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O fator IX € uma proteina que atua no processoodgulacdo sanguinea cuja
deficiéncia causa uma coagulopatia denominada uhefiie B. Para reduzir os gastos
do Ministério da Saude brasileiro com sua comprma lsemo ampliar o nimero de
pacientes beneficiados, a producdo do fator IX migoante (FIXr) tem sido
desenvolvida. Este trabalho teve como objetivoaspla utilizacdo de novos materiais
cromatograficos com transporte majoritariamenteveotivo, como membranas e
monolitos, para desenvolver um novo processo ddigagéo do FIXr. Os resultados
mostraram que o monolito CfMQ (troca anidnica) possui uma alta capacidade
adsortiva dindmica para o FIXr presente em sobgaartadle células CHO e que, apoés a
eluicdo com tamp&o contendo ions*O@ris-HCI 50 mM, 45 mM CaG) pH 6,5), o
FIXr foi recuperado com rendimento superior a 8%om reducédo de DNA residual e
HCP de 7182 e 1256 vezes, respectivamente. A meaSartobin8 Phenyl(interacdo
hidrofébica), quando comparado & resina Cell(firBulfate como segunda etapa
cromatografica do processo, apresentou melhoraiadss com rendimento maior que
90% e reducdo de HCP de 4592 vezes em relacdo lmenadante alimentado a
primeira etapa. Assim a cromatografia de trocaracgdseguida de uma cromatografia
de interacdo hidrofdbica, utilizando monolitos enmbeanas, apresentou-se como

estratégia eficiente para o processo de purificdedel Xr.
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Factor IX is a protein that plays an importanteraot the coagulation system,
whose deficiency causes a disease called hemopilifio reduce costs with FIX
importation and to allow access of more patientshte treatment, recombinant FIX
production has been developed. The aim of this weak to explore the efficiency of
membranes and monoliths in the purification proadsgecombinant factor IX. These
materials present a majority convective transpomproving the productivity of the
process. The results showed a high dynamic binctpgcity for the monolith CIf1Q
(anion exchange) to the FIXr present in the sugamaf CHO cells and after elution
with C&* buffer (50 mM Tris-HCI, 45 mM Cag| pH 6.5) the yield was greater than
86% and the residual DNA and host cell proteinsicadns were 7182 and 1256 fold,
respectively. The membrane SartolfirRhenyl (hydrophobic interaction), compared to
the Cellufin€ Sulfate resin, showed a great efficiency when uasda second
chromatography step of the process. The yield Har $tep was greater than 90% and
the host cell proteins reduction was 4592 foldelation to the supernatant loaded into
the first chromatography step. The anion exchangiéowed of a hydrophobic
interaction, using monolith and membranes, showedhd an excellent strategy to

improve the purification process of recombinantdatX.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento da tecnologia do DNA recombi@apermitiu grandes
avancos na area da producdo de proteinas terggguli@ primeiro biofarmaco
produzido oriundo desta tecnologia a ser comeradéd foi a insulina recombinante,
produzida por células bacterianas Elcherichia coli aprovada para uso humano em
1982 (BUTLER, 2005). A insulina € uma proteina tretamente simples, por isso foi
possivel produzi-la na forma recombinante em cglbkcterianas. Contudo, proteinas
mais complexas, principalmente aquelas que sofreadifitacdes pos-traducdo,
precisam ser produzidas por células mais comples@$o as células animais. O
primeiro biofarmaco produzido por células animais d t-PA (sigla em inglés para
ativador de plasminogénio tecidual), utilizado paratratamento de infarto do
miocardio, aprovado para comercializacdo em 1988T(ER, 2005). Portanto, o

desenvolvimento de biofarmacos é uma tecnologaivaimente recente.

O mercado das principais proteinas terapéuticagnmemtou aproximadamente
80 bilhdes de ddlares no mundo, em 2008, e estnpie em 2010 o valor deve ter
atingido aproximadamente 93 bilhdes (STROHL & KNIGH2009). Dentre as
categorias de proteinas terapéuticas, os anticonpo®clonais lideram as vendas com
40% do valor total movimentado em 2008. Contudastesn somente 31 anticorpos
monoclonais comercializados. Outras categorias mdéarinacos sao: fatores de
estimulacao eritropoiéticos, insulinas, enzimagmamios do crescimento, fatores de
coagulacdo e fatores de estimulacdo de granuldcdestre outros. Além dos
biofarmacos aprovados, existem outros que aindi esnh fase de desenvolvimento.
Para desenvolver uma proteina terapéutica, podlesae até 10 anos, dependendo da
complexidade da mesma, ja que além do desenvoltintlentecnologia de producéo, o
biofarmaco precisa passar pelas etapas de desengnte clinico (ensaios pré-clinicos
e clinicos fase I, Il e lll) antes de ser aprovama uso humano (STROHL &
KNIGHT, 2009).

As agéncias regulatdrias, como o FDA (Food andyBYdministration, Estados
Unidos), EMA (European Medicines Agency, Unido Eéia) e ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, Brasil), sdo rouitriteriosas para autorizar a
comercializacdo de um biofarmaco, principalmenterelacdo aos potenciais riscos de

contaminagdo associados a produtos derivados déasé componentes de origem
1



animal. Os principais contaminantes estdo assoxiadgropria célula produtora

(possivelmente contaminadas com virus, célulastedaoutros agentes transmissiveis,
DNA e proteinas da célula hospedeira), as matgriagas utilizadas (possivelmente

contaminadas com bactérias, fungos, micoplamasis,viproteinas indesejaveis e
endotoxinas) ou aos reagentes utilizados no prodqesgibidticos, ligantes de resinas,

solventes, sanitizantes, indutores e nutrienteskidd a esta variedade de possiveis
contaminantes, o desenvolvimento de processosrifeagéo eficientes é fundamental

para a aprovacéo de um biofarmaco (RODRIGUES & MQOEIDS8).

Dentre as proteinas terapéuticas produzidas,iiselw fator IX, que atua no
processo de coagulacdo sanguinea e cuja faltafeilodea producéo pelo organismo
causa uma doenca denominada hemofilia B. Segundlosd#o Ministério da Saude,
publicados em 2008, no Brasil existem cerca de 1&38oas com hemofilia do tipo B.
Este numero de pacientes com hemofilia B, somad® @acientes de outras
coagulopatias (principalmente a hemofilia A, quasiste em deficiéncia na producéo
de fator VIII), representa ao pais um custo de rdai400 milhdes de dolares por ano
com a compra de medicamentos hemoderivados (MINRSMEDA SAUDE, 2008).
Segundo os ultimos dados divulgados, o consumd deuator 1X esta em 70 milhdes
de Ul/ano o que gerou um gasto de 17,5 milhdesotiees em 2010 com a compra de
hemoderivados (HEMOBRAS, 2012).

Existe somente um fator IX recombinante aprovada gamercializacdo no
mundo, é denominado Benétie é produzido pelo Genetics Institute/Wyeth/Pfirer
Europa. O processo de purificacédo do Berffefoi desenvolvido na década de 1990, e
inclui 4 etapas cromatograficas, sendo elas: tameanica, coluna de pseudo-afinidade
por ligante sulfatado, coluna de hidroxiapatita eluma com ions metalicos
imobilizados. Além disso, possui duas etapas defilftacdo/diafiltracdo e uma etapa
de filtragc&o viral (HARRISONet al, 1998).

Neste contexto, o presente trabalho visa estudathdedamente o processo de
purificacdo de fator 1X recombinante, produzido meélulas de ovario de hamster

chinés, CHO Chinese hamster ovary célls

O processo de purificacdo do Ben&fiioi desenvolvido na década de 90. O

presente trabalho propfe a utilizacdo de novosregistes nas etapas cromatograficas

2



do processo de purificacdo do fator IX recombinantemo, por exemplo, o uso de
membranas e monolitos como suportes cromatografiatisn de novas técnicas
cromatograficas para este processo, como a intetagéofébica.

O desenvolvimento de tecnologia nacional para ayg&@o de fator IX é de
interesse para o Pais, pois pode gerar uma redsigiuficativa nos gastos
governamentais com este produto, reduzindo a ridedsesde importacdes, a qual gera
dependéncia do mercado externo. Além disso, pqategentar um aumento no acesso
ao tratamento (tratamento profilatico em vez ddliatésta), com impacto na qualidade

de vida dos portadores da hemofilia B.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Bioguimica do fator IX

2.1.1. Funcéao do fator IX no organismo humano

O fator IX, também chamado de fator de Christmasné proteina que atua no
processo de coagulagédo sanguinea e foi descolmeri®®2 (BIGGSet al, 1952). A
deficiéncia desta proteina causa uma doenca deadenide hemofilia B. A maior
incidéncia da doenca é entre os homens, ja qugenoda doenca estd em um defeito
genético atrelado ao cromossomo X, cromossomo @ab egia localizado o gene do
fator IX.

O sistema de coagulacao € formado por reacOesrsaqgis que envolvem varias
proteinas em presenca de célcio e fosfolipideoslo§ams componentes, exceto os
fosfolipideos, sdo conhecidos como fatores de daego. Os fatores de coagulacdo séo
denominados por niumeros em algarismo romano, p@@suem sindnimos, sendo
eles: fator | (fibrinogénio), fator Il (protrombipafator tecidual, fator V (acelerina),
fator VII (proconvertina), fator VIII (fator antidmofilico), fator IX (fator de
Christmas), fator X (fator de Stuart), fator Xltfade Rosenthal), fator Xl (fator de
Hageman) e o fator Xlll (fator estabilizador daeetk fibrina), além do fator de von
Willebrand. O fator 1ll, VI ndo existem e o calc® considerado como fator IV.
(JEOLAS, 1979; BUTENAS & MANN, 2002; HOFFMAN, 200hAHBACK, 2005;
RIDDEL et al, 2007).

O conceito mecanistico do processo de coagulacgmiepor RIDDELet al
(2007) pode ser considerado o mais atual. SegustlEs ewutores, 0 processo de
coagulacédo pode ser dividido em quatro fases:aicéd, amplificacdo, propagacéo e
terminacdo. A primeira fase se inicia através daosicdo de células que expressam o
fator tecidual ao fluxo sanguineo, devido ao feritog permitindo a formacédo de um
complexo fator Vlla-fator tecidual, o que €é sufitie para iniciar o processo. A atuagao
do fator XIl é secundaria, ou seja, somente auriiaativacdo do fator 1X, ja que foi
observado que a auséncia do fator Xl ndo caushlgmmas de sangramento e sim
protege contra tromboses patologieaEEINSCHNITZ et al, 2006). Ainda na fase de
iniciacdo, o complexo fator Vlla-fator tecidualvatiuma pequena quantidade de fator
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IX e fator X, que consequentemente ativam o fatogéfando uma pequena quantidade
de trombina. Na fase de amplificagéo, a trombimagywzida anteriormente, ativa a
superficie das plaquetas, que liberam formas parerde ativadas do fator V. Este
fator V e o fator VIII da superficie ativa das platps também sdo ativados pela
trombina formada na fase inicial, fazendo com quemplexo fator VIlI-fator de von
Willebrand seja dissociado, liberando o fator VAIém disso, uma pequena quantidade
de fator XI é ativado também pela trombina. Na fdseropagacao, varias plaquetas
sao recrutadas para o local da leséo e esta fage @ superficie das plaquetas ativas.
O fator IX, ativado na fase de iniciacdo, combiaaem o fator VIII ativado (o fator IX
ativado também ¢é ativado pelo fator XI ativado)stddase, o complexo fator IXa-fator
Vllla ativa o fator X de 50 a 100 vezes mais do qaefase de iniciagdo. O fator X
ativado rapidamente se associa ao fator V ativadase de amplificacdo, gerando mais
trombina, suficiente para a formacao do coagulbldima, que é estabilizado pelo fator
Xl ativado. Na fase de terminagdo, o coagulo fadm € controlado pela acdo de
anticoagulantes, como: antitrombina Il (ativadéageparina), proteina C e proteina S.
Todo o processo ocorre em presenca de oAt &de fosfolipideos (RIDDEEt al,

2007). Um resumo do processo de coagulacédo podessalizado na Figura 2.1.

AMPLIFICACAO

PROPAGACAQO
M o ~
Lesdo vascular TERMINACAO
Fator tecidual l FVW FXla \v
x B B FiXa * 3 T FXla +Cate
Ca* efosfolipideos gy, <«— FVIII fosfolipideos

54 _—
= Ca? e fosfolipideos

b
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+ e fosfolipideos

FV Fva

Atuacgdo das
proteinas
Anticoagulantes
no sistema
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I$‘
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-+

FXllla

&8

Figura 2.1.Processo de coagulacdo sanguinea (Baseado em RIBRAEL2007).



2.1.2. Estrutura e propriedades bioquimicas do fatoX

O gene que codifica o fator IX esta localizadolawus q27 do cromossomo X
(PURRELLOet al, 1985) tendo sido completamente sequenciado PSBMTAKE et
al. (1985). O gene completo possui 34 kb, porém, quarsdintrons sdo removidos
durante o processamento pela célula, sobram ageé@asns que possuem ao todo 1,4
kb, tamanho do cDNA do fator IX, que geralmentesg&do na transfec¢cdo em células de
mamiferos (KURACHEt al, 1993).

A sequéncia genética do fator IX codifica uma @i com 461 amino&cidos,
que corresponde ao fator IX imaturo. Quando o fBfoacaba de ser traduzido, ele é
chamado de imaturo pelo fato de possuir dois pepsidue sdo removidos ao longo do
processamento completo da molécula. Estes pept&iEnso peptideo sinal, também
chamado de pré-lider, e o pré-peptideo, também atharde pré-lider (KURACHEt
al., 1993). O peptideo sinal € composto de 28 amidoagcique formam uma cadeia
hidrofobica que € requerida para o transporte deaiagolipeptidica nativa através da
membrana do reticulo endoplasmético, sendo remdogioem seguida (JORGENSEN
et al, 1987). O pro-peptideo é composto por 18 amidodce atua auxiliando na
carboxilacdo (a mais extensa e mais importante finagéio pos-traducéo do fator 1X),
pois este peptideo se liga a um sitio da enzHoarboxilase, sinalizando o inicio da
reacao de-carboxilacdo (JORGENSESL al, 1987). O pro-peptideo € removido apds
o término da reacéo decarboxilacédo, através da atuacado de uma enzimanrdeada
de PACE Paired Basic Amino acid Cleaving Enzym@ eficacia desta enzima é
importante para o fator IX exercer sua atividaddédgiica, ja que WASLEet al(1993)
observaram que a atividade do fator IX secretadocptulas CHO aumentou em 3
vezes quando o gene do FIX foi co-expresso corme da enzima PACE. As células
CHO que séo utilizadas no processo de producdondm Gator IX recombinante
comercial foram co-transfectadas com o gene da PIARRISONet al, 1998).

Apo6s a remocdo do pré-peptideo e do pro-pepti@enplécula do fator IX é
composta por 4 dominios, sendo eles: o dominio &ldpminio EGF-1, o dominio
EGF-2 e o dominio catalitico serino-protease. O id@mnGla é denominado desta
maneira porgue contém 12 residuos de acido glutdyrtarboxilados (Gla), dentro dos

46 aminoacidos que compdem o dominio. Os domin®B-E e EGF-2 tém 38 e 43
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aminoacidos, respectivamente. Estes dominios pos&sta denominacdo por terem
conformacdes semelhantes a encontrada no fatoesdeimento epidérmicdpidermal
Growth Factor - EGF, como, por exemplo, o fato de possuirem 6 ciategue formam
3 pontes dissulfeto (HARRI& al, 2003). Os dominios Gla, EGF-1 e EGF-2 formam a
cadeia leve do fator IX. O ultimo e mais extensmawo € o dominio catalitico serino-
protease. Este possui 235 aminoacidos e formaeiacpdsada da proteina. O fator IX
ainda possui um peptideo de ativacdo que contéam@¥oacidos. Quando o fator IX &
ativado no processo de coagulacdo sanguinea, tdesoritem anterior, o peptideo de
ativacdo é removido. Quando isto acontece, a cgmksada do fator IX permanece
unida a cadeia leve através de uma ponte dissif&i® ACHI et al, 1993; BONDet
al., 1998). A Figura 2.2 ilustra a estrutura prim@#&molécula do fator IX.

G E .g,@. pomine _@® FATOR ix]
CHO§ EGF-1 - .
. DOMINIO s |
o

B . EGF-2
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‘.‘ =, E
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Figura 2.2. Sequéncia de aminoacidos e estrutura dos domdaqgsre-pro-fator 1X
humano. O fator IX possui um dominio GLA (em vern®@) onde sdo encontrados 12
residuos de acidos glutamicpsarboxilados (Gla), destacados em amarelo demtso d
imediacées do dominio. Em seguida, estdo os dosmk®i-1 (em verde) e EGF-2 (em
roxo). A sequéncia posterior aos dominios EGF passia ponte de dissulfeto entre
residuos de cisteina (C-C), que une toda a caelgad duas partes do dominio serino-
protease (em azul), ap6s a clivagem do peptideatidacdo (em cinza) durante o
processo de coagulacdo. Os aminoacidos em amarglesgondem aos locais onde
ocorrem as modificagbes pos-traducdo do fator IKMQ@C- glicosilacdop-OH — B-
hidroxilacdo, S@— sulfatacédo, P§- fosforilacdo, Gla y-carboxilagdo) ou a um sitio
de Ala ou Thr (A/T), correspondente a um polimarniisalélico. A figura ainda mostra
o peptideo sinal (em laranja) e o pré-peptideo (esa), os quais sao clivados por
proteases antes de o fator IX ser secretado (RIBEMRQ09).



