foram realizados os ensaios com a IgG de alta pureza, HSA e
mistura binaria da IgG/HSA. Concentracdo de 1,0 mg/mL, vazdo de 0,8 mL/min,
volume injetado de 10mL. Desse Gltimo ensaio, as fragdes foram coletadas na saida da
coluna e o teor de proteinas totais foi quantificado pelo método de Bradford (Bradford,
1976). A analise qualitativa da seletividade da IgG e HSA nas matrizes foi realizada por
meio de eletroforeses (descrito na sessdo 3.3.5).

As condicOes experimentais para 0s ensaios com o0 soro humano foram
utilizados uma concentracdo de, aproximadamente, 3,0 mg/mL, vazdo de 0,8 mL/min.
As etapas cromatograficas e os tempos de coleta foram semelhantes aos ensaios com as
proteinas de alto padrdo. As fragdes foram coletadas na saida da coluna e o teor de
proteinas totais foi quantificado pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). E as

analises de eletroforese seguiram conforme descrito anteriormente.
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4. RESULTADO E DISCUSSAO

4.1 Matriz de pseudoafinidade

4.1.1 Sintese das microesferas composita quitosana-alginato

Foram realizados testes iniciais para consolidar uma melhor rota de sintese
das MQA e da imobilizacdo dos ligantes corantes. Para a formacdo dos microesferas
compositas, a solucdo de quitosana utilizada deve estar em baixas concentracdes (até
5% m/v), neste caso, diluida em acido acético. Desse modo, a solucdo apresentard uma
densidade e viscosidade adequada que possibilite a producao de microesferas sem cauda
e com boa resisténcia mecénica (DIAS et al., 2008).

Vérias tentativas de otimizacdo da producdo de microesferas de quitosana-
alginato foram realizadas para se obter uma relacdo 6tima de viscosidade e densidade
para a solucdo de quitosana-alginato usada neste trabalho. Esta relagdo foi elaborada
preparando-se solucdes com diferentes proporgcdes de quitosana e alginato e, em
seguida, testando-as no sistema para formar as microesferas. Os resultados observados
indicaram que ao utilizar uma proporc¢édo de 50/50, de quitosana e alginato, uma solucao
muito viscosa foi formada, o que impossibilitou a producdo de microesferas. Ao utilizar
uma proporc¢do 60/40, quitosana e alginato, respectivamente, ainda se tinha uma alta
viscosidade, o que impossibilitou a passagem da solucdo pelo sistema, onde ocorria
sempre 0 entupimento da tubulacdo. A proporcdo final ficou de 80/20, onde foi formada
uma solugédo que possibilitou a produgdo das microesferas sem cauda.

Como relatado anteriormente, no estudo de Gondim et al. (2012) a matriz
quitosana/alginato epoxilado imobilizado com o corante Cibacron Blue FG3A
apresentou forma de granulos. Nesse estudo, uma tentativa de melhorar estruturalmente
as matrizes cromatograficas foi conseguida com sucesso. Na

Figura 3 apresenta as microesferas composita quitosana-alginato (a) e o
MQA com a imobilizacdo dos corantes Cibacron Blue F3GA (b), Reactive Blue 4 (c),
Reactive Red MX-5B 120 (d) e Procion Red (e). Foi conseguido obter um material
visualmente rigido, uniforme e com formatos esféricos de =~ 0,02cm, onde suas

caracterizagdes séo descritas a seguir.
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Figura 3 - Matrizes cromatogréafica a base de quitosana-alginato MQA (a) e com 0s corantes
Cibacron Blue F3GA (b), Reactive Blue 4 (c), Reactive Red 120 (d) e Procion Red (e)

imobilizados.

Fonte: elaborada pela autora.

4.1.2 Caracterizagdo das microesferas composita quitosana-alginato
4.1.2.1FTIR

Os espectros de absorgdo no infravermelho da quitosana natural (QT),
alginato de sddio e do microesfera compdsito quitosana/alginato (MQA), sdo mostrados
na Figura 4. No espectro da QT (Figura 4a) esta caracterizado pela presenca de bandas
de absorcdo correspondentes aos modos vibracionais caracteristicos dos grupos
funcionais envolvidos em ligacdes de hidrogénio como O-H, cuja regido espectral
aparece em sinal largo com méaximo de 3475 cm™ atribuida & deformag&o axial do grupo
associado a outros grupos polares através de pontes de hidrogénio intra e
intermoleculares. Na regido, em torno de 3300 cm™ e 1540 cm™, também contém
bandas de deformacédo axial N-H (amina), normalmente sobreposta pela formacéo de
pontes de hidrogénio com os grupos OH, e deformagdo angular (3(N-H)),
respectivamente. As bandas na regido de 1250-1150 cm™ estdo associadas ao
estiramento assimétrico do anel piranosidico, refletindo a ligagdo C-O-C ¢ B-glicosidica,
bem como o C-O relacionado a alcoois primarios e secundarios (LIMA et al., 2013;
MACHADO et al., 2009).
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Figura 4 - Espectros FTIR de (a) quitosana natural, (b) AlgNa e (c) MQA.
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Fonte: elaborada pela autora.

A Figura 4b mostra o espectro de alginato de sodio e suas bandas
caracteristicas. A partir desta pode-se observar que as bandas de absor¢do em torno de
1597 cm™, 1400 cm™ e 1307 cm™ séo atribuidas a vibracdes de alongamento de bandas
assimétricas e simétricas de anions carboxilatos, respectivamente. As bandas em torno
de 1023 cm™ (estiramento C-O-C) séo atribuidas & sua estrutura sacaridica (LI et al.,
2008; SMITHA et al., 2005).

A formacdo do MQA ¢é apoiada pela banda larga de intensidade 3500-3400
cm™ (Figura 4c), indicando aumento de alcool ligado a hidrogénio (O-H). Esta alta
intensidade pode ser atribuida a intera¢do dos grupos hidroxila na estrutura da quitosana
com os da estrutura do alginato de sédio, que se tornam mais amplos com a formacéo
do complexo MQA. A banda a 2928 cm™ corresponde a um alongamento -OH, 1630,
1415 e 1030 cm™, & carbonila (C = O) que se estende da amida secundaria (banda amida
1), as vibracGes de curvatura do N-H (residuos N-acetilado , banda amida I1) e ao grupo
hidroxila primario (pico caracteristico de -CH, — OH em alcoois primérios, estiramento
C-0), respectivamente, como relatado na literatura para outros materiais a base de
quitosana/alginato (HONARY et al., 2009; LI et al., 2008; MALESU et al., 2011). As

bandas de absor¢do da QT, AlNa e MQA estdo sumarizados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Bandas e atribui¢Ges obtidas em cada etapa da sintese

Atribuicoes Faixa de absorcéo (cm™)
v (O-H) 3500-3400
(-OH) 2928
vy (N-H) 3300
8 (N-H) 1540
vas (C-O-C) 1250-1150
v(C=0-NHR) 1652
COO- 1597
C=0 1630

Vs - estiramento assimétrico, vs - estiramento simétrico, y deformagao angular fora do plano,
o -deformacéo angular.

Fonte: elaborada pela autora.

Os ligantes utilizados no estudo sdo corantes aromaticos de triazina e
contém grupos sulfonicos, carboxil, hidroxil. Como os corantes utilizados possuem
algumas semelhancas, estes serdo discutidos em conjunto e, suas bandas de absorgéo
mostrados nos espectros que estdo sumarizados na Tabela 4.

De acordo com Nie e Zhu (2007) as vibracdes de estiramento de C-N dos
corantes aparecem em 1230 cm™. O nimero de onda em torno de 1537 cm™ caracteriza
as triazinas (SU et al., 2016), como apresentado na Figura 5. A faixa de absor¢do na
regido de 16001450 cm™* é caracteristica do anel de benzeno. Nessas mesmas faixas de
absorcdo existem muitas bandas caracteristicas do MQA, no entanto, elas sdo mais
intensas nos espectros dos MQA imobilizado com os ligantes corantes. Por outro lado, a
intensidade de adsorcéo a 1060 cm™ representa o alongamento simétrico de S=O, em
3375 cm™ o alongamento assimétrico caracteristico de N-H, em 1150 cm™ alongamento
assimétrico S=O, além de uma banda pequena perto de 1246 cm™ originada

provavelmente pelos grupos acidos sulfénicos da molécula do corante (SU et al., 2016).
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Figura 5 - Espectros FTIR do MQA-CB (a), MQA-RB (b), MQA-RR (c) e MQA-PR.
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Fonte: elaborada pela autora.

Quando os espectros das amostras de MQA e MQA-corantes sao
comparados entre si, a principal diferenca é a aparéncia da banda de absorc¢éo aromatica
a 1574 cm™, caracteristica dos anéis aromaticos que se estendem da faixa de vibracéo
(C---C), oriunda de moléculas de corantes imobilizados. Resultados semelhantes foram
encontrados nos estudos de Nie e Zuh (2007) e Zhang et al., (2006). Os dados

indicaram que o acoplamento dos corantes na matriz quitosana/alginato foi bem
sucedido.

Tabela 4 - Bandas e atribui¢cGes obtidas com a imobilizagdo dos corantes na matriz quitosana-

alginato.
o Faixa de absorcdo (cm™)
Atribuicdes

MQA-CB MQA-RB MQA-RR  MQA-PR

Triazinas 1537 1537 1555 1549
Anel benzeno 1600-1450 1600-1450 1600-1450 1600-1450

vs (S=0) 1060 1065 1060 1060

vas (N-H) 3375 3375 3375 3375

vas (5=0) 1156 1156 1150 1146

Acido sulfonico 1277 1246 1265 1277

Fonte: elaborada pela autora.
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4.1.1.2 Anélise termogravimétrica

A andlise termogravimétrica (TGA e DTG) foi realizada para as amostras de
quitosana natural e as microesferas de quitosana-alginato imobilizadas com corantes
para verificar a estabilidade térmica antes e depois da modificacdo quimica.

Primeiro foi analisada a comparacéo entre os perfis de degradacdo para a
quitosana e MQA, mostrados na Figura 6. A quitosana apresenta o primeiro estagio de
perda de massa de 9 % entre as temperaturas de 55 a 125 °C, como se evidencia na
curva derivada da Figura 7a. Assim como a MQA (Fig. 7b) na faixa de temperatura de
33 a 220 °C apresenta uma perda de 12%, também evidenciado na curva derivada. O
segundo evento térmico é considerado o inicio da degradacdo polimérica da QT e MQA,
entre as temperaturas 239 - 390 °C e 230 - 405 °C, respectivamente.

As duas amostras apresentaram a mesma temperatura maxima de
degradacdo em 310 °C, representando uma perda de massa de 43% (QT) e 50% (MQA).
Segundo Ziegler-Borowska et al., (2014) a degradacdo esta ligada a reacOes de
desidratacdo, desacetilacdo, desaminagdo, quebra das ligacGes glicosidicas, abertura do

anel pirano, vaporizacao e eliminacao de produtos de degradacéo

Figura 6 - Curvas de TG da quitosana natural (a) e MQA (b).
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Fonte: elaborada pela autora.