Apenas a sintese da cadeia polipeptidica ndo éiesut para que o fator IX
adquira o enovelamento correto e exerca sua atigidéoldgica, sendo necesséria a
ocorréncia de modificagcdes pds-traducdo. O fatasdiXe 5 modificagbes pos-traducéo:
(y-carboxilagdo, glicosilacdop-hidroxilagdo, sulfatacdo e fosforilagdo), além da

eliminacao do peptideos (sinal, pro-peptideo digdagio).

A y-carboxilacdo é a principal modificacdo pos-tradugéde ocorre na molécula
do fator 1X, consistindo na adicdo de molécula€@€ nos carbonog dos residuos de
acido glutadmico, presentes na estrutura da protEsta reacéo é catalisada pela enzima
y-carboxilase, que tem como co-fator a vitamina #umda (KH). Por isso, o fator IX
pertence a classe das proteinas dependentes ahéneaitll. A vitamina KH, apos atuar
na reacdo, € convertida para sua forma oxidada,(lKQFm a enzima denominada
vitamina K 2,3 epéxido redutase (VKORC1) exerceirrcéio de reciclar a vitamina K
reduzida, completando desta forma o ciclo da vitamK (BERKNER, 2008;
OLDENBURGet al, 2008). A Figura 2.3 mostra um mecanismo proppata a reacao
dey-carboxilacdo. A reacdo gecarboxilacdo ocorre em 12 residuos de acido giotAm
e necessita da presenca do pro-peptideo na mokdeiéor 1X para que a reacdo seja
iniciada (JORGENSENMNt al, 1987). No entanto, esta reacdo, em alguns casds,ser
incompleta ou ndo ocorrer devido ao excesso de fAt@roduzido. Isto ocorre com
células de mamifero que superexpressam o0 genetaolo I¥3 ou seja, uma grande
guantidade de fator IX pode sobrecarregar a magaida célula, fazendo com que a
mesma secrete parte do fator IX na forma yréarboxilada e, consequentemente, sem
atividade biolégica. Contudo, quando a enzima VKQR@ co-expressa com o fator
IX em células BHK, foi observado que a producéadadier IX funcional aumentou em 3
vezes, ndo ocorrendo 0 mesmo para a co-expressaenziaa y-carboxilase,
concluindo-se que a presenca da VKORC1 provavebm@&nim dos fatores limitantes

day-carboxilacdo (WAJIHet al, 2005).

Assim, o aumento do rendimento da reacgaoydarboxilagdo do fator IX
produzido por células de mamiferos geneticamentdifioadas ainda € um desafio,
pois, provavelmente, existem muitas outras subistiirque participam desta reacéao,
como, por exemplo, a proteina calumenina, que sEgatguns trabalhos seria um
inibidor natural da enzimgcarboxilase (WALLINet al, 2001; 2004; WAJIHet al,
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2004). Com base nesta hipétese, o gene da calumfmigilenciado em células BHK
co-transfectadas com o gene do fator IX e da enAkd®RC1, e os resultados
demonstraram que 80% do fator IX total produzidawesna forma ativa, enquanto que
para as mesmas células ndo silenciadas o valeedazido para 50% (WAJlldt al,
2006).

Vitamina K

’ -
;
rogw pideo .
[ satiotigerse x
e >
2.3 epoxido

.. 0, Redutase
4 (VKORCH1)

Figura 2.3 Reacdo de/-carboxilacdo. A proteina dependente de vitaminéDNK)
liga-se ay-carboxilase atraves do pro-peptideo. Esta interagénenta a afinidade ga
carboxilase pelo residuo de Glu. O efeito alostédiestas interacdes aumenta a atracao
da enzima pelo seu co-fator (KHO cofator reage com o sitio de Lys218, perdamdo
préton. A reacédo do co-fator desprotonado cosirfd@ma um composto intermediario
(base forte). A base forte retira o hidrogépido residuo Glu, formando um carbanion.
O carbanion ataca o grupo CO@erando o acido glutamigecarboxilado, que possui

2 cargas negativas para interagir com &' Cadaptado de BERKNER, 2005 e 2008;
RIBEIRO, 2009).

O fator IX também pode ser considerado como umteim® glicosilada, porém
a glicosilagdo que ocorre no fator IX é relativateesimples, ndo sendo um fator
limitante para as células de mamifero. Existenti@ss@le glicosilacdo no fator 1X, 2 no
primeiro dominio EGF e 5 no peptideo de ativacddihas glicosilacdes do dominio
EGF-1 sédo do tipo O e correspondem a um tri-saearkilose-Xilose-Glicose, no
aminoacido Ser-53, e um glicano do tipo NeuAc-QGakes-GlicoseNAc-fucose, no
aminoacido Ser-61. As outras 5 ocorrem no peptieativacdo: O-glicosilagbes nos
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aminoacidos Thr-159, Thr-169 e Thr-172 e N-glicagies nos residuos de Asn-157 e
Asn-167 (as N-glicosilagOes sdo completas e asdogilacdes sdo parciais). As outras
modificacdes sdo umg@-hidroxilacdo parcial no &cido aspartico 64, laadio no
dominio EGF-1, uma fosforilacdo no residuo Ser-168alizado no peptideo de
ativacdo e uma sulfatacdo no aminoacido Tyr-158pém localizado no peptideo de
ativacdo (BONDet al, 1998).

2.1.3. Interac&o do fator IX com o fon C&

O fator IX, como ja foi mencionado, faz parte dasske das proteinas
dependentes de vitamina K (DVK). As proteinas DV&o smuito semelhantes
estruturalmente e, provavelmente, foram originadapartir de um gene ancestral
comum (LEYTUSet al, 1986). Portanto, todas possuem um dominio @Ga&np, ndo
necessariamente, com 12 residuos Gla, como oaamreddator I1X e o fator X, ja que o
fator VIl possui apenas 10 residuos Gla, enquant® & proteina C apenas 9. Os
residuos de acido glutamicpgcarboxilados possuem cargas negativas capazes de
interagir com cations divalentes, principalmentmapC&*, metal indispenséavel para o
processo de coagulacdo sanguinea. Outros fonscustdivalentes, como 8y B&* e
Mg?*, também sdo capazes de interagir com os residimsp@rém com menor
eficiéncia (YAN, 1991).

As proteinas dependentes de vitamina K, quandoaiggen com ions divalentes,
sofrem uma mudanca conformacional que altera sarasteristicas significativamente.
Esta mudanca foi comprovada utilizando a técnicludeescéncia. ASTERMARK et
al. (1991) notaram uma mudanga na intensidade nss&omde fluorescéncia, apds a
interacdo do C& com algumas proteinas dependentes de vitamina l&n Alisso,
SUNNERHAGENEet al (1995) identificaram que, apés a interacdo doidmnGla com
fons C&', trés aminoacidos hidrofébicos (Phe 4, Leu 5 e 8jaforam expostos a
superficie nas moléculas do fator X e da protrombi@ontudo, esta sequéncia de
aminoacidos é similar em todas as proteinas DVKspgcificamente no fator 1X, a
ordem dos aminoacidos expostos € alterada paré,llele 8 e Val 9. Estas descobertas
explicam o fato de a molécula de proteina C posswior afinidade pela resina
hidrofébica fenil Sepharo8eem presenca de ionsao que na auséncia deste fon no
tampao de equilibrio, podendo ser eluida, no proneso, através da adi¢cdo de tampéao
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contendo EDTA, um agente quelante que remove os @i (YAN, 1991; YAN,
1996).

Outra evidéncia da mudanca estrutural, que ooapuendo ha fons Gano
ambiente em que se encontram as proteinas depesdnvitamina K, foi observada
em relacdo a carga superficial da proteina C, fmisverificada uma alteracdo na
mobilidade eletroforética desta proteina, apés anmaeinteragir com o fon €a
(STENFLO, 1976). Esta caracteristica € observada padas as proteinas DVK.
Portanto, com base nesta modificacdo na carga-g@desenvolver um processo de
purificacdo no qual as proteinas DVK podem serdakiide uma coluna de troca
anibnica, por exemplo, contendo o ligante amonetemario (Q), através da adicdo de
fons C&", ou seja, por meio de uma eluicdo por pseudoekfite (YAN, 1991). Este
método € aplicado no processo de purificacdo dar ¢ recombinante comercial
(Benefix®), produzido por células CHO, sendo obtido, seguRddRRISON et al
(1998), um alto grau de pureza e um alto rendimemgsta etapa individual de
purificacdo. A grande vantagem deste método é silplidade de selecionar moléculas
ativas das proteinas DVK, ja que somente as paxaiontendo um grande numero de
residuos de acido glutamigecarboxilados podem ser eluidas por afinidade pmho
Ccd*. A seletividade do método foi descoberta ao seerobs que a proteina C
recombinante contendo 7 a 8 residuos Gla (a peoteéinormal, que possui 9 residuos
Gla) nao foi capaz de ser eluida da coluna de &o@mnica com o tampao contendo 10
mM de CaC e 150 mM de NaCl (YAN, 1996). A forca idnica donggéo também é
importante na interacéo da proteina com os 0%, {@aque, na auséncia de NaCl na
concentracdo de 0,15 M, a eluicdo das proteinas RBYK 10mM de CaGlfoi
ineficiente (YAN, 1991). Um fator importante a skystacado é o fato da interacdo do
calcio com proteinas anticoagulantes (que apreserfinidade pelo fator IX) ser
reduzida em pH &cido, provavelmente por protonai@o sitios de interacdo com o
calcio (SUZUKIl et al, 2005). Apesar de a pesquisa ter sido realizada groteinas
anticoagulantes, e ndo com o fator IX, € provavel gcorra fendmeno semelhante com

os residuos Gla do fator IX.
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2.1.4. Interacao do fator IX com o anticoagulante éparina

A heparina foi descoberta em 1916, por Jay MaclLa&emonsiste em um
glicosaminoglicano sulfatado natural sintetizadocogpo humano e em alguns micro-
organismos, como por exemplo, a bactétavobacterium heparinuntsta substancia
possui uma massa molar média de 15 kDa e uma eleaaga negativa, que € atribuida
aos grupamentos sulfonato e carboxilato (LINHARD¥PQO3). A estrutura mais
comumente relatada para a heparina é na forma déissacarideo tri-sulfatado, como
pode ser visualizado na Figura 2.4 (LINHARDT, 2008)conformacao primaria da
heparina € na forma de um polissacarideo lineagnp@credita-se que a flexibilidade
das cadeias de acido L-idurbnico promova alterag@edormacionais, responsaveis
pela interacdo com proteinas. Ja € sabido que aihaparticipa de varios processos
fisioldgicos, como: coagulacdo sanguinea, adesaocehldas, metabg4gdesolismo de
lipideos e regulacdo do fator de crescimento. @ pigdominante de interacdo entre as
proteinas e a heparina é ibnica, através do ageimtande cargas positivas geradas por
aminoacidos béasicos, porém em casos isolados magate pode ser por ligacdes de
hidrogénio (CAPILA & LINHARDT, 2002).

CH, GSG ?DG' CHﬁD}{
CG‘D
S\ \_/ '\_/ \_/
050y NHS0," NHY

Figura 2.4. Estrutura quimica da heparina. Unidade principdiksacarideo tri-
sulfatado, X = sulfo ou H, Y = sulfo, Ac ou H (LIMMRDT, 2003).

No processo de coagulacdo, a heparina atua enasvdmioteinas, mas
principalmente na antitrombina Ill. A antitrombind é um inibidor natural da
coagulacdo, que atua em vérios fatores de coagul&@ando a heparina se liga a
antitrombina Ill e esta por sua vez liga-se a trmabforma-se um complexo ternario e
o poder anticoagulante da antitrombina Il aumeata 2000 vezes (CAPILA &
LINHARDT, 2002).

12



A heparina é capaz de interagir fortemente contepras da familia dos fatores
de crescimento epidérmicos. Algumas proteinas dastdia somente foram removidas
de uma coluna de SepharB4eparina com concentracdo de 1 M de NaCl,
demonstrando uma forte interacdo ibnica. Provaveene esta interacdo esta
relacionada com as sequéncias de aminoacidos XXBBBX e X-B-B-B-X-X-B-X,
onde o B representa a posi¢cdo de um aminoacidod@siginina, lisina ou histidina) e
o X representa um aminoacido nao basico (THOMP8Oa, 1994).

Como o fator IX e outras proteinas DVK possuem dimisinios EGF, seria
possivel imaginar que a ligacdo da heparina coms guioteinas fosse através deste
dominio. Contudo, em um trabalho publicado por YABiGal (2002), foi avaliada a
interac&o da heparina com o fator IX ativado (FIX@)metido a algumas mutagdes em
aminoacidos basicos presentes no dominio catalsécmo-protease. Apds 0s testes
com uma coluna de SepharBs®m heparina imobilizada, os autores observararaqu
for¢a de interagéo foi reduzida em alguns dos ntegagé que a concentragéo de NaCl
para eluir o fator IX diminuiu de 0,4 M para a faixle 0,2-0,3 M. Os autores
concluiram que alguns dos residuos de aminoaciésisds, supostamente envolvidos
na interacdo do fator IX com a heparina, na ordenimportancia, foram: AfG° >
Arg*® > Lis?*® > Lis*?® > Arg'’® a maioria pertencente ao dominio catalitico serin
protease. Estes aminoacidos nao estdo proximosstnatuea primaria, porém na
estrutura terciaria tridimensional ocorre uma apnaéo destes residuos na molécula
do fator IX (YANGet al, 2002).

2.2.Purificacdo de proteinas

As etapas de purificacdo de proteinas sdo extrentarimneportantes no processo
de producdo de um biofarmaco para uso em humaosspmrau de pureza requerido
para o produto final é elevadissimo. Por este raptgeralmente utilizam-se varias
etapas cromatograficas. Usualmente, utiliza-se etag@a que promova um alto fator de
concentracdo para a proteina de interesse logoicio do processo, visando a reducéo
do volume de trabalho. Além disso, sd0o necessétigsas prévias de separacdo de
células e agregados solidos, e etapas de inativagém;do viral. O processo de
purificacdo como um todo pode representar até 9@% alistos de producdo de
biofarmacos (MELLADO, 2005). Nesta revisdo, somesgeao comentadas as etapas

cromatograficas do processo de purificagdo de ipadea partir de uma mistura
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protéica complexa, podendo ser um sobrenadanteultigocde células ou plasma

sanguineo.
2.2.1. Purificacdo de proteinas derivadas do plasma

O fracionamento do plasma humano é realizado indlmente quase que
exclusivamente por crioprecipitacdo fracionaddjzamndo o método de Cohn (COHN
et al, 1946). Este método consiste, basicamente, ecipfieg 0 plasma com diferentes
proporgcdes de etanol em temperaturas baixas, @& t& -5°C. A Figura 2.5 mostra 0s
produtos obtidos pelo método de Cohn em suas risedracdes. O método de
crioprecipitacdo é pouco eficiente e caro em relagds processos cromatograficos,
porém a maioria das industrias que possuem plalggsroducdo de hemoderivados
ainda utiliza o método de Cohn para fracionar cmk adotado a época em que as
plantas foram montadas e que os produtos foranvagos pelas agéncias regulatérias.
Contudo, existem empresas, como a australiana @8g, ja implantaram etapas
cromatograficas para separar algumas proteinatadm@, como fatores de coagulacéo,

albumina e imunoglobulinas (RAWt al, 2007).
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PLASMA

. Crioprecipitado— Fibrinogénio, fator VIII,
o o Fracédol
8% Etanol, -3°C fib ina. Cla. C1r ©1
pH7 2 ibronectina, C1qg, C1r, C1s
Sobrenadanie
25% Etanol, 5°C p—— Fracio ] + lgG, IgA, lgM, fator Il, VI, IX e y-globulinas
pHT7.9
Sobrenadanite

18% Etanol,-5°C

HE 2 Fracdo IV - 1 -a e -p globulinas, antitrombina Ill, o 1-antitripsina,
pH o,

lgh componentes do complemento

Sobrenadante
4'[3}/% Iétanol, 5 Fracdo IV - 4 -at & -3 globulinas, transferrina, ceruloplasmina,
prio, haptoglobulina
Sobrenadante
40% Etanol, -5°C FracdoV -a e -B globulinas, albumina
pH458
Sobrenadante

Figura 2.5. Método de Cohn para fracionamento do plasma hunfAdaptado de
RAW et al, 2007).