Hé& ainda um terceiro estagio que varia de 400 a 793 °C para QT e de 405 a

800 °C para MQA, com perda de massa correspondente a 10% e 12%, respectivamente,
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atribuidos a decomposicéo térmica do restante do polimero investigado. A maior perda
de massa da microesfera de quitosana-alginato aqui encontrada comparado com a
quitosana natural justifica-se pela incorporacdo do AlNa que possui natureza hidrofilica
(ZIEGLER-BOROWSKA et al., 2014).

Figura 7 - Curvas de DTG da quitosana natural (a) e MQA (b).
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Fonte: elaborada pela autora.

Com a imobilizacdo dos corantes a temperatura maxima de degradacao foi
de 292 + 2 °C para todas as microesferas compositas imobilizada com corantes (Figura
8), apresentando aproximadamente 45 + 2% de perda de massa referente a
decomposicdo térmica da cadeia polimérica. Essa maior perda de massa esta associada a
modificacdo quimica da QT com incorporacdo do AlNa e a imobilizacdo dos corantes e,
consequentemente, levou a este polimero ter menor estabilidade térmica, isso porque a
introducdo destes grupos hidrofilicos na cadeia da quitosana desorganiza sua estrutura

semicristalina, tornando-a mais hidrofilica e termicamente instavel (TSAI et al., 2010).
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Figura 8 - Curvas de TG das amostras MQA-CB (linha vermelha), MQA-RB (linha preta),
MQA-PR (linha azul) e MQA-RR (linha verde).
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Fonte: elaborada pela autora.

Assim como as amostras de quitosana natural e 0 MQA, os MQA
imobilizados com os ligantes corantes apresentaram 0s mesmos estagios térmicos. O
primeiro estagio que varia aproximadamente de 30 a 235 °C é referente a evolugdo de
agua adsorvida no polimero. O segundo e mais importante foi entre 238 a 390 °C, com
temperatura maxima de degradacdo em torno de 300 °C, melhor observado pela DTG
(Figura 9), apresentando 46 % de perda de massa para MQA-CB, 47% para MQA-RB,
45 % MQA-PR e 40 % para MQA-RR, referente a decomposicdo térmica cadeia
polimérica. H& ainda um terceiro estagio que varia de 393 a 800 °C, melhor observado
nas derivadas, com perda de massa correspondente a aproximadamente 12%, atribuidos

a decomposicao térmica do restante do material investigado.

Figura 9 - Curva de DTG das amostras MQA-CB (a), MQA-RB (b), MQA-PR (c) e MQA-RR.
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Fonte: elaborada pela autora.

4.1.1.3 Andlise de DSC

A caracterizagdo estrutural dos materiais sintetizados ocorreu por meio de
medidas de DSC e as curvas resultantes destas analises estdo apresentadas a seguir. As
curvas de DSC da QT e MQA, contidas na Figura 10, apresentam transicao de primeira
ordem e a formacdo de picos endotérmicos e exotérmicos podem ser claramente
identificadas. A quitosana € um polimero semi-cristalino, e em funcdo das forcas de
interacdo fortes (pontes de hidrogénio) inter e intra-moleculares em suas cadeias
poliméricas esta ndo apresenta picos de transic¢do vitrea (Tg), fusdo (Tf) e cristalizacdo
(Tc) por DSC (LEE et al., 2000). Na curva da QT (Figura 10a), hd um pico exotérmico
proximo de 88 °C atribuido a evaporacdo de substancias volateis, como &gua ligada a
pontes de hidrogénio com grupos hidroxila da quitosana e um pico endotérmico em 310
°C correspondente a decomposicdo da cadeia do polimero. Os dois processos estdo
coerentes com 0s eventos observados nas curvas TG e concordam com o que foi
observado por Pereira e colaboradores (2013) que descreveu dois eventos térmicos para
amostras de QT, sob N, em curvas DSC.

Na curva DSC das MQA (Figura 10b), pode-se observar que 0 pico
endotérmico, correspondente a perda de substancias volateis como a agua, foi deslocado
para proximo de 130°C devido a incorporacdo do alginato de sodio, e aparece um
pequeno pico exotérmico, 235 °C, correspondente a decomposicdo do AlNa. Foi
encontrado um pico exotérmico em 301 °C o que pode ser atribuido a decomposicéo da
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quitosana-alginato, demonstrando assim a interacao entre a QT e 0 AlNa. Resultado

semelhante foi encontrado por Gondim e colaboradores (2014).

Figura 10 - Curva de DSC para quitosana pura (a) e MQA (b)

310°C

o

Fluxo de calor (mW)

opug

88 °C
50 100 150 200 250 300 350 400
Temperatura (°C)

Fonte: elaborada pela autora.

Ao incorporar ligante corante na matriz polimérica quitosana-alginato
(Figura 11 e Figura 12) pode-se observar que as duas curvas séo significativamente
diferentes, uma vez que os picos endotérmicos na faixa de 91 a 138 °C e 233 a 239 °C
sd0 mais intensos e um pico exotérmico em torno de 297 °C aparece, sugerindo que a

imobilizacdo dos corantes foi efetiva, levando a formacdo de um novo produto.

Figura 11 - Curvas de DSC para os corantes MQA-CB (linha preta), MQA-RB (linha

vermelha).
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Figura 12 - Curvas de DSC para os corantes MQA-PR (linha preta) e MQA-RR (linha

vermelha).
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Fonte: elaborada pela autora.

4.1.1.4 Ponto de carga zero

Os ensaios para a obtencdo do ponto de carga zero proporcionaram conhecer
0 comportamento das cargas superficiais das amostras de adsorventes, sendo possivel
compreender 0s processos de dispersdo e agregacdo na operacdo de adsorcdo. Foi
realizado o teste de pHpcz com a matriz MQA e com os corantes imobilizados. O pHpcz
foi calculado a partir da média aritmética dos pontos que se apresentaram constantes
para o pH final e assim, se obter o gréafico referente aos materiais em estudo (Figura 13).

Os valores encontrados para os adsorventes utilizados estdo dispostos na
Tabela 5. O ponto de carga zero corresponde ao pH no qual a superficie da matriz se
encontra com a carga liquida nula. 1sso indica que em valores de pH inferiores ao PCZ
do adsorvente, a superficie retém espécies H" o que leva a uma carga positiva
favorecendo a intera¢do com céations, enquanto em valores de pH superiores ao PCZ, a
superficie das matrizes é carregada negativamente devido a liberagdo de H*, o que
promove uma carga superficial negativa das matrizes em estudo por desprotonacdo dos
grupos OH, favorecendo a afinidade por cations. De acordo com a Tabela 5, as matrizes
apresentarem um pHpcz entre 6,3-7,4. Essa faixa de PCZ encontrada esta de acordo com

materiais a base de quitosana (JOUDI et al., 2020).
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Figura 13 - Ponto de carga zero dos adsorventes sintetizados: MQA-CB (a), MQA-RB (b),
MQA-RR (c), MQA-PR (d) e MQA (e).
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Tabela 5 - Resultado dos ensaios da determinacdo do pHpcz.

Adsorventes Ponto de Carga Zero (PCZ)
MQA 6,8+0,14
MQA-CB 7,2+0,07
MQA-RB 6,3+0,25
MQA-RR 7,4+0,19
MQA-PR 7,1+£0,11

Fonte: elaborada pela autora.

Para alcancar um bom desempenho durante a operacdo em leito fixo, é
necessario que o adsorvente apresente resisténcia a condi¢des drasticas de pH, forca
ibnica e estabilidade quimica. Durante o periodo da analise do PCZ, o adsorvente
MQA-PR néo apresentou estabilidade na faixa de pH 8,0 - 11,0. Nestes pHs ocorreu 0
desprendimento do ligante corante, evidenciando que em pH mais elevado o MQA-PR
ndo é aconselhdvel seu uso. Com o MQA, em pH 2,0 a matriz foi totalmente
solubilizada e em pH 3,0 e 4,0 as microesferas compdsitas quitosa-alginato perderam
seu formato devido ao seu elevado intumescimento. Foi demonstrado que a solubilidade
da quitosana ocorre na faixa de um grau de protonagdo o = 0,5 ¢ que pKo 6 (RINAUDO
e DESBRIERES 1999; JOUDI et al., 2020)

4.1.3 Ensaios em batelada

4.1.3.1 Efeito do pH e tampéo

As condicdes sob as quais 0s experimentos de adsorcdo de proteinas sdo
conduzidos tém uma influéncia decisiva no comportamento de adsor¢do. Os principais
parametros externos sdo temperatura, pH, forca ibnica e composicdo do tampao
biologico (RABE et al., 2011). Nesse estudo, todos os ensaios foram realizados em
triplicata. De acordo com os resultados apresentados por Gondim e colaboradores
(2014), os parametros de concentracdo (25 mM) e temperatura (22 °C) foram fixados e
foi investigado o parametro pH em uma faixa de 5,5 — 8,6. A Figura 14 apresenta o
efeito do pH e tipo de tampdo na adsor¢do de IgG nos microesferas compdsitas

quitosana-alginato com ligantes corantes imobilizados.
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Como mencionado anteriormente, a adsor¢éo de proteinas por cromatografia
de afinidade € bastante influenciada pelo ponto isoelétrico (pl) da proteina, pH na qual a
carga da proteina é neutra e portanto, as interagdes proteina-proteina sdéo minimizadas.
Dessa maneira, as proteinas tendem a interagir mais facilmente com os ligantes de
afinidade, proporcionando normalmente elevadas quantidades adsorvidas.

A Figura 14 apresenta os resultados do estudo dos tampdes e pH. Foi
verificado que a capacidade maxima de adsor¢do de IgG foi alcangcada com tampéo
fosfato de sodio pH 6,5 para MQA-CB (a) (161,12 m/g), Tris/HCI pH 7,2 para 0 MQA-
RB (b) (160,61 mg/g) e FOS pH 6,0 para 0 MQA-PR (c) (160,46 mg/g) e MQA-RR (d)
(175,21 mg/g). A 1gG apresenta uma faixa de pl de 6,3 a 9,0 devido a presenca de
diferentes subclasses (IgGi, 19G,, 1gG3 e 1gG4) (BRESOLIN et al., 2010), o que leva
uma parcela das proteinas no pH 6,3 a 7,2 apresentar uma carga liquida neutra, ja outras
subclasses possuem carga positiva (pl entre 7,5 - 9,0). Todos os pHs onde a maior
capacidade de adsorcdo foi alcancada, estdo muito préximos ao pl da 1gG. Além disso,
essas interacdes entre corante e 1IgG podem resultar ndo apenas dos estados de ionizagdo
de vérios grupos nas cadeias laterais dos corantes e aminoacidos da IgG, mas também
do estado conformacional das moléculas de proteina nesse pH (RABE et al., 2011).

Segundo Dogan e colaboradores (2012), interacdes especificas podem
resultar num efeito cooperativo de diferentes mecanismos, tais como interacOes
hidrofébicas e/ou efeitos de troca ibnica, causados pelas varias estruturas aromaticas,
grupos amino basicos e grupos de acido sulfénico dos corantes e a cadeia lateral de

grupos aminos da molécula da 1gG.

Figura 14 - Efeito da adsorc¢éo de 1gG (0,75 mg/mL) com a varia¢do do pH e tampdes (25 mM)
para 0 MQA-CB (a), MQA-RB (b), MQA-PR (c) e MQA-RR (d).
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Fonte: elaborada pela autora.

Pode-se verificar que a quantidade adsorvida de I1gG diminuiu a valores de
pH inferiores e superiores ao pH de maior adsor¢do de 1gG, o que poderia ter sido
ocasionado pelo estado de ionizacdo da IgG e forcas eletrostaticas repulsivas entre a
IgG e as moléculas de corante. Pode-se observar também, que a capacidade maxima de
adsorcdo ficou muito similar para todas as matrizes com corantes imobilizados, com
excecdo do MQA-RR, que pode ser atribuido a maior disponibilidade de sitios
disponiveis para interacdo devido a sua estrutura molecular (Mw = 1569,68 g/mol).
Esse fato pode ter contribuido para uma melhor adsor¢cdo em todos os tampdes
estudados utilizando a MQA-RR.

Gondim (2012) imobilizou os corantes Cibacron Blue F3GA, Reactive
Green 5 e Reactive Blue 4 em matriz de quitosana/alginato epoxilado visando a
purificacdo de 1gG. Foi alcancada uma maior capacidade de adsorcdo de 1gG com o
tampédo HEPES pH 6,8 para os corantes Cibacron Blue F3GA (76,56 mg/g) e Reactive
Green 5 (72,58 mg/g) e o tampdo MOPS pH 6,8 para o Reactive Blue 4 (73,33 mg/g).
Em outro estudo, Gondim e colaboradores (2012) utilizaram a mesma matriz com 0
Cibacron Blue F3GA imobilizado para purificacdo de IgG. Foi investigado o efeito do
pH 6,0 — 8,0 no tampéo fosfato de sddio (25mM) na adsorcéo de 1gG. Observou-se que
a adsorcdo maxima de IgG ocorreu em pH 6,0 (quantidade adsorvida: cerca de 43,34 mg
proteina/g) enquanto o aumento do pH diminuiu a adsor¢do. Os autoraes atribuiram que
a interacdo eletrostatica do ligante corante, que tende a ser carregado negativamente e a

IgG em pH 6,0 tem carga liquida total positiva.
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Diferentemente do resultado encontrado nesse estudo, Gondim (2017)
observou uma quantidade de 1gG adsorvida elevada no sistema em que a proteina 19gG
foi diluida com o tampéao TRIS-HCI 25 mM (pH 7,2) que proporcionou quantidades de
IgG adsorvidas de 80,0 e 120,0 mg/g, respectivamente com a matriz quitosana/alginato
imobilizado com o corante Reactive Red 120 (QAE-RV120) e o Procion Red MX-5B
(QAE-PR-MX). A adsorcdo de IgG quando a proteina estava diluida em tampao HEPES
(pH 6,8) também foi expressiva, com valores proximos de 70,0 e 120,0 mg/g,
respectivamente com QAE-RV120 e QAE-PR-MX.

4.1.3.2 Efeito da massa de adsorvente

A fim de verificar a menor quantidade de matriz necessaria para os ensaios
de adsorc¢do, foram realizados ensaios com quantidades varidveis de MQA-CB, MQA-
RB, MQA-RR e MQA-PR empregando de 5 a 25 mg. O teste foi realizado em triplicata
e os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 15. Podemos observar que o melhor

resultado para todos os adsorventes em estudo foi obtido com a massa de 5 mg.

Figura 15 - Adsorgdo de IgG em MQA-CB (FOS pH 6,5), MQA-RB (Tris/HCI pH 7,2), MQA-
RR (FOS pH 6,0) e MQA-PR (FOS pH 6,0) sob influéncia de diferentes massas de adsorvente.

(concentragdo inicial de 1,0 mg/mL e tempo de contato de 3 h).
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Fonte: elaborada pela autora.
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Apesar de o grafico mostrar que a adsor¢ao diminui com adi¢do de maiores
quantidades de adsorvente, ¢ importante ressaltar que os resultados em questdo estdo
apresentados em fungdo da massa, parametro varidvel do ensaio. Para uma melhor
visualizacdo e interpretagdo 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 16. A partir deste, ¢ possivel observar que a
massa adsorvida de IgG ¢ maior para menores quantidades de massa de matriz, o que
nos permite concluir que ¢ mais vantajoso utilizar a massa de 5 mg por resultar em

menor gasto do material e que também proporciona uma maior quantidade de adsorcao.

Figura 16 - Massa adsorvida de IgG em MQA-CB (FOS pH 6,5), MQA-RB (Tris/HCI pH 7,2),
MQA-RR (FOS pH 6,0) e MQA-PR (FOS pH 6,0) sob influéncia de diferentes massas de matriz
cromatografica. (concentracao inicial de 1,0 mg/mL e tempo de contato de 3 h)
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Fonte: elaborada pela autora.

4.1.3.3 Cinética e Isoterma de adsor¢ao

Os experimentos de cinética e isoterma de equilibrio foram realizados nas
condi¢des de pH que promoveram a maior quantidade adsorvida, ou seja, no tampéo
fosfato de sodio pH 6,0 para 0 MQA-RR e MQA-PR, tampéo Tris/HCI pH 7,2 para
MQA-RB e fosfato de sddio pH 6,5 para 0 MQA-CB. Todos os tampdes bioldgicos
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foram preparados com forca idnica de 25 mM e os experimentos foram realizados em
triplicata.

Para interpretar como ocorre a adsorcdo em diferentes tempos de contato
entre proteina-adsorvente foram obtidas as curvas de cinética de adsorcdo. A partir da
analise da Figura 17 foi observado um decaimento na concentracdo de IgG relativamente
lento, mas de maneira eficaz, para todos os adsorventes estudados. Nota-se, também,
que a partir de 300 min o decaimento torna-se ainda mais lento e nos minutos seguintes
as concentracdes alcangam o equilibrio evidenciando uma consideravel taxa de adsorcéao

nas matrizes cromatogréaficas.

Figura 17 - Cinética de adsor¢do de IgG em MQA-CB (FOS pH 6,5), MQA-RB (Tris/HCI pH
7,2), MQA-RR (FOS pH 6,0) e MQA-PR (FOS pH 6,0) (concentragdo inicial de 1,0 mg/mL,

massa de adsorvente 5 mg).
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Para MQA-CB e MQA-RR, foi alcancado um tempo de equilibrio 360 min.
Para 0 MQA-PR o tempo de equilibrio foi alcancado em menor tempo (240 min) e para
0 MQA-RB foi alcangado em 420 min. Esses diferentes tempos de equilibrio podem ser
atribuidos a mecanismos difusionais, levando em conta a estrutura molecular dos
ligantes corantes e 0s grupos funcionais presentes na superficie da matriz que podem ter
retardado ou acelerado o processo de adsorcéo.

Com o tempo de equilibrio definido, os ensaios de isotermas de adsorgdo
foram iniciados a fim de obter as quantidades méximas de 1gG adsorvida em cada uma
das matrizes analisadas. Para fins comparativos, 0s ensaios de isoterma de adsorcdo
foram realizados, também, com o0 MQA sem a imobilizacdo dos corantes em todas as
condicBes realizadas para cada MQA imobilizado com o corante, assim, sera possivel
avaliar a influéncia da incorporacdo do ligante corante na matriz polimerica do
compdsito quitosana-alginato. Para facilitar a interpretacdo, foi designado MQAC® para
as isotermas com a matriz MQA nas mesmas condi¢cdes experimentais realizadas com
MQA-CB; MQAR® para as isotermas realizadas com 0 MQA nas mesmas condicoes
experimentais executadas com MQA-RB e, de forma analoga, MQA™® e MQA™ para
as isotermas utilizando a matriz MQA nas mesmas condicdes experimentais realizadas
com MQA-RR e MQA-PR, respectivamente.

Neste trabalho as isotermas foram representadas pela equacdo de ajuste de
Langmuir aos dados experimentais por meio de um algoritmo n&o linear (Origin Lab.
8.0). Comparando-se os dados experimentais com o ajuste feito a partir da Equacéo 2,
observa-se que a equacao de ajuste reproduziu satisfatoriamente os dados experimentais
de isoterma de 1gG nas matrizes de pseudoafinidade estudadas, onde valores de R?
foram proximos da unidade, indicando boa aceitacdo dos dados experimentais.

Na Figura 18, pode-se verificar que para a MQAC® em baixas concentracdes
de proteina, se obtém uma elevada quantidade adsorvida e para concentracdes mais altas
atinge-se um platd, com uma capacidade de adsor¢cdo de 136,17 mg/g de 1gG pela
isoterma de Langmuir. Este resultado mostra que a incorporacdo do ligante corante
Cibacron Blue F3GA aumentou significativamente a adsor¢do de IgG, com uma
capacidade méxima de adsor¢cdo de 625,28 mg/g para Langmuir, mostrando-se
vantajoso a utilizacdo, neste caso, do corante ligante CB em processos de adsor¢ao por
pseudoafinidade. Além disso, pode considerar que a incorporacdo do CB além de
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favorecer a adsorcdo proteina-adsorvente, pode prevalecer outros mecanismos de

reacOes, visto que apresentou uma maior quantidade adsorvida.

Figura 18 - Isotermas de adsorcdo de IgG (concentragdes de 0,25, 0,75, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0,5,0 ¢
6,0 mg/mL) em MQA-CB e MQA®® usando o tampdo FOS pH 6,5 (25 mM) e tempo de

adsorcdo de 6 h (massa de adsorvente de 5 mg). Equacdes de ajustes de Langmuir.
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Fonte: elaborada pela autora.

Gondim e colaboradores (2014) usaram uma matriz de quitosana/alginato
epoxilado imobilizado com corante Cibacron Blue F3GA (E-Ch/Al-Cibacron) para
adsorcdo de 1gG e verificaram que a melhor equacdo de ajuste foi de Langmuir-
Freundlich (R? 0,99) e uma capacidade de adsorcdo de 117,5 mg/g de 1gG. Este
resultado esta bem menor ao encontrado nesse trabalho, podendo ser atribuido a
otimizacdo do adsorvente, uma vez que foi conseguido obter microesferas compdsita
com formas bem definidas (esféricas) e mais resistentes.