Ha métodos que combinam a crioprecipitacdo copastaromatograficas para
fracionamento do plasma, em escala industrial. @smmos foram descritos por
BURNOUF & RADOSEVICH (2001) para as seguintes drae do plasma: fator VI,
fator IX, fator de von Willebrand, fibronectina, #nombina Ill, al-antitripsina,
proteina C, Albumina e Imunoglobulina G. Todos ostados envolvem etapas
cromatograficas de troca anibnica seguidas de ®tdpamunoafinidade ou pseudo-
afinidade, principalmente utilizando heparina conligante (BURNOUF &
RADOSEVICH, 2001).
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2.2.2. Purificacéo de proteinas por técnicas cromagraficas

Outro método para obtencdo de proteinas plasmmaéica producdo por via
recombinante, através do cultivo de células anini@esfectadas com o gene da
proteina de interesse. Pelo fato das proteinamptass serem complexas e sofrerem
diferentes modificacdes pos-traducdo, somente alaucaridticas superiores sao
capazes de sintetizar estas proteinas de format@opreservando, desta forma, sua
atividade biolégica. As vantagens dos produtos méxmantes em relagdo aos
hemoderivados sdo o fato de a matéria-prima saitalla e o risco de contaminacao
por novos patdgenos ser reduzido. Nos processgsadieicdo de fatores sanguineos
recombinantes, sdo usadas quase que exclusivart@nrtizas cromatograficas. A
Figura 2.6 resume os tipos de cromatografia utlhsana purificacdo de proteinas, que

serdo abordadas a seguir.
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molecular Interacdo hidrofébica Troca ibnica Afinidade Fase reversg

Figura 2.5. Tipos de cromatografia liquida utilizadas na poafido de proteinas.
Exclusdo molecular, separacdo por tamanho; interaicBiofobica, selecdo por nivel de
hidrofobicidade na superficie de proteinas; tram@ica, separacdo através da carga
superficial das proteinas; afinidade, interacaeeifipa entre proteina e ligante e fase
reversa, separacéo por hidrofobicidade em resiakatapom alto grau de compactacéo,
utilizada em analises (GE HEALTHCARE HANDBOOK, 2004

2.2.2.1. Cromatografia de troca ibnica

A cromatografia de troca ibnica € amplamente watilz nos processos de
purificacdo de proteinas, sejam elas recombinam@soderivadas, provenientes do

leite ou de outras fontes. Este amplo uso € de¥ig@ande capacidade adsortiva que 0s
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adsorventes proporcionam, ao alto fator de pugfoaque pode ser obtido e ao custo
relativamente baixo, em relagdo a outras técnicamatograficas (MORAESt al,
2008).

Este tipo de cromatografia consiste na interacBrostatica do ligante
carregado, imobilizado em uma matriz solida, comwaega superficial distribuida na
superficie da proteina. Esta carga superficial ieda do ponto isoelétrico de cada
proteina e do pH da solucdo em que a proteinacmtea. Os adsorventes podem ser
de troca catidnica (ligantes com carga negativag tjacam cations) ou de troca
aniénica (ligantes com carga positiva, que trocamrég). Geralmente, para garantir
uma carga minima da proteina a ser separada, necadsse utiliza o pH pelo menos
uma unidade acima ou abaixo do ponto isoelétricordeina de interesse, dependendo
do tipo de ligante. A Figura 2.7 exemplifica aimitdo dos dois tipos de cromatografia
de troca ibnica possiveis para separar trés pesga@om pontos isoelétricos distintos. A
eluicdo deste tipo de coluna é realizada por awrgnaidativo da forca ibnica, ou seja,
as proteinas que possuirem interagdo i6nica frawaccligante irdo dessorver primeiro
e conforme a forca ibnica aumenta, outras proteddaluidas, gerando vérias fracbes
que devem ser analisadas para se determinar enfragéd esta a proteina de interesse
(GE HEALTHCARE HANDBOOKS, 2004).
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Figura 2.7. Esquema ilustrativo da separacédo de trés proteim@sdistintos pontos
isoelétricos por cromatografia de troca catidnieai@nica em pH 8 (modificado de GE
HEALTHCARE HANDBOOKS, 2004).

Os ligantes anibdnicos e cationicos podem ser idiogdem dois tipos: ligantes
fracos e fortes. A denominacdo fraca e forte esl@cionada com a capacidade de
ionizacao dos ligantes. Os ligantes anidnicos $os® considerados bases fortes, pois
seus hidroxidos em solucdo aquosa permanecem demplete dissociados. Os
ligantes catidnicos fortes funcionam como acidee) pois liberam Hem solucgéo. A
vantagem de se utilizar ligantes fortes € que aadpde adsortiva do ligante néo se
altera em uma ampla faixa de pH, ja que ndo ha nmadaignificativa de carga do
ligante. Ligantes anibnicos e catibnicos fracosepodperder ou ganhar prétons de
acordo com a variacdo de pH, ou seja, a capacidadenizacdo € variavel de acordo
com o pH do meio, o que pode acarretar em mudaaceafdacidade adsortiva do
ligante. Contudo, a maioria das proteinas possaoiogoisoelétricos entre 5,5 e 7,5 e
podem ser separadas com trocadores fracos ou.férteslizacdo de ligantes fracos
pode gerar diferentes seletividades (GE HEALTHCARRNDBOOKS, 2004;
MORAES et al, 2008). A Tabela 2.1 mostra os ligantes de trdoeca mais utilizados

e suas respectivas formulas quimicas.
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Tabela 2.1.Ligantes mais utilizados na cromatografia de tidogca (GE
HEALTHCARE HANDBOOKS, 2004; MORAE®t al, 2008).

Formula

|Nnmenr.'|atura do grupo funcional

Trocadores anionicos fortes
-CHaM*{CH;3)5
-CaHaN* (CaHsls
Trocadores anidnicos fracos
-CaHaM"Hs
-CHsN*H{CH2CHs )2
-CzHaN*HICzHs )

Trocadores catidnicos fortes
-0

Trimetilaminometil (TAM)
Trietilaminoetil (TEAE)

Aminoetil (AE)
Dietilaminopropil [ANX}
Dietilaminoetil (DEAE)

Sulfonato (5)

“CHIS0S] Sulfometil {SM)

-CsHg505" Sulfopropil (SP)
Trocadores catiGnicos fracos

-Loo” Carboxi (C )

-CHxCOO" Carboximetil (CM])

A forma mais utilizada para eluir as proteinasoaddas em colunas de troca
ibnica € empregando um gradiente de concentracadad®, na forma de gradiente
linear ou por degraus. Contudo, existe uma formeeldeé algumas proteinas por
afinidade. A eluicdo por afinidade consiste em iad&r ions que sejam capazes de
perturbar a estrutura eletrénica da proteina, dimdo o seu coeficiente de particdo e
enfraguecendo, assim, sua interacdo com o adseri@mncto. Outra forma de eluicdo é
por variacdo do pH, ou seja, duas proteinas po@encomportamentos distintos no
coeficiente de particda) quando submetidas a variacdes de pH. Isto imjitgos de
retencdo diferentes, sendo possivel separar asiqmet as vezes com mais eficiéncia do
que por aumento da forca ibnica (SCOPES, 1993). eAsal¢cdo de proteinas
dependentes de vitamina K de uma resina de trddaiea com adicéo de ions €&
um exemplo pratico deste principio, porém, nesteo,ca perturbacdo da carga
superficial ndo é realizada por mudanca de pH epsi afinidade ao fon €a(YAN,
1991).

2.2.2.2. Cromatografia de afinidade

2.2.2.2.1. Imunoafinidade e bioespecificidade
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A cromatografia de imunoafinidade em geral consigteimobilizacdo de um
anticorpo em uma superficie sélida, cujo antigea@#oteina alvo. Contudo, em alguns
casos, pode ocorrer o inverso: antigeno imobilizadoa purificar um anticorpo
especifico. Podem ser utilizados dois tipos decards: policlonais ou monoclonais.
Os policlonais sdo produzidos por imunizacdo, copnodéeina de interesse geralmente
de animais médios ou grandes, como, por exemphas, ovelhas e cabras. Usa-se,
entdo, o soro do animal para obtencdo do anticpghclonal produzido, contudo o
soro contém inumeros anticorpos que podem acareetaligacdes inespecificas. Os
anticorpos monoclonais sdo produzidos a partirrdeinico clone selecionado (células
de hibridomas, resultantes da fusdo de lifécitodeBcamundongos imunizados com
células de mieloma, que possuem alta capacidadepdeducdo). Portanto, esta célula
produzira somente um anticorpo que sera imobilizadsuporte solido, acarretando em

maior especificidade.

Um grande problema encontrado na cromatografiandeaafinidade é a etapa
de eluicdo, pois, geralmente, a interacdo antigeticerpo é forte e, as vezes, somente
condicdes drasticas sdo capazes de dissociar demrantigeno-anticorpo, o que pode
acarretar em desnaturacdo da proteina de inte@sseluentes mais comuns para este
tipo de cromatografia sédo: tampéao glicina-HCI corh gntre 2 e 3; uso de uréia ou
guanidina-HCI, para romper ligacbes de hidrogénitteracdes hidrofobicas; sais
caotropicos, como, por exemplo, tiocianatos e btorde litio, embora estes possam
acarretar em desnaturacdo, se permanecerem poo teaipo em contato com a
proteina (SCOPES, 1993).

Bioespecificidade consiste na interacdo naturastdta entre duas substancias
de origem biologica, como por exemplo, enzima eswatw. A purificacdo de
imunoglobulinas com proteina A pode ser um exemgo cromatografia por
bioespecificidade. A proteina A é oriunda da bat8taphylococcus aureuppdendo
ser produzida na forma recombinante, e pode sebiiizexda covalentemente em uma
matriz solida. Esta proteina possui a caractesistie se ligar a regido Fc (regido
constante) das imunoglobulinas. Assim, a purificagé anticorpos monoclonais com
proteina A resulta em alto grau de pureza em unta @&apa. Contudo, assim como 0s
anticorpos, a proteina A esta sujeita a degradaga@ue pode acarretar em

desprendimento da proteina A do matriz durante acqsso, gerando queda de
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rendimento e contaminando o produto de interessepoteina A. Apos 40 ciclos em
geral jA é possivel observar perda da capacidestetach (SCOPES, 1993; JIAN&
al., 2009).

2.2.2.2.2. Pseudo-afinidade

A chamada pseudo-afinidade ocorre através da géerda proteina de interesse
com moléculas, imobilizadas em um suporte soélidee gossuem algum tipo de
afinidade bioldgica com a mesma. E menos espedificgue a imunoafinidade e a
bioespecificidade, ja que, geralmente, o ligantebilizado tem interagdo com uma
familia de proteinas e ndo apenas com a proteimatetesse. Apesar disso, obtém-se
boa seletividade. Apresenta vantagens em relac@imuaoafinidade: em geral a
resisténcia a degradacado dos ligantes é maiomusto é menor. Os ligantes de pseudo-
afinidade mais conhecidos séo: corantes (ex. o @ulibacron), quelatos metalicos
(ions metélicos imobilizados), hidroxiapatita e rbacromoléculas (ex. heparina). A
eluicdo neste tipo de cromatografia ocorre poragéies de pH, forca ibnica ou por
adicdo de um agente competidor. Assim como nas idei@enicas cromatograficas,
podem-se utilizar bragos espacgadores, que consistenmoléculas de cadeia longa
imobilizadas na matriz, para expor mais o liganfga@eina de interesse, aumentando,
com isso, a capacidade adsortiva do adsorventeindlgxemplos de espacadores séo:
poliaminas, polipeptideos, poliéteres e diaminasn cextensa cadeia carbénica
(CABRAL & AIRES-BARROS, 2003; MORAE®t al, 2008).

Os tipos de cromatografia de pseudo-afinidade otdisados na purificagdo do
fator IX s&o: heparina, hidroxiapatita e ions metél imobilizados. A afinidade por
heparina ja foi comentada no item 2.1.4. A segs@tdo detalhadas as técnicas

cromatograficas baseadas em hidroxiapatita e esmniatalicos imobilizados (IMAC).
2.2.2.2.2.1. Afinidade por hidroxiapatita

A hidroxiapatita (HA) € um mineral com férmula reolilar Cg(PO4)(OH),
porém é mais conhecida pela formulad0O4)(OH),, pelo fato da unidade cristalina
hexagonal conter duas entidades. A hidroxiapataenplamente utilizada na medicina
como revestimento de ossos, por fazer parte da asiggp natural dos 0ssos, néo
havendo problemas de incompatibilidade (BROWN & GINRNTZ, 1994). Pode,
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também, ser utilizada na remocao de metais pestefluentes (SUGIYAMAet al,
2009). Além disso, este mineral também é bastdilizado em etapas cromatogréficas
para purificacdo de proteinas (GAGN@MNal, 2009a).

A adsorcdo de proteinas a hidroxiapatita se basmialois mecanismos que
atuam na adsorcdo de proteinas: através da afinitgroteina pelo ion €acontido
na estrutura da HA (maior afinidade por proteiradas), e através de troca catibnica,
possibilitada pela carga negativa presente nosH@¥S (maior afinidade por proteinas
bésicas). As hidroxilas presentes na estrutura éeambontribuem na adsorcdo de
proteinas. Contudo, a afinidade pelo forf'Gade 15 a 60 vezes mais forte do que a
interacdo ibnica (GORBUNOFF &IMASHEFF, 1984). A Figura 2.8 mostra as

possiveis interagbes da hidroxiapatita com proseéneom moléculas de DNA.
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Figura 2.8. Tipos de interacdes das proteinas e de moléculabNid com a
hidroxiapatita (BIO-RAD, 2010)

Os anticorpos monoclonais (mAb) sdo exemplos déefpras que apresentam
interacdo com a hidroxiapatita, sendo que, neste, @maioria dos anticorpos possui
maior interacdo por troca catidnica. As vantagdesse utilizar hidroxiapatita na
purificagdo de anticorpos monoclonais é o fato etepgssivel eliminar contaminantes
como moléculas de DNA, proteina A desprendida da etapa cromatografica anterior,
agregados e proteinas da célula hospedeira em @@AEBNON et al, 2009a). O
processo de purificacdo de anticorpos com resiadsdioxiapatita pode ser realizado
em dois modos: moditow throughe modo adsorcéo e eluicdo, dependendo do tampéo
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de equilibrio utilizado. WENSELet al. (2008), realizaram testes de capacidade
adsortiva dindmica de varios anticorpos na resihbidroxiapatita e obtiveram valores
entre 30 e 40 mg/mL de hidroxiapatita, utilizandéampao de equilibrio com baixa

concentracdo de cloreto e de fosfato.

A eluicdo da proteina na cromatografia com resohashidroxiapatita ocorre
através da adicdo de NaCl ou fosfato. O NaCl isfaderecer as interagdes idnicas,
enquanto que uma alta concentracdo de fosfat@®im@etir com a proteina pelos ions
Ccd”*. Contudo, combinacées de ambos os sais podentisezraslas para melhorar a

adsorcao ou a eluicdo de uma determinada protei&KON et al, 2009a).

Na auséncia de fosfatos em solucdo, fong* Garmam complexos de
coordenacdo com o0s grupamentos fosfato presentesstnatura da hidroxiapatita,
possibilitando uma interacdo secundaria da protema fons C&, o que pode
aumentar a capacidade adsortiva de uma proteinafinitade pelo C& (GAGNON
et al.,, 2009b). Entretanto, é necessario avaliar, cuidadeate, qual a melhor
concentracéo de solucdo de’Cam relacdo a concentracdo de fosfatos da fase mével
pois pode haver precipitacdo de fosfato de calgogjudicando o sistema

cromatografico.

O fator IX é uma proteina que interage comdadxiapatita por afinidade aos
fons C&" devido & presenca dos residuos de &cidos glutdmitarboxilados. Como a
presenca destes residuos € exclusiva para molédglagator IX funcionais, a
cromatografia com resina de hidroxiapatita € umanéo eficiente de selecionar
moléculas de fator IX com atividade biolégica (HABRN et al, 1998).

O pH também é um fator que interfere na interagds proteinas com a
hidroxiapatita. OGAWA E HIRAIDE (1995) avaliaram tempo de retencdo de 15
proteinas em colunas de hidroxiapatita e verifitagae, em pH 6, a interagéo foi muito
mais pronunciada do que em pH 9, independententenigonto isoelétrico de cada

proteina.

2.2.2.2.2.2. Afinidade por ions metalicos

A cromatografia de afinidade por ions metalicoshitwados, muito conhecida

pela sigla IMAC, tem como principio basico de iag&o a formacdo de ligacdes
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coordenadas entre um metal, imobilizado na matde ym agente quelante, e o
nitrogénio aromético dos grupamentos imidazol, irdoom o enxofre do grupamento
tiol presentes nos aminodacidos histidina, triptofan cisteina, respectivamente. Os
metais mais utilizados em IMAC s&o CuNi**, C&* e zrf*. Estes metais, na
classificacdo de acidos duros e moles, sdo coasideracidos intermediarios, sendo
assim capazes de interagir com bases intermedi&oaso, por exemplo, atomos de
nitrogénio aromético. Contudo, a forca de interap@o exemplo, com o nitrogénio do
anel imidazélico das histidinas, vai depender dbiante quimico a que os residuos de
histidinas estardo submetidos na estrutura tridéeal da proteina, podendo também
ser influenciados pela forca ibnica e pH do tamg@pregado na etapa de equilibrio.
Durante a etapa de adsorgédo é importante que facliastancias que possam reagir
com metais, como, por exemplo, citratos. Outrasidgasdimportantes na etapa de
adsorcéo sao: utilizacdo de elevada concentracasaldégeralmente concentracdes
acima de 0,1 M de NacCl), para evitar interacoex@nndo desejadas, e pH na faixa de
6 a 8, para evitar a protonagdo do nitrogénio imdtleo das histidinas, por exemplo. A
dessorcao pode ser realizada de diferentes foatrases de reducéo do pH, por adicao
de um agente competidor (geralmente usa-se imidamopor remoc¢do do metal com
EDTA (geralmente utilizada na etapa de regeneragés caso a interacdo metal-
proteina seja muito forte a sua utilizacdo é recwlada, porém € preciso remover o
metal em uma etapa subsequente). Os agentes @selado imobilizados
covalentemente ao suporte, que pode ser uma resamembrana ou um monolito, e
0s mais utilizados sadcido iminodiacético (IDA), acido aspartico carbuogtilado
(CM-Asp) tris-2(aminoetillamina (TREN), &cido nitfriacético (NTA) e
tris(carboximetil)etilenodiamina (TED). O mais i#ddo é o agente tridentado IDA, ja
que ele disponibiliza trés sitios de coordenac&a ftms metalicos interagirem com a
proteina. Agentes quelantes tetra ou pentadentadosrecomendados quando a
interacdo com a proteina € muito forte a pontcedeower o metal do quelato. A Figura
2.9 mostra a estrutura quimica dos agentes quslaitéglos e a Figura 2.10 a ligacéo
coordenada formada entre o metal e o anel imidazddios residuos de histidina
(CHARLTON & ZACHARIOU, 2008; BRESOLINet al, 2009).
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Figura 2.9. Estrutura de alguns agentes quelantes complexadosmetais. (a) IDA;
(b) CM-Asp; (c) TREN; (d) NTA; (e) TED (BRESOLIKt al, 2009).

Em experimentos realizados com o fator IX dervedd plasma, CHANGt al
(2006) verificaram que o metal €wapresentou maior interacdo com o fator IX em pH
7, quando foi utilizada uma coluna STREAMLINE IMAC@mM leito expandido para
purificar, em uma Unica etapa, o fator IX a padttrplasma humano. Contudo, néo se
obteve um rendimento alto, jA que houve perda der fiX no flow through
Provavelmente, houve interferéncia dos contamisadéemistura plasmatica, pois no
processo de purificacdo do fator IX recombinanten@ix’), a etapa de IMAC é

utilizada no fim do processo de purificacdo, owa,sem uma etapa de polimento, na
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qual o objetivo € eliminar tracos de contaminan(BA\RRISON et al, 1998;
EDWARDS & KIRBY, 1999).
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Figura 2.10. Complexo de coordenacdo formado pelo fon metdliéd com o anel
imidazdlico dos residuos de histidina (CHARLTON &ZHARIOU, 2008).

A hidroxiapatita também pode ser utilizada comaoosigppara ions de metais de
transicdo capazes de interagir com proteinas, @uemmo uma cromatografia IMAC,
ou seja, o0 calcio da estrutura da hidroxiapatitdepser substituido por ions metalicos,
como Cd*, Ni**, Cd”, dentre outros. A grande vantagem da utilizacabidi@xiapatita
para IMAC é o fato da hidroxiapatita ser um matet&facil acesso, baixo custo e com
maior estabilidade mecanica do que os materidigattos nas tradicionais resinas de
IMAC, principalmente quando se pretende empregaomatografia IMAC em escala
industrial (NORDSTROMet al, 1999).

O mecanismo de interacdo das proteinas com a aghatita substituida ainda
ndo é completamente conhecido e diferentes méttaleklicdo podem ser empregados,
dependendo do tipo de interagdo. Por exemplo, FARINMt al. (2007) avaliaram a
interacdo da mioglobina com a hidroxiapatita stiista com C&f, Ni°* e Zrf*, e
utilizaram diferentes agentes competidores na atapeluicdo: eluicdo por adicdo de
fosfato de sodio, de NiEl, de imidazol e de EDTA. Os autores observaram

comportamentos diferentes no rendimento obtiddzatido os métodos de eluicao
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citados, sendo que a eluicdo com imidazol foi aonegficiente. Além disso, dentre os
fons metalicos testados, o CCdemonstrou ter a maior afinidade pela mioglobpuas

esta somente foi eficientemente eluida com adigdeRITA. Este comportamento pode
ter sido acarretado pelo fato de adicionalmentestiexin interacdes iOnicas da
hidroxiapatita com a mioglobina, ja que a hidroxidfa ndo substituida apresentou

pequena interagcdo com a mioglobina (FARIN&SI, 2007).

Ensaios de adsorcéo utilizando tampdes com alteeotracéo salina podem ser
utilizados para inibir interagbes idnicas, como ar@mado anteriormente. LIt al
(2008) realizaram experimentos de adsorcdo comptaeinas diferentes (epimerase,
N-carbamoilase e racemase) em hidroxiapatita nuadifi através da insercéo de ions
Fe’* na estrutura cristalina, utilizando uma conceddimage 0,3 M de NaCl no tampé&o
de equilibrio, para evitar interacdes ionicas ieeffiras, sendo, com isso, possivel
avaliar somente as interacbes por coordenacdo wloFé& imobilizado com as
proteinas. Foi observada diferenca na capacidastetac estatica da HA-Eepara as
diferentes proteinas, mesmo todas tendo uma cawda8chistidinas acopladas. Isto
mostra que a conformacado da proteina pode inflaema coordenacdo do nitrogénio

imidazolico das histidinas com os ions metalicoshitizados (LINet al., 2008).

2.2.2.3. Exclusao molecular

A cromatografia de exclusdo molecular ou filtragéogel consiste na separagéo
de proteinas com base em suas massas molaresria apaésenta uma distribuicdo de
tamanho de poros, sendo que as proteinas com magsa molar percorrem o gel mais
rapidamente e aguelas com massa molar pequenarrpercmais lentamente, pois,
como sSao menores, podem penetrar em poros MeORE resulta em um percurso
mais tortuoso e, consequentemente, mais lento (EELAHCARE HANDBOOK,
2004).

E possivel utilizar a cromatografia de exclusadegwar como técnica analitica,
pois com esta técnica é possivel obter dados réésr@o tamanho das proteinas ou seu
didametro hidrodindmico e referentes a interacdoeembléculas idénticas e moléculas
diferentes. A escolha do material utilizado ne§® tde cromatografia € um fator
importante a ser analisado, dependendo da func@ootizina de interesse, pois alguns

materiais, como silica, podem causar ativacdo tteefm de coagulacdo, assim como
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degradacédo (principalmente o fator VIII). Materiaem alta hidrofobicidade nao séo
recomendados para este tipo de cromatografia, podem causar interacoes
inespecificas da proteina com a superficie séltaprincipais materiais disponiveis
comercialmente que apresentam superficie hidrafiséo a resina SepharBsé
(agarose), da empresa GE Healthcare, e a resitao§eh EMD BioSec (base de
polimetacrilato com tentaculos hidrofilicos ligadms/alentemente), da empresa Merck.
Contudo, a resina Sephar8sé possui baixa resisténcia a presséo, o que ser&a

desvantagem em relacdo ao Fractogel (J@BHT, 1998).

2.2.2.4. Interacao hidrofébica

2.2.2.4.1. Principio de separacéo

As interacdes hidrofébicas intramoleculares saaddumentais para fornecer
estabilidade as proteinas, pois contribuem pamboathento das cadeias polipeptidicas
para suas estruturas secundarias e terciariaani@sdacidos que mais contribuem para
que as interacdes hidrofébicas ocorram na estrutdgauma proteina sdo: os
aminoacidos apolares alifaticos (alanina, valieacina, isoleucina e metionina) e os
aromaticos (fenilalanina, tirosina e triptofano).e@ito cumulativo das interacbes de
natureza fraca (interagbes hidrofébica, interacdesvan der Waals, ligagbes de
hidrogénio e intera¢gdes idnicas) contribui sigeificamente para que a proteina exerca
sua atividade biolégica. Por exemplo, a ligacdoude hormbénio ao seu receptor
proteico, assim como a ligacdo antigeno-anticadppende do efeito destas interacdes
(NELSON & COX, 2011).

A formacdo de regibes hidrofobicas em proteingsenide de alguns fatores
intrinsecos a estrutura da proteina, como o nurderaminodcidos hidrofébicos na
cadeia priméaria e a posicao destes aminoacidosrifintda molécula ou expostos na
superficie). Portanto, devido a variedade de pibsisides proporcionada pelos
diferentes aminoacidos existentes, cada proteir@a uma composicdo hidrofébica
distinta. Isto faz com que seja possivel separatefiras com base nas caracteristicas
hidrofdbicas, explorando as diferentes afinidadesptoteinas por ligantes hidrofébicos
imobilizados em matrizes cromatograficas. O condeihldamental da interacdo de uma
proteina com um ligante hidrofébico esta relacionadm a adsorcdo preferencial da

proteina na resina, visando reduzir sua interagéo @ solvente. Sua permanéncia em
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fase aquosa levaria a uma orientacdo das molédelasgua em torno dos residuos
apolares, o que resultaria em uma reducédo da éntryp adsorver, esses residuos séo
liberados do contato com agua, o que é favoraveloto de vista energético (FILHO
E MENDIETA-TABOADA, 2005; QUEIROZet al,, 2001).

Para que a interacéo ligante hidrofébico-prot@icarra, € necessaria uma alta
concentracdo de sais, que favoreca o efeitosaléng-out Esta terminologia foi
utilizada pela primeira vez por Tiselius, que obsarque aminoacidos e proteinas sao
capazes de se ligar a suportes neutros em altaerdomcoes de fosfatos alcalinos
(QUEIROZ et al, 2001; TISELIUS, 1948). O termsalting-outrefere-se aos sais que
provocam precipitacdo de proteinas quando estaelevadas concentracdes, ou seja,
0S sais capazes de expulsar as proteinas da saucéadsorver’” moléculas de agua,
com maior interacdo ion-agua do que agua-agua (dAMN@l, 2007). Os cétions e
anions foram organizados em uma série em relacapacidade de precipitar proteinas,
a qual é denominada de série de Hofmeister (QUEIRDZL, 2001). Portanto, com
base nesta série é possivel prever a influénciaiftgentes sais em interacdes
hidrofébicas entre proteinas e ligantes. A séraeper visualizada na Figura 2.11.

Sais como NSO, (NH4).SO, e NaCl sao normalmente utilizados em fases
moveis para cromatografia de interacdo hidrofolpieln fato de proporcionarem alta
forca i6nica a solugdo, sendo o (N$0O, utilizado com mais frequéncia (KARLSSON
& HIRSH, 2011). Contudo, sais como NaSCN e Gagbr exemplo, ndo aumentam a
forca das interagdes hidrofobicas, por aumentarsoiubilidade de proteinas em agua,
0 que é conhecido como efegalting — in(Figura 2.11). Neste caso, a intera¢do agua-
agua € mais forte que a interacdo ion-agua (ZAWGAL, 2007). Estes sais sdo
chamados de caotrépicos por serem substancias esergdnizam as estruturas
tridimensionais de macromoléculas (DANDLIKER al, 1967). Entretanto, agentes
considerados caotropicos podem favorecer interagbesofobicas. YAN (1991)
mostrou que a proteina C humana recombinante posaior afinidade por ligantes
hidrofobicos em presenca de baixas concentrac6€a@é. A proteina ndo se ligou na
resina hidrofébica utilizando-se apenas uma solugépéao contendo 1 M de NacCl,
porém somente quando 10 mM de Gali adicionado ao tampao. Portanto, a
compreensao do mecanismo de interacdo de proteindgantes hidrofébicos nao é

trivial.
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Aumento do efeito de Salting-in

Figura 2.11 Série liotropica de Hofmeister (QUEIR@Z al.,, 2001).

MELANDER et al (1984) foram os primeiros a formularem um mecanis
para a interacdo hidrofobica, o qual consiste gmorsgue o0 aumento da molaridade do
sal na fase movel ou a mudanca para um sal conr maremento de tensdo superficial
promove um aumento da tenséo superficial, 0 queeatara retencdo de proteinas por
interacdo hidrofébica (MELANDER al, 1984).

O modelo de hidratacdo, apresentado por ARAKAWASEA), refere-se a
interacdo preferencial de proteinas com sais eut&ole o efeito do sal na solubilidade
de proteinas. Por exemplo, o sal MgGlpesar de aumentar a tensdo superficial da
agua, ndo promove aumento na interacao entre @ipacd o ligante hidrofébico, pois a
proteina é preferencialmente hidratada (ARAKAWA, 889 ARAKAWA &
TIMASHEFF, 1984). Isto mostrou que o modelo de MEER et al. (1984) nao
previa determinados casos. ARAKAWA & TIMASHEFF (¥98explicaram que a
ligagdo da superficie hidrofébica de proteinas cdigantes hidrofébicos €
termodinamicamente estavel em presenca de alt@tacao salina, ja que a presenca
de sal aumenta a energia livre das proteinas (guaaior a superficie hidrofobica,
maior o incremento da energia livre), tendendo a unstabilidade da proteina. Quando
um ligante hidrofébico é introduzido no meio, astpimas tendem a se ligar ao ligante
hidrofobico buscando a estabilidade, ou seja, aemento da energia livre é
minimizado em presenca do ligante hidrofébico (ARRAMA & TIMASHEFF, 1984).
Por outro lado, alguns sais como Mg6&# ligam a proteinas tornando a forma livre da
proteina termodinamicamente mais estavel mesmo esemga de um ligante

hidrofébico. JENNISSEN (1986) sugeriu que a infdcade uma proteina com um
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ligante hidrofébico € uma reacdo com multiplos giske que a etapa limitante seria a
lenta modificagdo conformacional ou reorientacamdeina na superficie hidrofébica
(JENNISSEN, 1986).

ROETTGERet al (1989) propuseram que sais anti-caotropicos fgamovem

o salting-ou) tém uma preferéncia negativa pela interacdo cemrateinas e com o
ligante hidrofébico, promovendo a adsorcdo da pmateNo entanto, sais caotropicos
(que promovem csalting-in) tém maior preferéncia pelas proteinas e pelontega
hidrofébico, o que acarreta em dessor¢cdo da peotéinproposta confirmou que a
interacdo hidrofébica € dependente da concentragdina, sendo que o efeito é
dependente do tipo de sal utilizado, ou seja, altaxentracbes de sais caotropicos
favorecem a dessor¢cdo, enquanto que altas conggedrade sais anti-caotropicos
favorecem uma maior adsor¢édo (ROETTGERI, 1989).

GENG et al (1990) sugeriram que a alta concentracdo detgal @mo um
diluente que afeta a concentragdo molar da aguada m conformacao das proteinas, a
forca das interacdes hidrofobicas e o numero dedentds de agua em torno de
proteinas hidratadas (GENsBal, 1990).

O mecanismo das interagcdes hidrofobicas ndo é lesmpmle prever.
OSCARSSON (1995) explicou que a conformacao dateimas estd constantemente
em modificacdo e que estas modificagdes séo irdladas por diferentes adsorventes,
certos tipos de sais, além da concentracdo dos osesmplicando na exposicdo dos
sitios hidrofébicos das proteinas. Portanto, seesessitios expostos forem
complementares ao ligante, interagfes favoraveideta a ocorrer (OSCARSSON,
1995).

Muitos fatores podem favorecer ou desfavorecentaracdo hidrofébica de
proteinas. O aumento do pH faz com que a maiorfqa pitateinas adquira carga
negativa, sendo que em condicdes levemente alsafinaproteinas tornam-se mais
hidrofilicas, desfavorecendo a interagcdo com atigaO tipo de ligante e a densidade
do mesmo no adsorvente também interferem no desdrom uma cromatografia por
interacdo hidrofébica. O aumento da cadeia de amak imobilizados em matrizes
provoca acréscimo no potencial da interacdo hithioéde o ligante fenil apresenta o

incremento de ligacdes aromaticas que, somadagexagdes hidrofébicas, aumentam
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o desempenho do processo em alguns casos. O tipatde também pode influenciar
na eficiéncia do processo devido a diferenca desuteide e ao efeito do transporte de
massa difusivo (KUCZEWSK&t al, 2010; CHENet al, 2008a; CHENet al, 2008b
FILHO E MENDIETA-TABOADA, 2005; QUEIROZet al, 2001; LINet al, 2001).