Foi realizado, também, um estudo de isoterma utilizando somente a solugédo
de proteina IgG (sem a presenca das matrizes), a fim de se verificar se nas condi¢des
estudadas (concentracGes de IgG de 1,0 — 5,0 mg/mL) havia precipitacdo da proteina
nos tampdes e pH em estudo. Foi observado que na concentracdo de 5,0 mg/mL de IgG
nos tampoes Tris/HCI pH 7,2 e no FOS pH 6,5 houve uma leve precipitacdo da 1gG,
3,5% e 5%, respectivamente. Isso pode acontecer porque a capacidade de interacdo com
as particulas de soluto e diferente para cada solvente devido a constante dielétrica, além

disso, pode ter ocorrido precipitacdo isoelétrica, que pode ter reduzido a repulséo
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eletrostatica proteina-proteina e causando a precipitacdo por conta do ponto isoelétrico
da proteina (DORAN, 2013).

A Figura 19 ilustra o perfil adquirido para as matrizes MQA-RB e da
MQARE, bem como o ajuste do modelo. De acordo com os resultados, verificou-se que
a isoterma obtida apresentou comportamento favoravel, indicando que grandes
quantidades adsorvidas podem ser obtidas com baixas concentrac@es de 1gG na solucéo.
Além disso, observa-se que nas concentragdes 2 e 3 mg/mL ja ocorre a saturacdo do
MQARE. Portanto, a imobilizagdo do corante Reactive Blue 4 aumentou
significativamente a adsorcdo de IgG. O modelo de ajuste Langmuir adequou
satisfatoriamente aos dados experimentais do MQA-RB e MQAR® (Tabela 6), com
capacidade méaxima de adsorcdo (gm) superior ao encontrado por Gondim (2012). Este
obteve valores de gy, de 192 mg/g para Langmuir, usando matriz de quitosana/alginato

epoxilado imobilizado com o corante Reactive Blue 4 em tampédo HEPES pH 6,8.

Figura 19 - Isotermas de adsorc¢éo com IgG (0,25, 0,75, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0 e 6,0 mg/mL) em
MQA-RB e MQAR® usando o tamp&o TRIS/HCI pH 7,2 (25 mM) e tempo de adsor¢do de 7 h
(massa de adsorvente de 5 mg). Equac6es de ajustes de Langmuir
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Fonte: elaborada pela autora.



64

Tabela 6 - Parametros de ajuste obtidos através do modelo de Langmuir (L) para
adsorcéo de 1gG em MQA-CB e MQA®® utilizando tampéo Fosfato pH 6,5 (25 mM) e
em MQA-RB e MQAR® utilizando tamp#o Tris/HCI pH 7,2 (25 mM).

Parametros ~ MQA-CB MQA®? MQA-RB MQAR®

gm (Mmg/g) 625,28 + 31,32 136,17 +4,19  1022,17 £ 43,74 298,61 + 8,45

5 -6 -5 -6
ko (mol/L) 159x10 +0,61 3,38x10 +0,06 1,50x10 +0,54 4,43x10 #0,01
R2 0,97 0,98 0,98 0,99

Fonte: elaborada pela autora.

O modelo de Langmuir se ajustou aos dados experimentais para MQA-RR e
MQA-PR conforme pode ser observado nas Figuras 20 e 21. De acordo com o
parametro de gm, 0 ligante Reactive Red 120 proporcionou uma quantidade de 1gG
adsorvida superior em relacdo ao Procion Red MX-5B. Foi encontrado um g, para o
modelo de Langmuir de 718,57 mg/g e de 698,38 mg/g para 0 MQA-RR e MQA-PR,
respectivamente. O MQA sem a imobilizag&o do corante e nas condic¢des dos ensaios do
MQA-RR e da MQA-PR apresentou afinidade por IgG, entretanto com uma adsor¢éo de
573,75 mg/g. Portanto, imobilizacdo dos corantes aumentou significativamente a

adsorcao de 1gG.

Figura 20 - Isotermas de adsorc¢do com 1gG (0,25, 0,75, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0 e 6,0 mg/mL) em
MQA-RR e MQAR® usando o tamp&o FOS pH 6,0 (25 mM) e tempo de adsorgdo de 6 h (massa

de adsorvente de 5 mg). Equaces de ajustes de Langmuir.
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Fonte: elaborada pela autora.
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Li e colaboradores (2014) utilizaram o corante Reactive Red 120 como um
corante-ligante de afinidade para modificar a superficie de microesferas magnéticas de
quitosana para melhorar a capacidade de adsorcdo de lisozima. Uma quantidade de
adsorcdo aumentada de 116,9 mg/g de lisozima em microesferas modificadas Reactive
Red 120 foi alcangada em comparagdo com 24,6 mg/g em microesferas magnéticas de
quitosana ndo modificadas. A equacdo de Langmuir se ajustou melhor aos dados
experimentais, com a capacidade maxima de adsor¢do calculada a partir da equacgéo de
Langmuir foi de 144,9 mg/g. Os resultados aqui encontrados sdo superiores ao
encontrados na literatura com a utilizacdo de ligantes corantes (GONDIM et al., 2012;
GONDIM et al., 2014; ZHANG et al., 2016; DOU et al., 2018).

Figura 21 - Isotermas de adsor¢do com IgG (0,25, 0,75, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0 e 6,0 mg/mL) em
MQA-PR e MQA™® usando o tamp&o FOS pH 6,0 (25 mM) e tempo de adsorcdo de 4 h (massa
de adsorvente de 5 mg). Equacdes de ajustes de Langmuir.
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Fonte: elaborada pela autora.

Um dos parametros relevante nos ensaios de isotermas é o kp onde se avalia
0 qudo forte é a ligacdo entre a proteina e 0 adsorvente, e quanto menor o valor desta
constante maior a interacdo entre proteina-adsorvente. Os valores de kp para todas as
matrizes com os corantes imobilizados foram na ordem de 10 e 10°® mol/L (Tabela 6 e
7). Neste caso, os ligante corantes imobilizados apresentaram afinidade para 1IgG com
uma constante de dissociacdo que esta dentro da faixa de 10™* a 10~ mol/L e adequado
para um ligante pseudobioespecifico (VIJAYALAKSHM, 1989). Além disso, De
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acordo com esses resultados, podemos afirmar que a imobilizacdo dos corantes
diminuiu a heterogeneidade, uma vez que o modelo de Langmuir baseia-se na hipotese
de homogeneidade da adsorcdo, tais como locais de adsor¢do igualmente disponiveis,
cobertura de superficie em monocamada e auséncia de interacdo entre espécies
adsorvidas (NIE e ZHU, 2007).

Tabela 7 - Pardmetros de ajuste obtidos através do modelo de Langmuir (L) para adsorcdo de
1gG em MQA-PR, MQA-RB e MQA utilizando tampédo Fosfato pH 6,0 (25 mM).

*

Parametros MQA-PR MQA-RR MQA
am (Mg/g) 698,38 + 60,46 718,57 + 35,32 573,75 + 61,19
5 5 5
kp (mol/L) 1,99x10 + 0,59 1,71x10 +0,29 1,29x10 + 0,50
R2 0,98 0,99 0,96

* |soterma com a matriz sem a imobilizacdo de corantes em tampéo FOS pH 6,0.

Fonte: elaborada pela autora.
4.1.3.4 Ensaios de adsor¢do com mistura IgG/HSA

A fim de verificar a seletividade dos ligantes corantes para adsor¢ao de IgG,
foram realizados ensaios de adsor¢do com misturas de IgG de alta pureza com HSA em
diferentes propor¢des e, as andlises qualitativas foram realizadas por meio de
eletroforeses. Na analise quantitativa, realizada por meio de metodologia por Bradford
(1976), foram obtidos resultados referentes a quantidade total de proteina adsorvida em
cada ensaio, ndo se podendo distinguir quantitativamente cada componente.

A Figura 22 mostra a adsor¢do de uma mistura binaria de HSA e IgG em
diferentes proporcées de 1gG (0, 25, 50, 75 e 100%) usando MQA-CB e MQA®E. A
partir do grafico, observa-se um comportamento semelhante aos das isotermas, em que a
matriz com o ligante corante imobilizado demonstrou superioridade de quantidade
adsorvida. A MQA-CB adsorveu mais HSA do que a MQACB, podendo ser atribuido a
atracdo eletrostatica da proteina e o corante. Em pH 6,5 a HSA possui carga liquida total
negativa e pode interagir principalmente com as cargas positivas (PCZ do MQA-CB
7,2) do corante-ligante por interacGes eletrostaticas. Apesar de ndo ser tdo seletivo para
a 1gG, o material pode ser aplicado em etapas anteriores ao fracionamento do plasma

sanguineo.
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Figura 22- Adsorcdo em batelada da mistura 1gG e HSA utilizando MQA-CB (cinza) e MQA®®
(preto) com diferentes proporgdes de IgG (Massa de adsorvente = 5 mg, Duracdo = 6 h, tampé&o
fosfato pH 6,5, 1,0 mg/mL de IgG/HSA).

120

100
80+
60

q (mg/g)

40-

1 ﬂ
0 ﬂ ﬂ
0 25 50 75 100

% 19G

Fonte: elaborada pela autora.

Os resultados das eletroforeses das matrizes MQA-CB e MQAC® estéo
apresentados na Figura 23, onde foi utilizada a seguinte identificacdo: marcador de peso
molecular (P), amostra inicial do ensaio com mistura n% IgG (i) e amostra final do
ensaio com mistura n% IgG (f). Pode ser observadas que ambas as proteinas foram mais
adsorvidas na matriz MQA-CB, porém a IgG foi obteve maior seletividade.

Figura 23 - Eletroforese SDS-PAGE da adsorcdo em batelada da mistura de 1gG e HSA (1
mg/mL) empregando MQA-CB e MQA®® com diferentes proporcées de 19gG (0%, 25%, 50%,
75% e 100%) (Massa de adsorvente = 5 mg, Duracéo = 6 h, tampdo fosfato pH 6,5, 1,0 mg/mL
de IgG/HSA).
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Analisando os resultados da Figura 24 ¢é possivel verificar que a matriz de
pseudoafinidade com a imobilizagao do corante RB apresenta seletividade para a IgG,
uma vez que o decréscimo na intensidade das bandas da IgG nas amostras finais ¢é
relativamente superior ao decréscimo verificado nas bandas referentes a HSA, e que ha
um crescimento linear de adsorcdo de IgG até os 75% e na concentragdo 100% de IgG
ha um salto na adsor¢do. Portanto, a presenga de HSA dificulta a adsor¢ao de IgG,
podendo ser atribuido pela competicao por sitios de ligacdo entre proteina-adsorvente.

De acordo coma Figura 25 o corante RB se mostrou seletivo para IgG, uma

vez que a matriz MQA adsorveu menos IgG quando esta estava em concentragdo 100%

(sem a HSA).