2.2.2.4.2. Aplicacdes da interac&o hidrofobica

A interacao hidrofobica pode ser utilizada emréifites etapas de purificacdo de
proteinas: na captura ou no polimento. Contudalgente é utilizada como etapa de
polimento. Em etapas de captura, normalmente veecedida de uma etapa de
precipitacdo devido a alta concentracdo de saisssada para adsorver as proteinas e
algumas proteinas tendem a precipitar mais factené®TRACKEet al, 1992). Em
algumas situacdes a interacdo hidrofébica vem giggede uma etapa de troca
anidnica, sendo adicionada uma quantidade de)¢SE, ao eluido (concentracao final
de 0,5 M de (NH),SO, com o objetivo de alcancar as condicdes ideas @adsorcao
na coluna hidrofébic®henylSepharosé sem a necessidade de uma diafiltracdo. Este

foi 0 caso da purificagdo de um anticorpo monodlang-CD4 (GUSEet al,, 1994).

A cromatografia por interacdo hidrofébica tambéntikkizada na purificacdo de
plasmideos (pDNA). Neste caso a intencdo € sepap®NA de moléculas de DNA
gendmico, RNA, oligonucleotideos e endotoxinasseja, contaminantes bacterianos.
A utilizacdo de ligantes hidrofébicos esta vincalaab fato que moléculas de pDNA,
por apresentarem dupla fita, possuem as basesfdbdras protegidas no interior da
molécula, ndo expondo as mesmas ao ambiente. Borigmssuem uma interacdo
minima com matrizes hidrofébicas enquanto que astaccinantes sdo fortemente
adsorvidos por apresentarem regides hidrofébicpasstas, ja que o DNA gendmico,
por exemplo, possui fita simples. Com isso, o pD8lAecuperado no efluente, em
modoflow-through(DIOGOet al, 2005).

HUSI & WALKINSHAW (1999) avaliaram a eficiéncia desinas de interacdo
hidrofébica para purificacdo de algumas proteirapldsma, como fator IX, fator X e
protrombina. Dentre os ligantes hidrofébicos avil® a melhor separacdo ocorreu
com o grupo fenil imobilizado em matriz de agaroSentudo, a combinacdo com
outros métodos, como, por exemplo, cromatografigroea ibnica e afinidade, séo
necessdrias para obtencao de altas purezas (HUBAKKINSHAW, 1999). Contudo,
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nao ha relatos da utilizacado da interacdo hidroBlmia a purificacdo do FIXr, sendo

este um dos objetivos deste trabalho.
2.2.3. Membranas cromatograficas

As membranas adsortivas surgiram como uma alteanais convencionais
resinas cromatograficas, por apresentarem uma skrievantagens. A principal
vantagem consiste no fato de que, em membranasnspbrte através dos poros €
convectivo, o que possibilita maior fluxo do que esflunas empacotadas com resinas,
sem um aumento consideravel de presséo. A Figlidani2ostra uma comparagao entre
o fluxo nos poros de uma resina e de uma membswteva, indicando a auséncia da
difusdo nos poros como etapa lenta e limitante. @ountilizacdo de membranas, o
tempo de residéncia é reduzido, acarretando em aluigdo mais rapida, ja& que o
acesso aos poros ¢ facilitado. Geralmente, aagdiza de membranas reduz o tempo de
processo em cerca de 10 vezes em comparacdo aadleusesinas empacotadas,
aumentando a produtividade do processo (CHARCOS$898). A grande eficiéncia
das membranas é devida a organizacdo dos poromarfina camada polimérica rigida
(ZOU et al, 2001). A utilizacdo de membranas adsortivas égs@ como uma
alternativa eficiente em etapas de purificacdo dsefnas terapéuticas, pois pode
acarretar em economia de custos, ja que reduz motdmprocesso, diminui a utilizacéo
de consumiveis (tampdes, por exemplo) e é de é&cidlonamento, pelo fato de os
sistemas serem modulares (REIS & ZYDNEY, 2007).t0dm, apesar das vantagens
das membranas adsortivas, estas ndo sdo amplamélitadas em processos
comerciais, pois as membranas possuem uma baigaidage dinamica adsortiva em
comparacao com resinas, sendo esta baixa capa@dadgiva atribuida a baixa area
superficial por unidade de volume das membranasitafo, atualmente, o
desenvolvimento de membranas com alta capacidatet@d € um atrativo campo da
ciéncia (BHUTet al, 2010).

Em relacéo ao custo de um processo de purificaggwaleinas com membranas
adsortivas, ndo basta considerar o fato de a memlprapiciar maior produtividade do
que a resina para afirmar que o custo de produg&b reenor com a utilizagdo da
membrana no processo. Devem-se avaliar alguns pa@srantes de optar entre uma

ou outra. Neste contexto, HUNS al (2001) realizaram uma anélise econémica, com
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base em um modelo matematico, para comparar o fingtao processo de purificacdo
de BSA, utilizando-se a cromatografia de imunodfde com uma membrana e uma
resina. Para isto, 0os autores levaram em cons#@igragém dos custos de colunas
cromatograficas e modulos de membranas, a denstliatigante imobilizada em cada
suporte e a capacidade dinamica adsortiva em arobosasos. Também foram
considerados na analise variaveis como: capacidadal de processamento em litros,
namero de ciclos (vida util) de cada material enjdade de anticorpo usada na
imobilizacdo. Depois de efetuadas as analisesuttses concluiram que 0 processo
utilizando membranas proporcionou um custo 28% meoogque 0 Mesmo Processo

utilizando uma resina cromatografica (HUMTal., 2001).

¥ 3 Fluxo convectivo

. ¥

« Difusiono poro

Resina Membrana adsortiva

Figura 2.14 Comparagao do transporte do fluido no interior gmsos de uma
membrana adsortiva e de uma resina (FRAGWBL, 2009).

2.2.3.1. Caracteristicas dos materiais utilizados an fabricacdo de

membranas adsortivas

Muitos polimeros podem ser utilizados para fabriceembranas adsortivas,
contudo estas devem possuir algumas propriedagesiisas. E fundamental que as
membranas produzidas sejam microporosas. As meas@sortivas encontradas no
mercado possuem tamanho de poro de 0,8 um (Mu&anBall Membranes) a mais de
3 um (membranas adsortivas produzidas pela SajorAs membranas devem ser
produzidas com materiais hidrofilicos e neutrosaparitar interacbes ndo especificas,
pois muitas proteinas sdo capazes de interagir mwateriais hidrofébicos, o que
acarreta perda de rendimento caso a proteinaetha tsuperficies hidrofébicas em sua

estrutura. E importante que os materiais poliméritnham grupos funcionais que
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permitam a imobilizacdo de ligantes em alta demsidpor varios tipos de reacdes. Os
polimeros devem ser quimicamente estaveis, poigmbrana entra em contato com
diferentes tampdes durante as etapas de equiliakiagem, eluicdo, regeneracdo e
sanitizacao, sendo que, ao longo de todas esfa@setacorre uma grande variacao do
pH. As membranas adsortivas precisam ter resisténecanica e a alta temperatura,
pois devem ser capazes de resistir & pressdo earntwanar e a esterilizacdo sob altas

temperaturas.

A Figura 2.15 mostra uma micrografia eletrbnica daredura de uma
membrana de celulose regenerada produzida pelaesan@artorius, a membrana
Sartobind® Phenyl N&o ha muitos trabalhos na literatura descrevendiilizacdo desta
membrana, uma vez que se trata de um produtoviataginte recente, disponibilizado
comercialmente no final de 2009. Um deles compagficééncia desta membrana, em
uma etapa de polimento do processo de purificagaordanticorpo monoclonal, com a
resina Toyopearl PPG-600M, obtendo-se resultadospamaveis em rendimento,
remocdo de agregados e proteinas da célula hospegerém o processo com a
membrana foi seis vezes mais rapido, compensani@ooda resina ter o dobro da
capacidade (KUCZEWSKet al, 2010). Como o ligante fenil havia sido previabteen
avaliado com sucesso na purificacdo do FIX derivatto plasma (HUSI &
WALKINSHAW, 1999) e o desempenho desta membranalaaindo foi muito
explorado, este trabalho tem como um dos objetimesaliar o desempenho da
membrana Satobifid Phenyl no processo de purificacdo do FIX recombinante

produzido em células CHO, agregando importantesnmdcdes a literatura.

Figura 2.15. Micrografia eletronica de varredura da membraneo8amd® Phenyl
(SARTORIUS STEDIM BIOTECH, 2009).
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A preparacdo de uma membrana adsortiva envol dt@as sequenciais:
primeiro, a preparagdo da matriz polimérica ou gaaica; segundo, a ativacdo da
matriz polimérica; e, por ultimo, a imobilizacdovatente do ligante cromatografico na
membrana ativada. A matriz de uma membrana adaopode ser preparada com
materiais poliméricos ou inorganicos. Contudo, aiomgarte das membranas
adsortivas, encontradas no mercado e em pesgs@&asie materiais poliméricos puros
ou compgdsitos. Dentre os polimeros mais utilizadasfabricacdo de membranas
adsortivas estdo: polissacarideos (celulose, guitos quitina), poliamida, polisulfona,
polietileno, polipropileno, policarbonatos, polgébl vinilico) e polimeros monoliticos,
como o poli(glicidil metacrilato-co-etileno dimetdato). Todos estes materiais estao
disponiveis comercialmente (ZGdtl al, 2001; KLEIN 2000; PABBYet al,, 2009).

As membranas de celulose e derivados sdo bastamiegadas. A celulose é
um polissacarideo formado pela unido de molécuwddsglicose através de ligacops
1,4-glicosidicas. Consiste em um material fiborosondorme. Entretanto, a celulose
nativa ndo € muito utilizada para a purificacagdeeinas, pois sofre degradacédo em
solucdes alcalinas e o numero de grupos reati@3$,(H) em sua estrutura € baixo em
relacdo a agarose, material comumente utilizadooc@sina cromatografica (ZO&k
al., 2001). A celulose regenerada é a celulose madidiqquimicamente com o objetivo
de aumentar o carater hidrofilico e o numero deokiths reativas disponiveis para a
imobilizacdo de ligantes. Este tipo de membranaokneccializado pela empresa
Sartorius e pode ser obtido por inversdao de fadgund tratamentos podem ser
realizados para melhorar sua resisténcia mecaracenentar o tamanho dos poros das
membranas, como a utilizacdo de NaBldara obter membranas de celulose
macroporosas (GU@t al, 1994). A tendéncia a formar poros pequenos é&deao
inchamento limitado da celulose nativa que absgeeca agua em sua estrutura
(PABBY et al, 2009). Membranas de celulose regenerada corgbkgacruzadas (tipo
de ligacdo em que o polimero reage com moléculasies para formar uma estrutura
tridimensional com alta massa molar), ou sejacutdas, podem ser preparadas apds a
reacdo com 1-cloro-2,3-epoxipropano a 50°C porr@hZOUet al, 2001). O reagente
bifuncional utilizado para cruzar as ligacdes dalose aumenta a resisténcia quimica
do material (PABBY et al, 2009). GERSTNERet al (1992) prepararam uma
membrana de celulose utilizando grupamentos digtileetil, obtendo com isso uma
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membrana de troca anibnica com excelente capacatistativa, que foi utilizada para

adsorcgéo de citocromos e lisozimas.

A celulose é uma macromolécula muito consistenterepacta, insoltvel em
agua e em muitos solventes organicos. Sendo assimmétodos tradicionais de
dissolucéo da celulose sdo complexos, algumas wezes e usam solventes téxicos.
Buscando contornar este problema, em uma publicegéente, BARROSCet al
(2010) obtiveram sucesso ao utilizar pela primeaza um liquido ibnico (sal organico
com baixo ponto de fusdo e praticamente zero ds@oede vapor, que possui excelente
propriedade de dissolucdo para a maioria dos cdogpagganicos e inorganicos),
denominado de cloreto de 1-butil-3-metilimidazdBN[IM][CI]), para solubilizar a
celulose durante o procedimento de preparacdo dabraea. A utilizacdo de liquidos
iGnicos desponta, portanto, como uma op¢ao amlneetde vantajosa para a producao
de membranas de celulose (BARRO&QL, 2010).

A quitosana, um derivado da celulose sintetizadavés da desacetilacdo da
quitina (poli(2-amino-2-deoxi-D-glicose)), polissaiteo natural encontrado em
crustaceos, também é utilizada para fabricar mamabrgois consiste em um material
com estrutura porosa controlada, boas propriedadesanicas, hidrofilicidade,
biocompatibilidade e com grupamentos reativos (ZEN@l, 1998). A Figura 2.16

mostra a estrutura quimica da celulose, da quétida quitosana.
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Figura 2.16.Estruturas quimicas da celulose, quitina e quil@$aOUet al, 2001).

Na tentativa de se produzir uma membrana de baisto para separagédo de
proteinas, MAH e GHOSH (2010) desenvolveram receetée uma membrana de
celulose, ou seja, de papel de filtro, capaz déigarimunoglobulina humana de um
meio condicionado de células CHO por interacaoolfiidica, obtendo purezas entre 91
e 97% e rendimentos de 89 a 96%. Para conseguir merabrana com esta
propriedade, os autores reagiram discos de celutmse o hidrogel poli (N-
vinilcaprolactama), formando uma membrana composden alta permeabilidade
hidraulica. Contudo, o material possui tendénd@acao de incrustacdes apos alguns
ciclos, porém, segundo os autores, este problensmaBenizado pelo fato de ser uma
membrana de baixo custo. A Figura 2.17 mostra autash do poli(N-
vinilcaprolactama), abreviado por pVCLM, e suara¢@o com a celulose, apresentada
em forma de desenho e por microscopia eletronicaadedura (MAH & GHOSH,
2010).
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Figura 2.17. Estrutura da membrana compdsita formada por a@ul o hidrogel
poli(N-vinilcaprolactama). Na parte superior, ddsersquematico do recobrimento das
fibras de celulose pelo pVCLM. Na parte inferiongigens de microscopia eletronica de
varredura de (A) celulose pura, (B) celulose cobl% de pVCLM e (C) celulose com
8,96% de pVCLM (adaptado de MAH & GHOSH, 2010).

As poliamidas, também conhecidas como nylon, possata estabilidade
mecanica e quimica, facilidade de processamentis@ghio de umidade, por isso sdo
materiais de grande interesse da industria de naerabr As poliamidas podem ser
produzidas de trés formas, sendo elas: policongénsale diaminas e acidos
carboxilicos, policondensacao de acidos carbosiliseaminos e polimerizacdo de
amidas ciclicas. Quanto maior a quantidade de grupetiieno na cadeia linear das
poliamidas, menor a absorcdo de agua pela estryiniss aumentando a cadeia linear,
o efeito das forgas do tipo ligacdo de hidrogénieduzido (BISPO, 2008). Portanto,
para producdo de membranas adsortivas utilizadapunicacdo de proteinas, as
poliamidas devem ser produzidas buscando o aumdatadnidrofilicidade. Para
contornar este problema, o numero de grupos rea(iWtH,) pode ser aumentado por
reacBes de hidrdlise do nylon, porém grupos caldogsiduais devem ser eliminados
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para prevenir interacdes eletrostaticas indesejaseire as proteinas e a membrana.
Geralmente, a quantidade de grupos amino preseatestrutura da poliamida é de pelo
menos 20 puM/g de membrana (ZQdd al, 2001). No entanto, a melhor forma de
aumentar 0s grupos reativos das membranas de [udisné preparar membranas
compésitas, como, por exemplo, reagindo o nylon &6 hidroxietilcelulose em
presenca de bisoxirano ou formaldeido (BEESK&X\4lL, 1995).

O polietileno e o polipropileno possuem a hidradatade como caracteristica
marcante, além de nao possuirem grupos funcioma#s neagir com ligantes. Mesmo
assim, algumas membranas adsortivas sdo produgitds como base estes polimeros.
Isto ocorre pelo fato de estes materiais possuireTa maior estabilidade térmica e
maior resisténcia a agentes quimicos e biologioosetacdo a polimeros hidrofilicos
por natureza, como o poli(alcool vinilico) e o atetde celulose (ZOl@t al, 2001).
Contudo, existem técnicas que tornam estes matesismceptiveis a ativacdo para
geracao de grupos reativos. KUal (2009) utilizaram enxertos hidrofilicos de poli(2
hidroxetil metacrilato) para ativar a estruturaipérica da membrana de polipropileno.
Para efetuar este procedimento, os autores uéifizanducdo por ultravioleta em
presenca de benzofenona e Re®lor fim, sacarideos acetilados foram ligados para
posterior purificacdo de lectinas (classe de pmateique se ligam a carboidratos,
utilizadas na identificacdo de glicoproteinas dsgacarideos), como, por exemplo, a
concanavalina A (Hl&t al, 2009).

A polisulfona e a polietersulfona sao materiais calta resisténcia,
possibilitando a formac&o de membranas termicameguaiamicamente e biologicamente
estaveis. Entretanto, sdo polimeros altamente fidloicms. Além disso, ndo possuem
grupamentos funcionais convenientes para ativacaonabilizacdo de ligantes.
Contudo, muitos métodos podem ser utilizados pandocnar o problema da escassez
de grupos funcionais e da hidrofobicidade, como m@xemplo: misturar a
polietersulfona ou a polisulfona com polimeros dtilicos, revestir a superficie para
torna-la hidrofilica ou introduzir grupamentos loifilicos na cadeia polimérica
(PABBY et al, 2009). KLEIN et al (1994) obtiveram éxito ao modificar uma
membrana microporosa de polisulfona reagindo gridi@ogis terminais com EGDGE
(Etileno glicol diglicidil éter) para produzir grap epOxi, que posteriormente foram

utilizados para ligar covalentemente hidroxietibese na superficie da membrana.
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Apos isto, foi possivel criar grupos amino termsne@agindo hexanodiamina com a
hidroxietilcelulose. Ao final, proteina A foi imdlada na membrana através dos
grupos amino terminais (KLEINet al, 1994). Apesar da necessidade de realizar
tratamentos para viabilizar sua utilizacdo, existerambranas de polietersulfona
comercializadas pela empresa Pall Corporation,soepré-ativadas com grupamentos
aldeido na superficie, denominadas de Ultrdbidd50. Esta membrana foi utilizada
para purificar imunoglobulina murina utilizando ueagente sintético que mimetiza a
proteina A, denominado de D-PAMrotein A mimeticno qual todos os aminoacidos
tém configuracdo enantiomérica D, deslocando a polarizada para a direita
(CASTILHO et al,, 2002; BOlet al, 2008).

A polieterimida (PEI) possui excelentes proprieadmecénicas e alta
estabilidade térmica. Contudo, consiste em um mateom alta hidrofobicidade.
Portanto, a polieterimida pura ndo é recomendada aafabricacdo de membranas
adsortivas, ja que a quantidade de interacOesspixiicas seria alta. Para usufruir das
propriedades da polieterimida como membrana agisompara a purificagcdo de
proteinas, pode-se realizar a copolimerizacdo camdmeros hidrofilicos ou reagir a
PEI com aditivos hidrofilicos. A polivinilpirrolidea (PVP) € um polimero muito
utilizado para produzir membranas, ja que possuaictaristicas hidrofilicas, € miscivel
com varios polimeros e possui baixo custo (ALBREGH &L, 2007). A Figura 2.18
mostra a estrutura quimica das moléculas de PERPe(BERANFORDet al, 1999).

L e

CHs CHg

PVP PEI

Figura 2.18. Estruturas quimicas das moléculas de poli(vinitotidona), PVP, e
poli(eterimida), PEI (CRANFORI&t al, 1999).
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Para ser utilizada como membrana adsortiva, é s@gtesealizar tratamentos
quimicos para sua ativagdo e produzir membranas poynosidade elevada. Em um
trabalho realizado por SANTOS@&@ al (2003), foi comprovado que o tratamento da
membrana de PEI com dietilenotriamina (DETA) caalt@racdes nas propriedades da
membrana, que a funcionalizam e aumentam os povosd@gradacdo da cadeia
polimérica. Contudo, os autores nao introduziramhoen ligante de afinidade para que
a capacidade e a eficiéncia do material como adetevpara proteina fosse avaliada
(SANTOSOet al, 2003). ALBRECHTet al. (2006) modificaram a membrana de PEI
através de ligacbes covalentes com poli(etilenmapara produzir membranas que
podem ser utilizadas para aplicacdes biomédicagugaas moléculas de poli(etileno
imina) possuem grupamentos amina disponiveis paealezacdo de diversas reacgodes,
como por exemplo formacado de bases de Schiff cdeidds. A reacédo da poli(etileno
imina) com a PEI é realizada através do ataqueeafilito do grupo amina da molécula
de poli(etilieno imina) ao grupo imida da molécula BEI. Um tratamento com
poli(etileno glicol) diglicidil éter (PEGDGE) foiealizado para estabilizar as cadeias
poliméricas de poli(etileno imina) e fortalecerealeé através de ligacdes cruzadas entre
as cadeias de poli(etileno imina). A reacao dopaglepoxi do PEGDGE com grupos
amina da molécula de poli(etileno imina) pode ssteralida com o0 aumento da
temperatura, porém isto acarreta em reducdo daepéitidade hidraulica do material,
pois ocorre uma pequena reducdo da porosidade mibnawea, 0 que ndo € interessante
para membranas adsortivas. A Figura 2.19 mostrasguema da reacao de poli(etileno
imina) com a membrana de PEI e posterior reticolatéaveés da reacdo das moléculas
de poli(etileno imina) com 0o PEGDGE (ALBRECHT al,, 2006).
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Figura 2.19. Reacgé&o da poli(eterimida) com poli(etileno imieaPEGDGE, formando
ligacdes cruzadas (Baseado em ALBREGHEL, 2006).

A utilizacdo da membrana de PEI/PVP para purifiocagé proteinas ainda &
pouco explorada em pesquisas. Em estudos preliesinggalizados pelo grupo de
pesquisa anteriormente, a membrana compésita farpadPEI/PVP foi ativada com

poli(etileno imina) e, em seguida, a heparina fieolilizada na matriz polimérica. Foi
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verificado qualitativamente, através de um imunaenglot blo), que esta membrana
era capaz de adsorver o fator IX (MAZ&tlal, 2009). Contudo, estudos quantitativos e
mais detalhados sdo necessarios para consolid#engml desta membrana em relagéo

a purificacéao do fator IX.
2.2.3.2. Métodos de ativacdo e imobilizacdo dedigtes

A maior parte dos materiais poliméricos utilizadmsa fabricar membranas
adsortivas possui poucos ou hdo possui gruposdoais disponiveis para reagir com o
ligante de interesse. Por este motivo, varios no&tagliimicos foram desenvolvidos
para criar ou aumentar a quantidade de grupamesdtisos na superficie polimérica.
Os métodos mais conhecidos foram descritos por KLED00) e ZOUet al (2001)
em dois trabalhos de revisdo. Alguns destes métestés descritos na Tabela 2.2.

Tabela 2.2.Exemplos de alguns métodos de ativacdo de mensbfbaseado em
KLEIN, 2000; ZOUet al, 2001).

Grupamentos da matriz Grupamentos que

Método de ativacio Reagentes lelIIlEI'.lta que sio reagem com o ligante
modificados
N=C—Br -OH [R-0-C=N]

Brometo de cianogénio {acoplamento doligante

bromete de cianogenio R , e ; .
via amina primiria formando isouréia)

— CH3—CH
Epéxido o OH o
1, 4-butanodiol dighicidil eter
O Mo
Oxidacas comm D=0 cis-hidrox vicinais -COH
] G o
periodatos
periodato de sodio
: _ NH;
i i N -OH de polissacarideos =
Compostos triazinicos i o P (substituigio mucleofilica
para ligagio de corantes)
2-amine-+, & ~diclore-5-triazing
Ligacio via " -NH: -CO0-EDC
carboiimidas resaerg (caralisa a El‘ormaqiu de (ativa a carboxila doligante)
I-etil-3-(3-dimetiiamino-propil) carboiimida amidas)
(EDC)
3 i a Y ,::. : 7
110ﬂ|.ﬁ(:ﬂl;ﬂl] de wo | 7 -OH de polissacarideos JL“Q- |
hidroxilas de . £ N
carboidratos com FMP p-toluenosulfonato de 2-Fluor 1-metiipirimidma
(FMP) |
S
=] | ¥ d ! \, L
ch‘,__,;ﬂo_.-.\_ Aat ' sl
Enxerto de polimeros via Tt 74 T L fes
irradiacio glicidilmetacrilato formagdo de radicais ne—f "
livres 5
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O método de formacéo de radicais por irradiacamicanpor feixe de elétrons
tem sido utilizado na ativacdo de materiais que p@d&suem nenhum grupo reativo,
como o polipropileno e polietileno. Este métodoh@mado de enxerto de polimeros
(graft polymerizatioh e demonstrou ser bastante eficiente. Apés aiagad, os
radicais livres formados na superficie polimérieagem com um mondmero vinilico,
geralmente o glicidilmetacrilato (GMA) e o hidrottiemetacrilato (HEMA), que
polimerizam a partir do radical, formando um embeato de poli-GMA. A molécula de
GMA possui um grupamento epOxi na extremidade, zae sofrer uma série de
reacdes, gerando membranas de varios tipos comaiten@oncentracdo de ligantes,
como por exemplo: troca anidnica e cationica (gsupmidnicos (-NH(gHs)2) e
catibnicos (-S@H)); interacdo hidrofébica (grupos fenil e butiljitteracdo por ions
metalicos complexados pelo acido iminodiacéticoA)LDA Figura 2.20 mostra o
processo de acoplamento de ligantes em polimer@slas por irradiacdo (KAWAgt
al., 2003).

Membrana
de fibraoca Feize
A de elétrons  s=00H,
g

;o
COCH,CHCH,
é | \_/ /7
I T GMA ] &
GMA
, /CH,COONa
HN(C;H), NaS0, : HO-D) C.HoNH, HN{ " cooNa
¥ Y Y Y ¥
H H. I I/C“,COON&
OH  N(C:Hq)s OH SOH oH 0@ OH NHC.H, O N oo
(o] (¢ o o 0:
MO o l Ho i
\J ¥ \J ¥
[ ] [ ] | CH,CO0
OH N(C.H.), OH SOH OH 0<D) OH NHC,H, OH N(CH:COO;M
OH NHC,H,0H OH OH OH OH OH OH OH OH
DEA HEA §5-Diol Ph-Diol Bu-NH IDA-M
(a) Troca ifnica (b) Interago hidrofdbica (c) Afimdade

Figura 2.20. Esquema de preparacdo de membranas de difergasgor irradiacao
de polimeros (KAWALEt al, 2003).
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O método de irradiacdo é realizado em uma atnesfemtendo um gas inerte
(nitrogénio, por exemplo). Como mencionado no imerior, a irradiacdo pode ser
realizada com luz ultravioleta (HeX al, 2009). Outra forma de realizar o enxerto de
polimeros é por descargas de plasma de radio fiegu&omo realizado por Mét al,
para enxertar, em membranas de polietersulfondo qmli(metacrilico) na presenca de
Cério (IV) (VILANI, 2006; MA et al, 2009).

O método de ativacao de carboxilas por carbodas)igeralmente utilizando o
reagente EDC (hidrocloreto de (1-etil-3-(3-etilaotjpropil) carboiimida), €
amplamente explorado em reacfes de ativacdo de maeasbpara acoplamento de
ligantes de afinidade. Em trabalhos recentes, gisanaliar a utilizacdo membranas de
afinidade fabricadas pela técnica eletrospinning,a qual consiste em formar fibras
com diametro reduzido aplicando-se campos elétieosalta tensdo e baixa corrente,
foi adotado o processo de fabricacdo de membranasado na Figura 2.2GALVES
et al, 2006). Nestes trabalhos, as membranas de peliftsna (PES) produzidas por
eletrospinningforam enxertadas com &cido poli(metacrilico) (PMAAmM inducdo por
Cério (IV) e utilizagdo de plasma de radio-frequ&ngrocesso que gera grupos
carboxilicos na superficie polimérica. Em uma segugtapa, estes grupos carboxilicos
foram ativados com EDC/NHS (N-hidroxisuccinamidagra que o composto diamino-
dipropilamina (DADPA) pudesse ser acoplado a men#eadravés da formacédo de uma
amida. Os grupamentos —hido DADPA reagiram com as moléculas do ligante azul
de cibacron, através de uma reacado de substitnigdeofilica, gerando uma membrana
com alta afinidade pela albumina bovina. O acoplamela proteina A também foi
possivel, realizando a reacédo direta da proteineo® 0s grupos carboxilicos em
presenca de EDC/NHS, gerando uma membrana com idagacadsortiva para
imunoglobulinas, comparavel com membranas comsrciantendo proteina A como
ligante. A Figura 2.21 mostra o processo de formad@s membranas de afinidade
descritas acima (Mt al, 2006 e 2009).
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Figura 2.21. Esquema de reacdes para imobilizacdo de ligamtesembrana de PES
fabricada pela técnica daetrospinning (A) Formac¢do da membrana utilizando um
equipamento paraletrospinninge enxerto de acido poli(metacrilico) apos ativagdio
plasma de radio frequéncia; (B) Reagcdo de acopkameée moléculas de azul de
cibacron e (C) reacédo de acoplamento de molécelgsaleina A (baseado em ALVES
et al, 2006; Maet al,, 2006 e 2009).

2.2.3.3. Funcionalizagcao com heparina

As carboimidas (RN=C=NRpodem ser utilizadas para ativar carboxilas
presentes no ligante e ndo no suporte polimérianeklemplo disto € o acoplamento de
heparina em um suporte que contém grupos amiresli¢omo descrito anteriormente,

a heparina € um glicosaminoglicano muito utilizaao processos de purificacdo de
proteinas do sangue, como, por exemplo, a antiir@mtl e o fator IX (MILTRA et

al., 1986; HOFFERet al, 1999). A molécula de heparina possui grupamentos
carboxilicos que sao utilizados para acoplar cowaieente a heparina ao suporte de
interesse através da formacédo de uma amida. Cqoraud@acao de aminas com acidos
carboxilicos, gerando uma amida como produto fiméb, ocorre em condi¢des brandas,

pelo fato do cation amdnio ndo ser um nucledfito@mion carboxilato ser um eletrdfilo
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fraco, sendo ambas as espécies formadas a 25°Cramegquantidade no meio.
Portanto, a reacdo ocorre através do ataque nilideada amina ndo protonada ao
acido carboxilico, porém sdo necessarias condigéEsticas de aquecimento, ja que
estas espécies sdo minoritarias no meio reacidnaliminacdo de uma molécula de
agua, na condicdo de temperatura empregada, tomacao favoravel a formacao da
amida (COSTAet al, 2003). Para resolver o problema da alta temperab reagente
EDC, uma carboimida, atua como ativador da carbpxtidrnando-a susceptivel ao
atague nucleofilico da amina mesmo em condi¢cdeslbsa(25°C). Isto ocorre, porque
o composto EDC, ao se ligar a carboxila, funciom@aa@ um excelente grupo de saida.
Contudo, esta ndo é uma reacdo simples, pelo fatocdrrer formacdo de alguns
subprodutos indesejaveis, que, dependendo das ¢éesdiem que a reacdo se
desenvolve, podem reduzir o rendimento da reacaamoeilizacdo do ligante ao
suporte polimérico. Portanto, observacdes impatadiesta reacdo em meio aquoso
foram descritas por NAKAJIMA & IKADA (1995) em umstiudo criterioso do

mecanismo da reagcao em questao, a saber:

- Excesso de EDC formou N-aciluréia (estavel emajigundo produziu amida, mesmo

adicionando-se amina na solucéo;

- Quando a concentracdo de carboimida foi duassvezenor que a de grupos
carboxilicos, ndo ocorreu alteracdo na concentrdedgupos carboxilicos, ou seja, ndo

ocorreu reacao de ativagao;

- Quando ocorreu formacédo de anidrido durante géredas carboxilas do meio com o
EDC em uma primeira etapa da reacgéo, a formacamd#a na segunda etapa, quando
foi inserida a amina na reagdo, foi mais favora@antudo, isto somente ocorre em

moléculas que possuem carboxilas proximas, oumsgkgculas ciclizaveis;

- O pH 6timo para a reacdo do EDC com carboxilaeftre 3,5 e 4,5. Contudo, a
formacao de amidas foi mais favoravel em pH igualpara a reacdo em dois estagios,
ja que a protonacdo das aminas € mais reduzida.aP@acdo em um estagio, ou seja,

onde todos os reagentes sao colocados concomitmtien pH 6timo foi de 5;

- A reacdo em um estégio produziu maior quantideedamida do que a reacdo em dois

estagios.

48



O mecanismo da reacdo de formacdo de amida & garativacdo de grupos
carboxilas por EDC, proposto por NAKAJIMA E IKADA995), remete a formacao de
um subproduto indesejavel, a N-aciluréia, produeversivel resultado do rearranjo do
intermediario O-acilisouréia, gerado em maior qate quando ha excesso de
carboimida. No entanto, em 1996, OLDE DAMINX al avaliaram a influéncia do
composto N-hidroxisuccinamida (NHS) na reacdo eatiedos carboxilicos ativados
com EDC e aminas, com a intencdo de obter ligagiesadas em fibras de colageno.
Os autores descobriram que a insercdo de NHS aasaith um maior rendimento da
reacdo de amidacdo, pois ndo ocorreu a formacasugwodutos indesejaveis. Isto
ocorreu, porqgue a NHS reagiu com a O-acilisouféramando ésteres de NHS, que séo
mais susceptiveis ao ataque nucleofilico das ami@amtudo, os grupamentos
carboxila ndo podem ser ativados diretamente cor8,NEndo necessaria a presenca da
carboimida para iniciar a reacdo (OLDE DAMINK al, 1996). Apos esta descoberta, é
possivel encontrar artigos que estudam a reacdatidecdo de grupos carboxila,
utilizando a combinagdo EDC/NHS, para vérias fawdes, como, por exemplo, cruzar
ligacoes em fibras de colageno e bioadesivos araiyperficies sélidas, como silicone
e poli(éter sulfona) modificada com acido metaapiliLIANG et al, 2004; NAMet al.,
2008; MAet al, 2009; SAMet al, 2010). A Figura 2.22 mostra 0 mecanismo da meaca
entre o grupamento carboxilico da heparina e umaaaem presenca de EDC/NHS
formando uma amida.