Figura 24 - Adsor¢do em batelada da mistura IgG e HSA utilizando MQA-RB (cinza) e MQAR®
(preto) com diferentes proporcdes de 1gG (Massa de adsorvente =5 mg, Duracdo = 7 h, tampéo
Tris/HCI pH 7,2, 1,0 mg/mL de IgG/HSA).
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Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 25 - Géis de eletroforese da adsorcdo em batelada da mistura de 19gG e HSA (1 mg/mL)
empregando MQA-RB e MQA®® com diferentes proporcées de IgG (0%, 25%, 50%, 75% e
100%) (Massa de adsorvente = 5 mg, Duragdo = 7 h, tamp&o Tris/HCI pH 7,2, 1,0 mg/mL de
IgG/HSA).
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Fonte: elaborada pela autora.

Como o tampéo FOS pH 6,0 (25 mM) foi o tamp&o de maior adsor¢do nos
estudos para as matrizes MQA-PR e MQA-RR e, como as matrizes MQA™ e MQARR
trata-se da matriz sem a imobilizacdo de corantes (MQA) nas condi¢cfes de estudo da
MQA-RR e MQA-PR, respectivamente, os resultados dos ensaios da mistura da
IgG/HSA seréo apresentados juntos.

Na Figura 26 observa-se que 0 monocomponente HSA proporcionou menor
adsorcgdo para as matrizes com os corantes imobilizados comparados com a MQA e, que
a presenca de HSA na mistura proporcionou menor quantidade adsorvida de 1gG, visto
que quando se utilizou 0 monocomponente IgG houve uma elevada adsor¢do com todas
as matrizes, com destaque para MQA-PR e MQA-RR, mostrando a seletividade dos
corantes imobilizados. Nesse caso, uma provavel competicdo pelos poros das matrizes
deve estar ocorrendo, porém a IgG estd sendo adsorvida preferencialmente, como
mostram os resultados da eletroforese (Figura 27 Figura 28). Provavelmente, devido as
significantes repulsdes eletrostaticas entre as cargas de mesmo sinal entre as matrizes e

HSA, pois ambas apresentaram carga superficial negativa.
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Figura 26 - Adsorcdo em batelada da mistura IgG e HSA utilizando MQA-RR, MQA-PR e
MQA com diferentes proporgdes de IgG (Massa de adsorvente = 5 mg, Duragédo = 6 h, tampé&o
FOS pH 6,0, 1,0 mg/mL de IgG/HSA).
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Fonte: elaborada pela autora.

Figura 27 - Eletroforese SDS-PAGE da adsorcdo em batelada da mistura de 1gG e HSA (1
mg/mL) empregando MQA-RR e MQA-PR com diferentes proporcées de 1gG (0%, 25%, 50%,
75% e 100%) (Massa de adsorvente = 5 mg, Duracéo = 6 h, tampdo FOS pH 6,0, 1,0 mg/mL de
IgG/HSA).
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Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 28 - Eletroforese SDS-PAGE da adsorcdo em batelada da mistura de 1gG e HSA (1
mg/mL) empregando MQA com diferentes proporc¢des de 1gG (0%, 25%, 50%, 75% e 100%)
(Massa de adsorvente = 5 mg, Duracéo = 4 h, tampao fosfato pH 6,0, 1,0 mg/mL de IgG/HSA).
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Fonte: elaborada pela autora.

Avaliando-se todas as matrizes pode-se verificar um mesmo comportamento
frente a0 monocomponente HSA. Esse resultado pode-se, também, ser atribuido ao
efeito de impedimento estérico devido as possibilidades de interacbes moleculares na
solucdo e na superficie do adsorvente, no qual ha uma diferenca de quantidades
adsorvidas a medida que aumenta a propordo de uma proteina em relacdo a outra. Além
disso, outra explicacdo refere-se as forcas de repulsdo entre as cargas da molécula de
BSA possivelmente tenham causado um auto impedimento estérico. Resultados
semelhantes foram encontrados por Dahman e Jayasuriya (2013) e por Gondim (2017).

Confirmou-se através desse ensaio de mistura binarias com IgG/HSA que
todos os adsorventes com corantes imobilizados apresentaram elevada interagdo por
IgG, entretanto consideravel HSA foi adsorvida. Tais resultados mostraram que nessas
condicBes estudadas os adsorventes sdo mais indicados para ensaios com propoésito de
uma pré-purificacdo de 1gG, podem vir a serem bons adsorventes em etapas
intermedidarias na purificagdo de 1gG.

Contudo, os estudos realizados nessa sessdo podem proporcionar condigdes
de otimizacéo para 0 uso de matriz de pseudoafinidade com ligantes corantes. Ao fazer
uma comparacdo geral podemos observar, nitidamente, que o aperfeicoamento da
sintese das microesferas compdsitas de quitosana-alginato proporcionaram uma elevada
quantidade adsorvida de 1gG, mesmo ndo sendo realizada em condigdes otimizadas. E a
insercdo dos corantes ligantes favoreceram a adsor¢édo de 1gG.
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4.1.4 Ensaio em leito fixo

Com o propésito de investigar o potencial das matrizes cromatogréficas na
adsorcdo seletiva de IgG humana, foram realizados ensaios com amostras de soro
humano. Mediante os ensaios preliminares foi constatado que ao utilizar condicbes de
eluicdo contendo NaCl e/ou NaOH ocorreu o desprendimento do corante Procion Red
MX-5B, 0 que j& estava previsto pelo resultado da analise de ponto de carga zero.
Portanto a matriz com o corante imobilizado Procion Red MX-5B néo foi utilizada para
0s ensaios em leito fixo.

Gondim (2017) realizou estudos com a matriz quitosana/alginato epoxilado
imobilizado com o corante Procion Red MX-5B em sistema de leito fixo. Foi
conseguido uma consideravel afinidade do ligante pela biomolécula IgG, cerca de 80%
da massa total injetada na coluna foi adsorvida, com uma quantidade de IgG retida, em
massa, 7,54 mg na matriz estudada. Estudos para melhorar a imobilizacdo do corante
RR na matriz MQA é necessario serem realizados.

Para se confirmar o potencial uso dessas matrizes de pseudoafinidade para
purificacdo de IgG humana, novos ensaios em sistema cromatografico foram
necessarios serem realizados. Para uma otimizacdo na etapa de eluicdo, foi utilizada
uma concentracdo do tampdo de eluicdo de 50 mM + NaCl 1M. Como € de
conhecimento, o soro humano contém além de HSA e IgG outras proteinas, portanto foi
realizado ensaios com o0s trés tampdes que mais se destacaram nos ensaios em batelada.
Deste modo, para a matrizes MQA-CB foram realizadas corridas cromatograficas com
os tampdes Tris/HCI pH 7,2, FOS pH 6,5 e HEPES pH 6,8; para 0 MQA-RB o0s
tampdes Tris/HCI pH 7,2, FOS pH 7,0 e HEPES pH 6,8; 0 MQA-RR Tris/HCI pH 7,2,
FOS pH 6,0 e HEPES pH 6,8.

A Figura 29 apresenta os perfis cromatograficos com MQA-CB nas
amostras de soro humano diluido em TRIS-HCI pH 7,2, FOS pH 6,5 e HEPES pH 6,8
na concentracdo de 25 mM. O volume de injecdo definido foi de 5 mL e as amostras
injetadas na coluna com o soro humano foram diluidas no tampdo de adsorcéo
proporcionando amostras com concentragdes em torno de 2,0 mg/mL. Conforme é
possivel observar, o tampdo que mais adsorveu proteinas foi o HEPES pH 6,8 (11,71%)
sequido pelo FOS pH 6,5 (7,1%), verificado pela presenca de dois picos

cromatograficos representando as proteinas que ndo foram adsorvidas (pico 1) e as
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proteinas dessorvidas na elui¢do (pico 2). O tampéo Tris/HCI pH 7,2 quase ndo houve
adsorcdo das proteinas, diferentemente do resultado em batelada. Como falado
anteriormente, a presenca de outras proteinas podem ter provocado um impedimento

estérico, 0 que pode ter ocasionado essa menor retencao de proteinas na MQA-CB.

Figura 29 - Perfis cromatograficos com soro humano (SH) diluido em diferentes tampdes na
concentragdo de 2 mg/mL a uma vazao de 0,5 mL/min utilizando a matriz MQA-CB. Condigdes
operacionais: Adsor¢do: Tampédo em 25 mM; Elui¢do: Tampédo 50 mM + NaCl 1 M. Etapas:
Adsorcao (A): Lavagem (L); Eluicéo (E) e Regeneracéo (R).
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Fonte: elaborada pela autora.

Gondim et al. (2014) usando o mesmo corante CB e mesmo tampdo,
HEPES pH 6,8 (25mM), visando a purificacdo de IgG a partir do soro humano,
obtiveram uma capacidade de adsorcdo recuperada de 4,3% nos ensaios
cromatograficos, onde também foi encontrado uma consideravel adsorcdo de HSA.
Portanto, o ligante CB estudado no presente trabalho apresentou resultados na adsorcéo
de IgG superiores aos da literatura utilizando a mesma matriz de MQA. Essa maior
retencao das proteinas pode ser atribuido a otimizacdo da sintese dessas matrizes.

A Figura 30 apresenta as eletroforeses das amostras selecionadas nos
ensaios cromatogréaficos realizados com a matriz MQA-CB com soro humano. A partir
das amostras de adsorcdo pode-se observar, para todos os tampdes estudados, a presenca
principal de HSA, indicando que esta proteina ndo apresentou tanta seletividade pela

matriz cromatografica MQA-CB, uma vez que é possivel observar uma pequena
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presenca de HSA no perfil eletroforético da eluicdo. O tampao HEPES pH 6,8, o qual
houve maior pico de retencao de proteinas, verifica-se uma predominancia de adsorcao
de IgG, entretanto, também, foi adsorvido outras proteinas e HSA. Constata-se nesse
pico, uma coeluigdo das proteinas IgG e HSA, o que pode estar associado ao modo de
eluicdo utilizado, visto que no modo isocratico trabalha-se somente em uma condic¢éo
fixa de concentracgéo salina e/ou pH. O mesmo ocorreu com o tampé&o FOS pH 6,5.

Ja para o tampéo Tris/HCI pH 7,2, os resultados da eletroforese (Figura 30b)
corroboram com os resultados do ensaio da mistura HSA/IgG, onde a presenga da
proteina HSA diminuiu a adsorcdo de IgG, e com o soro humano, devido maior
presenca de HSA e de outras proteinas, pode ter ocasionado uma menor adsorcéo de
IgG. Portanto, pode-se observar a forte influéncia do tipo e pH dos tampdes na adsorc¢ao
de IgG.