Adicionalmente, bracos espacadores, como os wdez@ara na imobilizagéo de
ligantes de afinidade em resinas cromatograficadem também ser utilizados em
membranas de afinidade, aumentando, assim, a laiidasie da proteina ao ligante
imobilizado (ZOUet al, 2001).
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R; = Complemento da molécula de heparina
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Figura 2.22. Mecanismo proposto para a reacdo de imobilizagicheparina na
membrana de PEI/PVP, utilizando EDC e EDC/NHS catigadores de carboxilas
(baseado em NAKAJIMA & IKADA, 1995; OLDE DAMINK et al, 1996;
SOLOMONS & FRYHLE, 2002).

2.2.3.4. Modulos utilizados para cromatografia commembranas
poliméricas
Os médulos mais utilizados para cromatografia coembranas sdo de folhas

planas, empilhadas em forma de disco, e de fibtas.ds modulos de folhas planas

sdo mais eficientes em pequena escala, pois o a@mndendidmetro pode causar
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problemas na distribuicdo do fluido. Por esta razdoaumento de escala com
membranas em formato plano é realizado enrolandoi®&mbrana em torno de um
eixo (formato de espiral) ou empacotando-as emdatmpregas para aumentar a area
superficial, como o médulo contendo a membranaraatiénica Pall Mustarfg da
empresa Pall, o qual pode ser visualizado na Figu2d. Modulos como estes sdo
disponibilizados comercialmente com até 8 de area superficial. O volume destes
maddulos pode variar de 0,35 mL a 5 Litros. Os maslplodem também ser combinados
em série ou em paralelo, dependendo do processoapaentar a capacidade dinamica
(REIS & ZYDNEY, 2007).

Ja as fibras ocas conseguem reunir uma alta gpedfistal em um maédulo com
volume pequeno. Além disso, fornecem varias owtassagens quando se adicionam
modulos em paralelo para aumenta a escala do pmcesmo: queda de pressdo
transmembrana, comportamento da curva de ruptpradeitividade volumétrica nédo se
alteram com o aumento de escala, o tempo de resdéo fluido se mantém constante

e o curto tempo de ciclo é preservado (BOI, 2007).

O modo de filtracdo frontal pode ser utilizado nambranas adsortivas, pois
incrustagfes sdo minimizadas, j& que sempre hdaiamento de clarificacdo antes do
inicio das etapas cromatogréaficas de um processgairifecacédo e, portanto, ndo ocorre

passagem de particulas em suspenséao.

|

Figura 2.23.Médulo de 5 litros da membrana de troca idnicé Maktang XT (REIS
& ZYDNEY, 2007).
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2.2.4. Monolitos como matriz cromatografica

Uma coluna monolitica consiste em uma fase soélol@tendo um material
poroso com canais interligados, geralmente em fiorwiindrico e com poros grandes,
gue geram alta permeabilidade ao fluxo (FARIAaL, 2006). Os monolitos podem ser
considerados como a 4° geracdo de materiais crgrafitms, sendo as particulas
difusivas convencionais a primeira, as particumpetfusao a segunda e as membranas
cromatograficas a terceira. O diagrama da Figuzd 2ompara a estrutura dos 4 tipos
de materiais cromatograficos. Os monolitos posswmMmesmas vantagens das
membranas cromatograficas: facilidade de escalomiame transporte
predominantemente convectivo (desempenho indeptndkn fluxo) e facil acesso,
principalmente de moléculas grandes, aos siti@xdercao. Foi observado que, quanto
maior a molécula, maior a capacidade adsortivantitgddo monolito. Isto ocorre pelo
fato de as moléculas maiores terem uma constafitsivd baixa, por exemplo
moléculas de DNA de 44 kpb possuem 1,9 ¥ tff/s, enquanto que moléculas de
albumina bovina de 66 kDa possuem 6,7 X &6f/s de constante difusiva (GAGNON,
2006).

Para uma molécula grande pura (ex. tiroglobulirgé) BDa), a capacidade
dindmica do monolito CIM Q supera a de resinas cromatograficas e membranas
contendo o mesmo ligante imobilizado (JUNGBAUER &HHN, 2008). Isto indica
gue os monolitos possuem uma maior densidade detdig que as membranas, sendo

esta a maior vantagem dos monolitos em relacaceasonanas.

Particulas Panicula:s
difusivas de perfusao

M

?Emmsa_ﬂ
Figura 2.24. Materiais cromatograficos. Particulas difusiva%,gbragéo; particulas

difusivas de perfusao, 2° geracao; membranas cogmddicas, 3° geracdo e monolitos,
4° geracdo (GAGNON, 2006).

Membranas Monolitos

52



2.2.4.1. Materiais e modo de preparo

Os materiais poliméricos sdo os mais utilizadosa parpreparo de colunas
monoliticas. A formacdo do monolito ocorre denta prdpria coluna através da
polimerizacdoin situ. Uma grande vantagem dos materiais poliméricos &lta
estabilidade quimica, ou seja, suporta variacogsHlentre 2 e 12. Os polimeros mais
utilizados séo: a poliacrilamida, o polietileno4dilbenzeno e o polimetacrilato. Este

altimo € o mais empregado pela facilidade de furaliaacéo (FARIAet al, 2006).

A polimerizacdo ocorre em presenca de reagentésiaps com diferentes
funcdes, como o mondGmero, um agente de reticulacGm solvente porogénico. A
polimerizacdo é iniciada por aquecimento, em umaafde temperatura de 50 a 80°C
ou por luz UV. Apés o término da polimerizacéo, soivente € bombeado através da
coluna que foi utilizada como molde para removeird#os e 0 agente porogénico. Por
fim, o monolito é seco com nitrogénio gasoso e ifuraizado para o tipo de
cromatografia desejado. A funcionalizacdo pode recorsimultaneamente a
polimerizacdo, através da insercdo de um mondémeroidnal, ou apdés essa etapa,
deixando a coluna em repouso com o0s reagentesreuiop (FARIAet al, 2006). A
segunda opcao é mais simples e o0 monémero mamadtl para a funcionalizacéo € o

glicidil metacrilato (GMA), pois possui grupos epésativos (ARRUAet al,, 2012).

Monolitos podem ser produzidos com materiais i@oigps como silica. Neste
caso, o monolito é formado pelo processo sol-gala(solucéo coloidal, sol, funciona
como precursor para uma rede integrada, gel), @ georre um encolhimento do
monolito apds a formacédo. Portanto, ndo € possiilear colunas de aco inox como
molde para monolitos de silica, devendo-se utilrpateriais que sofrem deformacéo
com variacdo de temperatura e pressdo, como ponpdaea poli(éter-éter-cetona)
(FARIA et al, 2006). A Figura 2.25 mostra a micrografia eleitd da estrutura de

diferentes monolitos que séo comercializados pswaem cromatografia.

A construcdo de monolitos hibridos, com materieganico e inorganico,
também esta sendo foco de estudo. Um monolito capog vinil e silano na estrutura
final tem a intencdo de combinar vantagens daasdam as dos materiais com base
organica, obtendo uma alta area superficial, fr@iparacéo e alta estabilidade quimica
e mecanica (ARRUDAt al, 2012).
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Figura 2.25 Micrografia eletrdbnica de alguns monolitos coresc (A)
polimetacrilato, conhecido como Cfiylproduzido em forma de discos ou tubos, da
empresa BlIASeparation, (B) poliacrilamida; colunAl@J da empresa Bio-rad; (C)
monolito de silica, nome comercial Chromolith, dapeesa Merck; (D) Criogel feito de
poli(alcoolvinilico); e (E) poliestireno, comeraiante conhecido como Monobeads

(JUNGBAUER & HAHN, 2008).

2.2.4.2. Aplicacdes

Os monolitos sédo vastamente utilizados para pagéo de moléculas grandes
como DNA e virus, pelo fato de a capacidade adsodinamica ser cerca de 50 vezes e
100 vezes maior no monolito do que em resinas camiweais, respectivamente
(GAGNON, 2012). DNA plasmidial pode ser purificadom muita eficiéncia por
colunas monoliticas de troca anibnica, sendo gu@neero de sitios de ligacdo tedéricos
€ mais elevado para DNA plasmidial do que paraefmas. Em média, proteinas se
ligam em 3-10 sitios enquanto o DNA plasmidial iga k& 50 sitios. Isto implica em
uma adsorcédo de DNA plasmidial com uma concentraghowa maior (YAMAMOTO
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et al, 2007). O processo de purificacdo de uma séridrde foi melhorado com o uso
dos monolitos CIM, como por exemplo o virus do mosaico tomateiroMVo—
Tomate Mosaic Viryse o virus da influenza (JUNGBAUER & HAHN, 2008).

Os monolitos de troca anidnica e de fase reve@M (C3 e C4) foram
empregados com sucesso em ensaios analiticos deatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) para separar moléculas de baixassa molar (como &acidos

organicos), peptideos, oligonucleotideos, protei@isos nucleicos e particulas virais.

(VLAKH & TENNIKOVA, 2009).

Também ha trabalhos utilizando monolitos para dfipacdo de moléculas
pequenas, como o fator IX, por exemplo. BRANOWC al (2003) utilizaram o
monolito CIM® DEAE para a purificacdo do fator IX derivado dagsha e obtiveram
melhores resultados em relacdo a separacdo dengdoatdes comparado com a
utilizacéo da resina DEAE SepharBs€ontudo, BRANOVICet al (2003) utilizaram
um produto intermediario da purificacdo de um Fletivado do plasma comercial.
Condicdes mais drasticas (utilizacdo do plasmaobout sobrenadante de células)

precisam ser avaliadas para confirmar a eficiéagamonolitos.

O presente trabalho visa explorar o potencial desteerial cromatografico na
purificacdo do fator IX recombinante produzido pélulas animais, fato que nunca foi
relatado na literatura. Além disto, a capacidadsodiva do monolito CIM Q sera
avaliada em condicOes reais de processo, ou sajgresenca dos contaminantes
presentes no sobrenadante de células de mamife@mbinacdo do monolito CIf
Q com outros materiais, também de desenvolvimeatente, como a membrana
hidrofébica SartobintPhenylsera também investigada, na tentativa de desesvoia

novo processo de purificacdo do FIXr com maior ptivilade e menor custo.

2.2.5. Processo de purificacao do fator IX de coal@igdo recombinante
(Benefix®)

O processo de producdo do Ben&féconstituido de sete etapas de purificacao,
sendo elas: ultrafiltracdo, seguida de diafiltrapaca adicionar o tampéao de equilibrio
da primeira etapa cromatografica, uma cromatogmdiaroca anionica (eluicdo por

afinidade com utilizacdo de Cafil uma cromatografia com ligante sulfatado tipo
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heparina (CellufineSulfatg¢, uma coluna cromatografica de hidroxiapatita ¢anslo
reter somente as proteingscarboxiladas), uma cromatografia com ion metélico
imobilizado (C&d"), uma membrana para retencdo de virus (Virosolsegide retém
proteinas com massa igual ou maior que 70 kDaosgued o fator IX possui 55 kDa) e
novamente um estagio de ultrafiltracdo/diafiltrapa@oa trocar o tampéo de eluicdo da
dltima coluna pelo tampao contendo os ingrediedesormulacdo (10 mM de L-
histidina, 1% de sacarose, 260 mM de glicina e3%®de polissorbato 80). Ao fim do
processo, o fator IX recombinante € liofilizadorgpavitar degradacéo da proteina, e
armazenado em pequenos frascos (FOSEERI, 1998; HARRISONet al, 1998;
EDWARDS & KIRBY, 1999). A Figura 2.12 resume o pesso de producdo do
Benefix®.

Processo de producio do fator IX recombinante comercial (Benefix®)

separagio £
de céhdas '

= = = =
|
Ultrafiltracao/Diafiltracdo
FioEEataE para concentrar e trocar Coluna de Coluna Coluna de Coluna
o tampao troca anidnica Cellufine Hidroxiapatita - IMAC-Cu?® -
forte (Q Sepharose GE) - Sulfate - Selecao de moléculas afinidade por
eluicdo seletiva com calcio afinidade defator IX funcional histidinas
como fator IX
- __I Y 7.
: - | - “
= ;
Liofilizacioe envase Ultrafiltracgo/Diafiltragao Remogaode virus
paraconcentraretrocar (membrana de ultrafiliragao
otampdoparao de queretém protejnas acima
formulacao de70kDa)

Figura 2.12. Processo de producdo do fator IX recombinante otimleBenefix’
(baseado em HARRISO®t al, 1998; EDWARDS & KIRBY, 1999).

2.2.6. Contaminantes considerados criticos em biofdacos e

particularmente em concentrados de fator 1X

As agéncias regulatorias possuem um alto nivel xigérecia em relacdo a
pureza de produtos de origem bioldgica, ja querha variedade de contaminantes que
podem estar presente em produtos biotecnoldgicos. rélacdo a medicamentos
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derivados de células animais, os principais comtanmes sdo: endotoxinas, agentes
infecciosos (ex. virus), proteinas da célula hospadHCP —Host Cell Proteiny DNA
residual, além de contaminantes especificos de @adduto, como isoformas
indesejaveis da molécula, produtos oxidados e fgimale agregados (ANICETEL

al., 1989).

As endotoxinas séo lipopolissacarideos que fazarte pda face externa da
parede celular de bactérias Gram-negativas e aljwmaobactérias. As endotoxinas
podem causar severas reacoes inflamatdrias em lesm@s sintomas observados em
humanos apds a exposicdo a endotoxinas sdo felaregi@ vomitos, hipotenséao,
podendo levar a morte. O ensaio mais utilizado dataccédo de endotoxinas € o teste
com o lisado de amoebdcitos extraidos do carangu@umlus polyphemus(teste
conhecido como LAL -Limulus Amebocyte Lisgteque € caracterizado por possuir
sangue azul (Figura 2.13). Apesar de células amim@d possuirem endotoxinas, este
tipo de contaminacao pode estar presente em datr&s que entram em contato com o
produto, como por exemplo, a agua (ABDULRAHEEWal, 2012). A cromatografia
de troca anidnica € a técnica mais utilizada paeareocdo de endotoxinas de produtos
biologicos (MA et al, 2010). O limite de endotoxina estabelecido pancao
intravenosa em humanos € de 5 unidades de endatprinkg de paciente por hora.

Uma unidade de endotoxina equivale a 100 pg detexidas (CHENet al, 2009).

Figura 2.13 Extracdo do sangue do carangujmulus polyphemugCIENCIA E O
CRIADOR, 2011).

A remocado ou inativacdo viral € um requerimentgartante relacionado a
pureza de um produto biofarmacéutico. Casos deagonacao por virus presentes em
produtos bioldgicos foram observados desde a daad®40. Métodos eficazes para
eliminar virus vém sendo utilizados nas industbasfarmacéuticas, como: filtragéo
viral com membranas de ultrafiltracdo que permitanpassagem da proteina de

interesse, retendo os virus; cromatografia ded#ad®, de troca catidnica e anibnica, de
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interacdo hidrofébica e multimodal. Uma remocéo de& 4 logs em LRV L(og

Reduction Valudsou seja, uma reducéo de*lW vezes no titulo viral, é considerada
satisfatoria. Métodos de inativagdo viral tambémo sflicados em inddstrias de
biofarmacos, como por exemplo: inativacdo por wd@ado pH, inativacdo por
incubacdo com solventes e detergentes, inativagd@ymento de temperatura e por

irradiacéo de raios gama no caso de matérias-p{iGIBRIANOet al, 2012).

As proteinas da célula hospedeira (HCP) também @wideradas um
contaminante critico e precisam ser reduzidas eiiimuito baixos, pois a presenca
deste tipo de contaminante pode acarretar em rasjposnologica, atividade adjuvante
e reducdo da estabilidade do produto (SCHENAUER,2ROA faixa recomendada
pelas agéncias regulatérias em relagdo ao contgIthCP no produto final é de 1-100
ppm (WANG et al, 2009). Técnicas para determinar a pureza desipas, como
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) lenma dimensédo (revelado com
corantes de alta sensibilidade, como a prata) mategrafia liquida de alta resolucao
(HPLC) nédo sao sensiveis o suficiente para deteetajuantificar as proteinas
contaminantes. No caso do gel, apesar do limiteedeccdo da prata ser 100 vezes
maior que o do corantomassie blygorém géis corados com prata tendem a néo ter
boa reprodutibilidade, a prata pode detectar aawioteicos e polissacarideos, além de
nao ser sensivel para todas as proteinas (GAUG@IL, 2011). As analises por HPLC
podem ndo oferecer bom desempenho na separaciuooteimas, caso a metodologia
ndo esteja bem estabelecida e, além disto, poder hiavtacdo dos detectores, pois
geralmente utilizam-se detectores de Iluz ultrateolele baixa sensibilidade
(MITULOVIC & MECHTLER, 2006).