Figura 30 - Eletroforese SDS-PAGE das amostras coletadas dos ensaios cromatograficos em
matriz MQA-CB com o soro humano diluido em tampdo FOS 25 mM pH 6,5 (a); Tris/HCI
25mM pH 7,2 (b) e HEPES 25 mM pH 6,8 (c) em géis de acrilamida na concentracéo de 7,5%.
Pontos coletados: P: Padrdo de alto peso molecular; A: amostra de soro humano; I: Adsorcao;

L: Lavagem; E: Eluicdo; R: Regeneracdo; 1gG: Imunoglobulina do tipo G.
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Fonte: elaborada pela autora.

A Figura 31 ilustra o perfil cromatografico obtido para a amostra de soro
humano utilizando a matriz MQA-RB. Nota-se que a matriz cromatografica reteve
baixas quantidades de proteinas para todos os tampbes em estudo, entretanto apenas
com as analises pela eletroforese podera ser confirmada qual proteina foi retida em
maior proporcdo. Vale salientar que os ligantes corantes sdo classificados de média

afinidade.
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Figura 31 - Perfis cromatograficos com soro humano (SH) diluido em diferentes tampdes na
concentracdo de 2 mg/mL a uma vazdo de 0,5 mL/min utilizando a matriz MQA-RB. CondicGes
operacionais: Adsorcdo: Tampdo em 25 mM; Eluicdo: Tampdo 50 mM + NaCl 1 M. Etapas:
Adsorcao (A): Lavagem (L); Eluicdo (E) e Regeneracéo (R).

1,2

| L —e—Fos7,0
1,0- —e— He_pes 6,8
] —e—Tris 7,2
0,8 1
R

o 0,6_

C/IC

0,4+

0,2

0,0

Tempo(min)

Fonte: elaborada pela autora.

De acordo com as Figura 31 e Figura 32a, pode-se observar a presenca de
apenas um picos na etapa de eluigdo para o tampdo FOS pH 7,0. Houve uma adsorgéo
seletiva por dominios especificos da IgG, onde praticamente nada foi observado de
impurezas (HSA). Logo, confirma-se que a matriz, no tampdo em estudo, realmente
apresentou consideravel afinidade com a proteina IgG. Portanto, o corante RB atua
como um ligante de média afinidade possibilitando uma forte interacdo entre o ligante e
a proteina alvo e pode vir a ser utilizado como fase estacionaria na purificacdo de 1gG
humana. Vale ressaltar que esse tampéo e pH nédo foi o que obteve maior adsorcdo nos
estudos em batelada.

Em relacdo as amostras da eluicdo para os ensaios com 0 MQA-RB com o
tampdo Tris/HCI pH 7,2 e 0 HEPES pH 6,8 (Figura 32b e c) foi possivel observar que a
IgG ndo foi a principal proteina adsorvida. Esses dados corroboram com o ensaio de
adsorcdo da mistura IgG/HSA que foi demonstrado que a MQA-RB apresenta
consideravel interacdo por IgG e HSA. Gondim e colaboradores (2012) observaram, a
partir de anélises de eletroforeses, presenca de certas impurezas, dentre elas a HSA, nas

fracOes de eluicdo. Porém, as fragdes de eluicdo foram enriquecidas em termos do teor
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de 1gG em comparacdo com as bandas de proteina apresentadas na injecdo. Uma

otimizacao no processo cromatografico poderia melhorar a presencas de impurezas.

Figura 32 - Eletroforese SDS-PAGE das amostras coletadas dos ensaios cromatograficos em
matriz MQA-RB com o soro humano diluido em tampdo FOS 25 mM pH 7,0 (a); Tris/HCI
25mM pH 7,2 (b) e HEPES 25 mM pH 6,8 (c) em géis de acrilamida na concentracéo de 7,5%.
Pontos coletados: P: Padrdo de alto peso molecular; A: amostra de soro humano; I: Adsorcao;

L: Lavagem; E: Eluicdo; R: Regeneracédo; 1gG: Imunoglobulina do tipo G.
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Fonte: elaborada pela autora.

De acordo com Figura 33 pode-se verificar um elevado pico durante a etapa
de lavagem, evidenciando as proteinas do soro que ndo foram adsorvidas nos trés
tampdes estudados com a matriz MQA-RR. Nas etapas da elui¢do para os trés trampdes
verificou-se quantidades de proteinas adsorvidas superiores para o FOS pH 6,0,
corroborando com os resultados obtidos nos ensaios em batelada. Para o ensaio com
Tris/HCI pH 7,2 apenas 1,40% de massa injetada ficou retida na matriz MQA-RR. Esse
resultado esta bem abaixo do que o estudo realizado por Gondim (2017), onde foi
conseguido utilizando o mesmo corante e 0 mesmo tampéo de diluicdo para o soro
humano, cerca de 4% de massa retida. Tal resultado pode ser efeito das condig¢des do
processo, tai como diluicdo, gradiente, volume do leito dentre outros parametros.

Analisando os resultados da eletroforese na Figura 34 foi possivel observar
que IgG foi a principal proteina adsorvida na matriz MQA-RR para todos os tampdes
em estudo. Praticamente nada foi retido de HSA ou outras proteinas nas amostras da
eluicdo, mostrando que 0 MQA-RR apresentou consideravel afinidade com a proteina
IgG. Deste modo, o corante Reactive Red 120 atuou como um corante de média
afinidade permitindo uma interacéo entre o corante e a proteina IgG, podendo vir a ser
utilizado como fase estacionéaria na purificacdo de 1IgG humana.
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Figura 33 - Perfis cromatograficos com soro humano (SH) diluido em diferentes tampdes na
concentragdo de 2 mg/mL a uma vazdo de 0,5 mL/min utilizando a matriz MQA-RR. Condigdes
operacionais: Adsor¢do: Tampdo em 25 mM; Elui¢do: Tampdo 50 mM + NaCl 1 M. Etapas:

Adsorcao (A): Lavagem (L); Eluigdo (E) e Regeneracéo (R).
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Fonte: elaborada pela autora.

Figura 34 - Eletroforese SDS-PAGE das amostras coletadas dos ensaios cromatograficos em
matriz MQA-RR com o soro humano diluido em tampdo FOS 25 mM pH 6,0 (a); Tris/HCI
25mM pH 7,2 (b) e HEPES 25 mM pH 6,8 (c) em géis de acrilamida na concentragéo de 7,5%.
Pontos coletados: P: Padrdo de alto peso molecular; A: amostra de soro humano; I: Adsorcéo;
L: Lavagem; E: Elui¢do; R: Regeneragéo; 1gG: Imunoglobulina do tipo G.
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Fonte: elaborada pela autora.

4.2 Matriz Multimodal

4.2.1 Sintese e caracteriza¢Oes das nanoparticulas de SfHAp

As nanoparticulas de hidroxiapatita de estroncio foram concedidas pelo
GQMat. A sintese e caracterizagdo do material pode ser encontrada no estudo de
Carvalho et al., (2020). A SrHAp mostrou uma Unica fase cristalina: Sr10(PO4)s(OH),
(sistema hexagonal), com caracteristica das particulas em forma de bastdo com
comprimento médio de particula de 105nm. O material mostrou uma isoterma de

fisissorcdo obtida por andlise de gas de adsorcdo/dessorcdo. O ciclo de histerese
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associado do espécime SrHAp é classificado como Tipo 1V e H1, onde s isotermas do
tipo IV sé@o dadas por adsorventes mesoporosos. A SfHAp possui uma area superficial
especifica de 33,07 m%g, o volume mesoporoso de 0,18 cm/g e o didmetro médio dos
poros de 558,5 A. De acordo com os autores, 0 estudo apresentou um método simples e
de baixo custo para a sintese de nanoparticulas de SfHAp pura, com alta cristalinidade,
morfologia definida e porosidade ndo homogénea.

Edwin e colaboradores (2019) comparou a porosidade de materiais & base de
HAp. Em seu estudo, eles concluiram que as amostras ricas em calcio eram
predominantemente de natureza mesoporosa, enquanto as amostras ricas em estréncio
tém uma distribuicdo de poros mais ampla, apresentando uma combinacdo de
mesoporosa e macroporosa. Esse tipo de material, com porosidade heterogénea,

encontra variadas aplicacdes biomédicas e industriais.

4.2.2 Ensaios em batelada

4.2.2.1 Efeito do pH e tampéo

Os ensaios do estudo de pH e solucdo tampédo para adsor¢do de IgG em
SrHAp foram realizados em triplicata. Para valores de pH baixo a STHAp ndo apresenta
estabilidade podendo ocorrer sua solubilizacdo. Como pode ser observado na Figura 35,
no tampao acetato (pH 4,5 - 5,5) houve uma menor adsorcao de 1gG, o que pode estar
relacionado a estabilidade da SfHAp frente a pH mais baixo.

Avaliando-se os tampdes na mesma faixa de pH (Figura 35), pode-se
observar a diferenca de quantidade de 1gG adsorvida, uma vez que para o tampao Hepes
e Tris/HCl em pH 7,2 houve uma adsorcao de 101,48 e 403,15 mg/g, respectivamente.
Isso pode ser pelo fato do diferente comportamento das cargas da SrHAp nos tampdes
estudados, e assim interagcBes/competicdo entre as proteinas adsorvidas dependendo das
caracteristicas do substrato sdo esperadas.
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Figura 35 - Efeito da adsor¢do de 1gG (1,0 mg/mL) com a variacdo do pH e tampdes (10 mM)

usando SrHAp. (concentracdo inicial de 1,0 mg/mL e tempo de contato de 3 h).
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Fonte: elaborada pela autora.

Foi observada uma maior quantidade de IgG adsorvida no tampédo FOS,
com destaque para o pH 7,4 (491 mg/g de IgG). Essa elevada adsor¢do pode estar
relacionado com as interacdes de superficie-proteina mais fracas, como também pode
ser devido a diferentes fragdes das proteinas adsorvidas na matriz SfHAp e interacdes
proteina-proteina nas superficies (GAGNON et al., 2009).

Existem basicamente dois tipos de adsorcdo entre HAp e moléculas de
proteina, adsorcdo fisica fraca na superficie de HAp através de estrutura porosa e forte
interacdo eletrostatica entre HAp e proteina (DASGUPTA et al., 2010). Mais
importante, é relatado que HAp tem dois tipos diferentes de sitios de adsor¢do para
ligacdo a proteinas, que sdo chamados de sitios C e P, respectivamente. Os sitios C
(principalmente  Ca®*) com carga positiva se combinardo com grupos &cidos
(principalmente —-COQ") das proteinas, enquanto os sitios P (principalmente PO3~ e OH"
) com carga negativa se combinardo com grupos basicos (principalmente NH**) ap6s a
HAp serem imersas em solucdo tampéo (GUO et al., 2014). Devido a semelhanca do
estroncio e do calcio, esse mecanismo de interacdes pode ter ocorrido entre a IgG e a
SrHap ocasionando uma elevada adsorcéo da proteina.

Xu et al., (2018) sintetizaram por via hidrotérmica hidroxiapatita substituida

com estroncio com quantidades de 1 a 20 mol%. Os autores avaliaram a aplicacdo das
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SrHAp para a adsor¢cdo de BSA e lisozima (LIS). Foi utilizado o tampéo fosfato de
sodio pH 7,4 (10 mM). Os testes de adsorcéo e liberacdo de proteinas indicaram que a
incorporacdo de Sr na rede de HAp aumentou as quantidades de adsorcdo de BSA e
LIS. A capacidade de adsorcdo de BSA na SrHAp foi de 55,52 mg/g, que foi cerca de
14,64% maior que a de HAp (sem a substituicdo com Sr). O SrHAp possuiu a maior
quantidade de adsorcdo da LIS 90,54 mg/g, que foi cerca de trés vezes maior que a
HAp. As quantidades adsorvidas de 1gG no presente estudo foram muito superiores aos
resultados encontrado na literatura.

Portanto, o tampdo FOS pH 7,4 (10 mM) foi usado nos ensaios
subsequentes. Vale ressaltar que o pH 7,4 esta dentro da faixa de pl da imunoglobulina
G, condicdo em que as interacfes lgG-adsorventes sdo favorecidas. Além disso, o pH
do plasma humano estéa entre 7,4 e 7,5.

4.2.2.2 Efeito da massa de adsorvente

A fim de verificar a menor quantidade de adsorvente necessaria para 0s
ensaios de adsorcdo, os experimentos foram executados em quantidades variadas de
SrHAp (5 a 20 mg). Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 36 e Figura 37,
mostram que o melhor resultado foi obtido com a massa de 5 mg de SrHAp (491 mg/g)
com um total de massa total de 1gG adsorvida de 2,44 mg. Portanto, a quantidade de 5

mg foi usada para 0s ensaios posteriores.
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Figura 36 - Adsorcédo de 19G em SrHAp (FOS pH 7,4) sob influéncia de diferentes quantidade

de massa de matriz multimodal. (concentragdo inicial de 1,0 mg/mL e tempo de contato de 3 h).
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Fonte: elaborada pela autora

Figura 37 - Massa adsorvida de 1gG em SrHAp (FOS pH 7,4) sob influéncia de diferentes

massas de matriz multimodal. (concentrag&o inicial de 1,0 mg/mL e tempo de contato de 3 h).
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Fonte: elaborada pela autora.

4.2.2.3 Cinética e isoterma de adsorcéo

O tempo de contato é um parametro relevante no processo de adsorc¢éo. Os
ensaios de cinética foram realizados na condicdo 6tima de adsorcdo obtida nas etapas

anteriores. Conforme mostrado na Figura 38, a quantidade de 1gG adsorvida foi
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aumentada com a extensao do tempo de contato até o tempo de equilibrio de adsorcéo.
Quase 33% da proteina podem ser adsorvidas na matriz SrtHAp, finalmente atingindo o
equilibrio ap6s 300 min de tempo de contato entre 1gG. Uma vez definido o tempo de
equilibrio de 300 min, a isoterma de adsor¢éo foi construida com solugdes de 19gG nas

concentragdes de 0,25 a 6,0 mg/mL, preparadas em tampao fosfato (10 mM, pH 7,4).

Figura 38 - Cinética de adsor¢do de 1gG em SrHAp (FOS pH 7,4; concentracdo inicial de 1,0
mg/mL; massa de adsorvente 5 mg).
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Fonte: elaborada pela autora.

A teoria classica de Langmuir para adsorcdo de gas é frequentemente
aplicada para tratar qualitativamente a adsorcdo de proteinas em solucdo. Esta aplicacdo
pode ser inadequada para alguns casos de adsorcdo de proteinas devido a grande
diferenca entre as macromoléculas e 0s mecanismos de adsor¢do em interfaces. As
diferencas resultam principalmente de (a) ligacdo de multiplos sitios para proteinas, que
geralmente resulta em adsorcdo irreversivel, (b) natureza heterogénea da maioria das
superficies solidas e (3) interacbes laterais e outras interagdes cooperativas
(cooperatividade). Devido a essas possiveis presuncgdes, foi realizado um ajuste do
modelo de Langmuir-Freundlich para a isoterma de adsor¢do com IgG em SrHAp.

A Figura 39 ilustra o perfil da isoterma e o ajuste do modelo de Langmuir e
Lagmuir-Freundlich. O perfil da isoterma revela que o material possui alta capacidade

de adsorgédo, o0 que pode estar relacionado ao fato das interagcdes entre a SrHAp e a
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proteina ser de diferentes naturezas (troca inica, afinidade e pontes de hidrogénio). O
perfil obtido apresentou comportamento favoravel, indicando que grandes quantidades
adsorvidas podem ser obtidas com baixas concentracGes de 1gG na solugdo. Registra-se
a capacidade maxima de adsor¢do, qm = 1128,63 mg/g. Os parametros de isotermas

medidos juntamente com R? estdo listados na Tabela 8.

Figura 39 - Isotermas de adsor¢do com IgG (0,25, 0,75, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0 e 6,0 mg/mL) em
SrHAp usando o tampdo FOS pH 7,4 (10 mM), massa de adsorvente 5 mg, tempo de adsor¢édo
de 300 min. Equag0es de ajustes de Langmuir (linha vermelha).
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Fonte: elaborada pela autora.

Podemos observar que a equacdo de ajuste por Langmuir-Freundlich
reproduziu satisfatoriamente os dados experimentais de isoterma de IgG na matriz
SrHAp. Mavropoulos e colaboradores (2011) em estudo de adsorcdo de albumina do
soro humano em HAp observaram que os resultados obtidos foram correspondentes a
um processo de adsorcdo obedecendo a uma isoterma de Langmuir-Freundlich, ou a um
mecanismo de adsor¢do em duas etapas, seguindo uma isoterma Langmuir-Freundlich
para concentracdes baixas e uma isoterma de Freundlich para concentracOes altas de
proteina. A existéncia de interacbes proteina-proteina e proteina composto tamponante
podem explicar tais resultados, mas é fundamental observar a formacdo de

multicamadas de proteina em ambos 0s casos.
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Tabela 8 - Parametros de ajuste obtidos através dos modelos de Langmuir (L) e Langmuir-
Freundlich (LF), para adsorcdo de 19G em SrHAp utilizando tampéo FOS pH 7,4 (10 mM).

~ SrHAp
Parametros L LF
am (Mg/g) 1128,63 + 24,12 2393,47 + 42,61
ko (mg/mL) 7,73x10°® + 0,40 -
ki r (Mg/mL) - 2,35 + 0,002
n - 0,40 +0,14
R? 0,91 0,98

Fonte: elaborada pela autora.

Segundo Gagnon e colaboradores (2009), a proximidade dos grupos de
calcio e fosfato da HAp destaca o potencial de cooperatividade entre as interaces da
HAp. Isso complica ainda mais a interpretacdo ao criar isotermas de adsorcdo néo
lineares que desafiam modelos baseados em mecanismos de adsor¢do mais simples. A
cooperatividade é descrita como positiva nos casos em que as interagdes multimodais
produzem ligacBes progressivamente mais fortes e negativas nos casos em que as

interacdes diminuem a retencdo liquida.

4.2.2.3 Ensaios de adsor¢éo com mistura IgG/HSA

Analisando os resultados da Figura 40, observa-se que as nanoparticulas de
SrHAp apresentaram maior seletividade para 1gG, uma vez que a adsorcdo foi quase
inexistente quando uma solugdo monocomponente de HSA foi utilizada e, a medida que
a concentracdo de IgG foi aumentada, a quantidade total de proteina adsorvida
aumentou consideravelmente.

Segundo Andrade e colaboradores (1992) a adsorcdo de proteinas nédo
depende apenas das propriedades da estrutura dos adsorventes, mas também, das
propriedades das proteinas. Na literatura relata-se que as proteinas podem ser
classificadas em moles (“soft”) e duras (“hard”) de acordo com seu tamanho,
composicdo e estabilidade de sua estrutura. Proteinas com tamanhos intermediérios,
como as proteinas do plasma, Albumina, Trasferrina, Imunoglobulinas, e outras, sdo

chamadas de proteinas moles e frequentemente sdo capazes de sofrer reorientagdes
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conformacionais ap0s o contato superficial. Como uma simplificacdo, a estrutura
complexa pode ser decomposta em dominios individuais que exibem propriedades
especificas como: hidrofilico/hidrofébico, polar/ndo polar, ou carregado/ndo carregado
(ANDRADE et al., 1992; GONDIM, 2017).

Figura 40 - Adsorcdo em batelada da mistura 1gG e HSA utilizando nanoparticulas de SfHAp

(massa = 5 mg, tempo de contato 5 h, FOS pH 7,4; concentracdo da solugdo = 1,0 mg/mL).
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Fonte: elaborada pela autora.

Em relacdo a adsorcdo de IgG e HSA em SrHAp pode se confirmar a
aparente seletividade de IgG frente a HSA nessas condicdes de estudo. Sabe-se que as
proteinas sao bastante influenciadas pela alteracdo de pH, pois pode provocar alteractes
de cargas na superficie e desta forma colaborar ou ndo com a interacdo entre as cargas
opostas da superficie dos adsorventes. Observou-se que tanto HSA como a SrHAp
apresentaram cargas superficiais negativas, sendo esta a principal justificativa para a
baixa quantidade adsorvida dessa proteina. Além disso, HSA esta sendo adsorvida em
valores de pH bem superiores ao pH correspondente ao seu pl (pH 4,8). Nessa condigéo
de estudo a proteina IgG estd no limite do seu pl, com carga liquida ndo definida, pois
devido as subclasses da 1gG ha a possibilidade de 1gG carregada (positivamente ou
negativamente) ou até mesmo neutra, enquanto que a SrHAp esta carregada
negativamente. Estas justificativas apresentadas foram os principais argumentos para

justificar a elevada adsorcédo de 1gG, com valores proximos a 452 mg/g, em SrHAp.



89

Na Figura 41 sdo apresentados os géis de eletroforese, nos quais foram
utilizadas as seguintes identificacdes: marcador de peso molecular (P); amostra inicial
do teste com n% IgG (i) e amostra final do teste com n% IgG (f). Por sua anélise, é
possivel verificar que a matriz SrHAp apresentou seletividade a 19gG, uma vez que a
diminuicdo da intensidade das bandas de IgG nas amostras finais € relativamente
superior a diminuicdo verificada nas bandas relacionadas a HSA. Em estudo, Os estudo
relatados por Wensel et al., (2008) e Gagnon et al., (2009), relataram cerca de 20
anticorpos monoclonais 1gG, demonstraram que a IgG € retida predominantemente por
uma combinacdo de afinidade de calcio-metal e troca de cations fosforil,

independentemente da subclasse, tipo de cadeia leve ou pl.

Figura 41 - Géis de eletroforese da adsorcdo em batelada da mistura de 1gG e HSA (1 mg/mL)
empregando SrHAp com diferentes proporgdes de IgG (0%, 25%, 50%, 75% e 100%) (Massa
de adsorvente = 5 mg, Duragdo = 5 h, tamp&o FOS pH 7,4).
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Fonte: elaborada pela autora.

4.2.3 Ensaio em leito fixo

Diante dos resultados discutidos em batelada para a matriz multimodal
SrHAp, foi possivel afirmar que o material apresenta considerdvel interacdo por
afinidade por 1gG de alta pureza. Entretanto, para se confirmar o potencial desse
adsorvente na purificacdo de IgG humana, novos ensaios, em sistema cromatografico,

foram necessarios ser realizados.
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Inicialmente, foram realizados ensaios cromatograficos variando a forca
ibnica, tanto para a etapa de alimentacdo como para a etapa de eluicdo. Esses ensaios
foram conduzidos com IgG de alta pureza diluida no tampdo FOS com 10 mM, 25 mM
e 50 mM, em pH 7,4. Foi conseguido um melhor resultado quando foi realizado uma
corrida com as condi¢fes: tampdo FOS 25 mM pH 7,4 para etapa de alimentacdo e
tampéo FOS 50 mM pH 7,4 + NaCl 1M para a etapa de elui¢éo.

Com a otimizag&o do processo, foi realizado ensaios com IgG e HSA de alta
pureza e a mistura binaria IgG/HSA. O volume de injecdo foi de 10,0 mL com
concentracdo de proteinas de 1,0 mg/mL Em todos os ensaios foram realizados balancos
de massa, bem como a quantificacdo de proteinas para as etapas de alimentacdo,
lavagem, eluicdo e regeneragéo.

De acordo com a Figura 42a pode-se verificar um pequeno pico durante a
etapa de lavagem, evidenciando a proteina IgG que nédo foi adsorvida na matriz SrHAp.
Na etapa da eluicdo verificou-se quantidade elevada de IgG adsorvida, corroborando
com os resultados obtidos nos ensaios em batelada. Portanto, observou-se nitidamente
consideravel afinidade da matriz pela biomolécula IgG, devido ao baixo nivel do pico 1
(etapa da adsor¢do) indicando que a maior quantidade de IgG foi adsorvida na fase
estacionaria. A quantidade de IgG adsorvida foi de 68,79% o0 que deu uma massa de
7,39 mg de 1gG adsorvida. Do contréario, na Figura 42b, observa-se um pico elevado na
etapa da adsorgdo indicando que a menor quantidade de HSA foi adsorvida na fase
estacionaria. O pequeno pico de eluicdo confirma que o SrHAp ndo apresentou
afinidade por HSA.

As Figura 42c e Figura 43 ilustram o perfil cromatogréafico obtido para a
amostra da mistura binaria IgG/HSA e o ensaio de eletroforese, respectivamente. Em
ambas as Figuras pode-se verificar que no pico 02, correspondente a etapa de eluicao,
ndo houve uma separacdo das proteinas 1gG e HSA. Contudo, observou-se nitidamente
uma consideravel afinidade da matriz pela biomolécula IgG, visto que, na eletroforese a
proteina foi a de maior adsorcdo e somente uma pequena presenca de HSA foi retida na
matriz SfHAp. Uma quantidade total de proteinas adsorvidas na matriz SrHAp foi de
5,52 mg, o que representa 55,52% total da massa injetada. Se, com a IgG de alta pureza
a matriz reteve 7,39 mg e com a HSA apenas 0,142 mg totais de proteinas adsorvidas na
SrHAp, pode concluir que, na mistura binaria, praticamente, quase toda essa massa

retida é de IgG de alta pureza, e que essa presenca de HSA é de apenas pequenos tracos.
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Esse resultado e favoravel para a utilizacdo de soro humano na matriz SrHAp,

corroborando com as observaces realizadas anteriormente nos ensaios em batelada.

Figura 42 - Perfis cromatogréaficos com IgG (a), HSA (b) de alta pureza e a mistura binaria
IgG/HSA diluidos no tampdo FOS 25 mM pH 7,4, concentracdo de 1 mg/mL a uma vazao de
0,8 mL/min utilizando a matriz SrHAp. Condic¢bes operacionais: Adsor¢cdo: Tampdo em 25
mM; Eluicdo: FOS 50 mM pH 7,4 + NaCl 1 M. Etapas: Adsor¢do (A): Lavagem (L); Eluicdo
(E) e Regeneracdo (R).
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Fonte: elaborada pela autora.

Figura 43 - Eletroforese SDS-PAGE das amostras coletadas dos ensaios cromatograficos em
matriz SftHAp com a mistura IgG/HSA diluido em tampdo FOS 25 mM pH 7,4 em géis de
acrilamida na concentracdo de 7,5%. Pontos coletados: P: Padrdo de alto peso molecular; A:
amostra de soro humano; I: Adsor¢do; L: Lavagem; E: Eluicdo; R: Regeneragdo; 1gG:

Imunoglobulina do tipo G.

Fonte: elaborada pela autora.

Segundo Xu et al., (2018) a modificacdo por Sr na HAp, leva os sitios de
adsorcdo mais ativos de SrHAp serem expostos e a capacidade de SrHAp de adsorver
moléculas de proteina melhora efetivamente devido a adsorcdo fisica. Existem
principalmente dois tipos de adsorcdo entre HAp e moléculas de proteina, adsorcdo
fisica fraca na superficie de HAp através de estrutura porosa e forte interacdo
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eletrostatica entre HAp e proteina (DASGUPTA et al., 2010). E, devido o tamanho da
SrHAp ser menor que o da HAp, mais estruturas de rede e poros acumulados séo
formados entre as particulas. Portanto, sitios de adsorcdo mais ativos de SrHAp séo
expostos e a capacidade de SrHAp de adsorver moléculas de proteina melhora
efetivamente devido a adsorcéo fisica.

A Figura 44 apresenta o0s perfis cromatograficos dos ensaios
cromatograficos com amostras de soro humano diluido em FOS (pH 7,4). O proposito
desses experimentos foi avaliar o desempenho da fase estacionaria na adsorcdo de 1gG
humana. Para esse ensaio, 0 volume de injecdo definido foi de 10 mL, volume
necessario para atingir a saturacdo do leito cromatografico. As amostras injetadas na
coluna com o soro humano foram diluidas no tampdo de adsor¢do proporcionando
amostras com concentracdes em torno de 3,0-4,0 mg/mL. Notou-se que a matriz
cromatografica reteve consideravel quantidade de proteinas, com 7,19 mg de proteina
retida, o que representou 23,10% do total de massa injetada que foram retidas na matriz
SrHAp. Essa quantidade de massa de proteina retida foi bem mais alta ao se comparar
com as matrizes de pseudoafinidade. Como ja mencionado, a SrHAp por ter diferentes
mecanismos de interagdes com a proteina, pode-se ter resultado nessa quantidade
adsorvida.

O resultado de eletroforese para o soro humano (Figura 45), como ja
previsto pelo ensaio com a mistura binaria, ocorreu significativa afinidade por 1gG e
uma pequena quantidade retida de HSA. Como a matriz SfHAp apresenta diferentes
tipos de interacGes, talvez o ideal seja realizar a eluicdo no modo gradiente, como
realizado por alguns autores para matriz multimodal (BHAMBURE et al., 2013).
Contudo, como o soro humano é constituido por outras proteinas e nao adsorcao por
estas, e que com um gradiente no modo isocratico pode-se, possivelmente, ocorrer a
separacdo das proteinas, o que podera confirmar o potencial uso dessa fase estacionaria

para purificagdo de IgG humana.
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Figura 44 - Perfis cromatograficos com soro humano diluido em tampédo FOS 25 mM pH 7,4,
concentragdo de 3 mg/mL a uma vazédo de 0,8 mL/min utilizando a matriz SfHAp. Condic¢Ges

operacionais: Adsorcdo: Tampao em 25 mM; Elui¢do: FOS 50 mM pH 7,4 + NaCl 1 M. Etapas:
Adsorcao (A): Lavagem (L); Eluigdo (E) e Regeneracéo (R).

1,0
084 L E R
06 T \-
QO | ]
O 041 / \
0,2 b / .\ .\
0,0 iy . L Illl. ‘..........-.l-...l!
0 20 40 60 80 100
Tempo (min)

Fonte: elaborada pela autora.

Figura 45 - Eletroforese SDS-PAGE das amostras coletadas dos ensaios cromatograficos em
matriz StHAp com soro humano diluido em tampdo FOS 25 mM pH 7,4 em géis de acrilamida
na concentracdo de 7,5%. Pontos coletados: P: Padrdo de alto peso molecular; A: amostra de
soro humano; I: Adsorcédo; L: Lavagem; E: Eluigdo; R: Regeneracdo; 1gG: Imunoglobulina do

tipo G.
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Fonte: elaborada pela autora.

Esses ensaios cromatogréficos confirmaram o potencial de adsorcdo de 19G

pelas fases estaciondrias estudadas onde as matrizes cromatograficas com hidroxiapatita
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modificada por estréncio podem ser usadas como potencial uso para purificacdo de 1gG.
E as matrizes de quitosana-alginato imobilizado com corante sdo mais indicados para
uma etapa de pré-purificagdo da 1gG humana, visto que, em muitas vezes alguns
processos industriais utilizam mais de uma etapa para purificacdo das proteinas as

matrizes.
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5. CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados verificou-se que, foi conseguido uma
otimizacdo da sintese de quitosana-alginato imobilizado com corantes, onde foi possivel
formar um material esférico e rigido. O uso dessas matrizes de pseudoafinidade,
proporcionaram uma elevada quantidade adsorvida de 1gG, mesmo nédo sendo realizada
em condicGes otimizadas. E a insergéo dos corantes ligantes favoreceram a adsorcéo de
IgG. Nos processos cromatograficos, as matrizes MQA-CB e MQA-RB apresentaram
baixa retencdo de proteina na fase estacionéria, sendo indicado o seu uso para etapas de
pré-purificacdo da IgG humana. Em contrapartida, com a matriz de MQA-RR foi
conseguido uma purificagdo de IgG.

A matriz multimodal, hidroxiapatita de estroncio, apresentou elevada
capacidade de adsor¢@o de IgG nos ensaios em batelada. Nos ensaios cromatograficos a
matriz proporcionou elevada adsor¢dao por IgG, apresentando-se como potencial uso
para purificacdo de IgG a partir do soro humano.

As condigdes encontradas no presente trabalho se mostraram eficientes na
separagdo e/ou puruficacdo da IgG a partir do soro humano. No entanto, na eluigdo ¢
necessaria uma investigacdo mais abrangente de parametros como pH, forca ionica e
uso de gradientes de pH e salino para se conseguir separar agregados e outras proteinas

do meio.
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