Portanto, a pureza obtida apenas por estas tégmicke nédo estar considerando
a presenca de contaminantes em concentracdes madtidas. Outras andlises
complementares sdo necesséarias. O imunoensaio pdo EHiLISA Enzyme linked
immunoassgycom a utilizacdo de anticorpos policlonais qumndiecem uma gama de
proteinas de uma determinada célula hospedeiranéétodo mais utilizado para
quantificar niveis de HCP. Este método é capaadetiicar as HCPs em niveis muito
baixos (ng/mL). Contudo, existe a possibilidadealdeimas HCPs que apresentem uma
fraca interacdo com o anticorpo ndo serem detex{a@la ensaio, ainda que ensaio seja

considerado mais sensivel que a eletroforese. §tas eazdes, informacdes sobre a
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pureza de um produto biofarmacéutico devem semidef pela combinacdo de
diferentes métodos analiticos (CHAMPI@Nal, 2005).

Andlises mais apuradas podem ser utilizadas n#tifidacdo de proteinas de
células hospedeiras. A cromatografia liquida ensdilimensfes consiste em utilizar
dois tipos de colunas diferentes para obter umahaneteparacdo dos picos. Por
exemplo, em uma primeira dimensdo utiliza-se umhluneo de fase reversa em
condicbes de pH alto e, em uma segunda dimens@eseus mesma coluna em
condi¢cdes de pH baixo. Esta metodologia acoplaédspactrometria de massa é capaz
de detectar pequenas quantidades de proteinas (BRWNIEt al, 2012). Outra técnica
utilizada para a identificacédo de HCPs ¢é a eletest® em duas dimensdes, que explora
a separacao de proteinas através da massa e dadesrgroteinas e consiste em uma
excelente ferramenta na identificagdo do perfilHieP em diferentes condigbes de
cultivo (JINet al, 2010).

O DNA residual da célula hospedeira também é uonéefde contaminacéo
critica. Estudos mostraram que o DNA gendémico mmager genes relacionados com o
surgimento de tumores (oncogenes), pode induzilvacdo de um oncogene ou pode
causar o desligamento de um gene inibidor de twnékEm disso, o DNA de uma
linhagem continua de células animais é suscemigelr mais tumorigénico (BRIGGS
& PAINFILI, 1991).

Em 1997, o FDAKood and Drugs AdministratiQnatravés de um documento
sobre producdo de anticorpos monoclonais, reafiroquel a quantidade maxima de
DNA residual presente no produto final deveriadeef00 pg/dose, baseado em estudos
reportados pela WHOWorld Health Organization em 1987. Contudo, a WHO
realizou uma revisao dos riscos e considerou aetif® ng de DNA/dose, sendo que
uma dose é definida como a quantidade injetadaacteqme em um periodo de 24
horas. Esta determinagéo esta vigorando atualni8biid et al, 2012; BUTLERet al,
2009; SOFER & ZABRISKIE, 2000).

Devido a carga negativa dos grupamentos fosfatvomatografia de troca
aniénica € a mais empregada para a purificacddadenfileos e DNA cromossomal.

Contudo, a cromatografia por afinidade (ex.. praed, lisina, hidroxiapatita) e de

59



interacdo hidrofébica também sdo métodos utilizgdwa remocédo de DNA (BUTLER
et al, 2009).

O método recomendado pelas agéncias regulatéiies ¢ EMA) para deteccdo
de residuos de DNA da célula hospedeira utilizgoolicleotideos marcados com
atomos radioativos, porém € um método que requagerges agressivos, areas
controladas e equipamentos especializados. Contexistem outros meétodos que
também sdo eficientes, porém mais seguros, como eamplo: métodos
fluorimétricos, através da reacdo em cadeia dangodise (PCR) ou por reacdo de PCR
em tempo real que utiliza sondas fluorescentesndifecacdo do DNA, como a sonda
Tagman (BUTLERet al, 2009; GUSEet al,, 1994).

Comercialmente esta disponivel um método fluoriim&{Qubif®), que utiliza o
corante de acidos nucleicos fluorescente PicoGuaem dosar DNA de dupla fita. Este
corante possui excitagdo maxima em 480 nm e picendssdo em 520 nm e somente
emite fluorescéncia apés se ligar a moléculas dA.[EHs$te método tem a vantagem de
nao sofrer interferéncia de proteinas e RNA, conutmrre com o0s métodos
espectroscopios, que sao baseados na relacdo debamsa em 260 e 280 nm
(O'NEILL et al, 2011).

Em relagcdo ao fator IX, outro parametro torna-sgpartante para que
concentrados de FIX (derivados do plasma ou reauenkes) sejam aprovados pelas
agéncias regulatorias trata-se da quantidade de [4tativado (FIXa) presente no
produto final. O FIXa, se presente em grande gdadé, pode causar trombose nos
pacientes que recebem concentrados de FIX (GAEBAAL, 1999). Os primeiros casos
de trombose em testes clinicos foram observadosecatilizacdo de concentrados do
complexo protrombinico (PCC) para tratamento dadiidendo tipo B, que consiste em
uma mistura de varios fatores de coagulacdo deptewiele vitamina K (Fator IX,
Fator X, Fator VII e fator Il). A nova geracao dencentrados de FIX derivados do
plasma contém apenas tracos de outras proteirasgilaas devido ao aprimoramento
do processo de purificacdo, fato que reduziu alémgia de trombose em testes clinicos
(MACGREGORet al, 1994). Contudo, estudos mostraram que uma ateidnaior
que 129 Ul de FIX/dl de plasma estava associada gomaumento no risco de
formacao de trombose intravenosa em 2,8 vezes (B¥RT2004). A associacédo de

casos de trombose com a presenca de FIXa foi gaiaa observacdo da inducao de
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trombos em coelhos que receberam doses de FIX&cpdd, porém o bloqueio de
sitios ativos da molécula do FIXa preveniu a for&wage codgulom vitro e reduziu a
formagao de trombos coronariannssivo (LOWE, 2001). Somente foi encontrada uma
referéncia na literatura que estabeleceu por ensd#iticos proprios, ndo mostrados no
artigo, que uma relacdo em atividade FIXa/FIX mena 2,4% seria segura em relacéo
a ocorréncia de trombose em camundongos (8UAL, 2012). Além da atividade, é
possivel identificar a presenca do FIXa por elenege em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) em condi¢cdes redutoras, ou seja, adicionamdoagente redutor a amostra
contendo concentrado de FIX. Se houver FIXa na amosera possivel observar a
formacgao de duas bandas, uma com 28 kDa (cadeadg)es outra com 17 kDa (cadeia
leve). Isto ocorre pelo fato da cadeia pesadae devmolécula do FIX ficarem unidas
por uma ponte dissulfeto apenas apds a remocacepiddpo de ativacdo, conforme
pode ser visto na Figura 2.2 (OSTERW@Dal, 1978; HARTMANN et al, 2009). No

entanto, somente testes clinicos poderdo confiansaguranca de concentrados de FIX.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O objetivo geral do trabalho consiste em propor esteatégia de purificacdo do
fator 1X recombinante produzido por células CHO,plerando técnicas de

cromatografia liquida de proteinas.
3.2. Objetivos especificos
Os objetivos especificos do presente trabalho sao:

« Comparar a capacidade adsortiva dinamica, para Xy, Kle membranas
adsortivas, monolitos e resinas para cromatogdefitroca anidnica, utilizando

sobrenadante de células CHO como alimentagéo;

« Avaliar a etapa de eluicdo por afinidade ao iofi @a processo de purificagcéo
do FIXr utilizando o monolito CIM Q;

« Avaliar a cromatografia de pseudo-afinidade usamdesina Cellufine Sulfate

como segunda etapa do processo de purificacaoXdo Fl

» Avaliar o desempenho da cromatografia de interag@ofobica no processo de
purificacéo do FIXr utilizando a membrana SartoBiRtienyl
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Reagentes, linhagem celular, colunas cromatdgicas e

equipamentos

As células utilizadas neste trabalho sdo da lielm@HO FN76 produtoras de
fator 1X. O meio de cultivo utilizado foi TC-42 ptozido pela empresa TeutoCell
(Alemanha). A vitamina K utilizada foi o medicamentanakion, da empresa Roche. O
fator IX derivado do plasma comercial foi adquirida empresa Hyphen-Biomed
(Franca). As colunas cromatograficas Hiplei FF 1 mL e a coluna vazia Tricorn
5/20, além da resina Q Sephafd$e foram adquiridas da empresa GE Healthcare
(EUA). A resina Fractogel TMAE foi adquirida da empresa Merck (EUA). A resin
Cellufine® Sulfatefoi adquirida da empresa Chisso Corporation (Jagé®membranas
Sartobind Q e Sartobind Phenylnano, as membranas para filtragéo de 0,2-0,4 psn e
sistemas de ultrafiltracdo Vivasfir?0 mL foram adquiridos da empresa Sartorius. O
monolito CIM® Q (discos, coluna de 1 mL e coluna de 8 mL)semortepara os discos
foram adquiridos da empresa BIASeparation (Esl@)é@ anticorpo monoclonal anti-
fator IX (F2645), o anticorpo anti-ovelha conjugadfnsfatase alcalina e a albumina do
soro bovino foram adquiridos da empresa Sigma-étdfiEUA). O anticorpo policlonal
anti-FIX de ovelha (K95004S) foi adquirido da engarderidian (EUA). As placas de
96 pocosHigh Bindinge as placas de 96 pocos proprias para leitura n®80/nm
foram adquiridas da empresa Corning (EUA). As [dat@ 96 pogos para ensaios de
atividade foram adquiridas da empresa Greiner (Aldm). O plasma padréao
Unicalibrator foi adquirido da empresa Stago (Fedndodos os demais reagentes

quimicos foram adquiridos da empresa Vetec Quiicasil).

Os equipamentos utilizados para as corridas camreficas foram: Akta
Purifier e Akta Explorer da empresa GE HealthcRega as leituras de absorbancia dos
ensaios colorimétricos foi utilizado o espectrofodro PowerWave XS da empresa
BioTek.

4.2. Producao do FIXr

O fator IX recombinante foi produzido por colabarees do laboratorio de
Engenharia de Cultivos Celulares (LECC) da COPPRMH 0odos os cultivos foram
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realizados com células CHO FN76 em meio TC-42 so@hado com 5 pg/mL de
vitamina K. A producdo do FIXr foi dividida em dolstes: no primeiro lote; a
producao foi em biorreator operado em modo de &ddelAtingiu-se uma concentracao
celular de 6 x 1Dcel/mL e a viabilidade no momento da colheita dbrenadante
estava em 98%. No segundo lote; a producéo foi iemehator operado em modo de
batelada alimentada, a concentracdo celular atig@ix 18 cel/mL e a viabilidade
estava em 70% no momento da colheita do sobreread@st sobrenadantes foram
centrifugados para separar as células e depoi®lamtg em aliquotas de 45 mL (tubos
Falcon). Antes da utilizacdo em sistemas cromatiocgsga os sobrenadantes foram
descongelados e filtrados em membranas com 0,p4®,4de tamanho de poro para
eliminar qualquer residuo sdlido. Os dois lotesrforutilizados em experimentos de
purificacdo, porém cada bloco de experimentosdalizado com o mesmo lote, para

evitar inconsisténcia nos resultados da purificacdmo descrito na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 Caracteristicas dos lotes de sobrenadante eigueos nos quais cada um

foi utilizado.

Lotes Caracteristicas Experimentos

Colheita com 6 x 10cel/mL e - Estudo de capacidade dinamica
98% de viabilidade (biorreatordos materiais cromatograficos;

operado em batelada) .
1 - Estudo da eluicdo do FIXr por

afinidade ao calcio utilizando o
monolito CIM® Q.

Colheita com 20 x T0cel/mL - Ampliacdo de escala do processo
e 70% de viabilidadeutilizando o monolito CIM Q;

2 (biorreator operado em o
_ - Avaliacdo da segunda etapa do
batelada alimentada) L
processo de purificacao
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4.3. Purificacéo do fator IX

4.3.1. Etapa de captura

Os experimentos da etapa de captura foram reaizadoequipamento Akta

Purifier com a utilizacdo de uma bomba peristafe260 para a injecdo da amostra.
4.3.1.1. Capacidade adsortiva dindmica

A capacidade adsortiva dinamica na etapa de caftupgimeiramente avaliada
para 0os materiais de troca anidnica: Q Seph&réde (coluna Hitrap de 1 mL),
Fractogel TMAE (1 mL de resina empacotada em uma colunaofiics/20),
membrana SartobiffdQ (75 cnf ou 2 mL) e monolito CIM Q (3 discos de 0,34 mL
empilhados em um suporte apropriado). Aproximadamn&20 mL de sobrenadante do
lote 1 foram injetados naturaem cada um dos materiais avaliados. Foram utdzad
vazbes de 1 mL/min para as resinas e 5 mL/mingmrmembranas e monolitos. Foram
coletadas fracGes de 2 mL do efluente. Estas fsa@diam analisadas em relacdo a
concentracdo de FIXr (ELISA). Os ensaios de crograf@ foram realizados em
duplicata. Um novo ensaio foi realizado somente comonolito CIM® Q (1 disco de
0,34 mL) e a resina Q SepharBgeF (0,5 mL de resina empacotada em uma coluna
Tricorn 5/20). Desta vez, uma quantidade maiorateenadante (160 mL) foi aplicada
nas mesmas condi¢cdes citadas acima. Com a redwamldme de material e o
aumento do volume de sobrenadante o objetivo eantjaque ocorreria a saturagao
méxima dos materiais. Neste ensaio, o efluentarfalisado em relacdo a concentracao

massica de FIX e a atividade.

A capacidade adsortiva dinamica foi calculadaahed-se em consideracédo o
volume no qual a concentracédo de fator IX no etieara correspondente a 10% da

concentracdo na amostra inicial, de acordo coruagém 1.

g = Co (Mo~ Vmorta (1)

I:)'."na'.si.'m_ membrana monolito
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Sendo:
g = capacidade adsortiva dinamica (mg de proteimla de material);
Co = concentracao da amostra alimentada (mg/mL);

V100 = volume alimentado no momento em que o eflueptesentou concentracao

igual a 10% da alimentacéo (mL);
V morto= VOlume morto (mL);

V' resina, membrana, monolits= VOlume do leito da resina, da membrana ou doafiton

utilizado (mL).

4.3.1.2. Estudo da eluicdo do FIXr por afinidade acalcio utilizando o
monolito CIM® Q

Um planejamento experimental fatorial completo crariaveis e trés réplicas
no ponto central foi realizado para investigar mportamento da etapa de eluicdo do
fator IXr por afinidade aos fons €autilizando o monolito CIM Q. As variaveis
avaliadas foram: concentracdo de NaCl, concentrde&0aCl e pH. As combinacdes
de experimentos e 0s niveis das variaveis utiligaekido descritos nas Tabelas 4.2 e
4.3, respectivamente. Para este planejamento il@ada uma coluna de 1 mL do
monolito CIM® Q. O sobrenadante do lote 1 foi diluido 3x em @mnpris-HCI 50 mM,
0,15 M de NaCl, pH 8 antes de cada inje¢éo. Fomemaidos aproximadamente 100 Ul
de FIX (75 mL do sobrenadante diluido). A vazadizatla foi de 5 mL/min. O
monolito foi lavado com o tampéo de equilibrio (3@Q). A fracdo correspondente a
eluicdo em presenca de ions”CA0 mL) foi analisada em relacéo a concentracdo de
proteinas totais, a concentracdo de fator IX\adatile do FIX e por eletroforese em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE). Com os dados obtidimsam determinadas as
seguintes respostas: rendimento em atividade (&quag, rendimento em massa
(equacao 2), fator de purificacdo (equacao 3) ezauqualitativa por SDS-PAGE. Ao
final de cada experimento o monolito foi regenereolm o tampao Tris-HCI 50 mM, 2
M de NaCl, pH 7 (100 mL) e sanitizado com uma situf M de NaOH (passou-se 20

mL da solucéo, entdo o fluxo foi interrompido pohdra e depois passou-se mais 20
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mL da solucéo, ao final do processo de sanitizac&mnolito foi lavado com 300 mL

de agua ultrapura e estocado em etanol 20%).

(Concentracie de FIX ou atividads )recupedada ¥ volums

Rendimento = % 100 (2)

lifoncanrrrz;ﬁa de FIX ou Etivicﬂﬂda}in}'srﬂdﬂ o lume

. Avividade de FIX .
i — - — ) Eluide
F _ “Compentrapio de proteings totaio (3)
AtOTpyrificacsio — p Atividade de FIR YAmostra
‘Concentrapio de proteinas totais

Tabela 4.2.Planejamento experimental para avaliar a etaduigiio do FIXr por
afinidade aos fons &autilizando o monolito CIM Q.

Ensaios pH [Cd]  [NaCll Raw.(%) Rnassa(®)  FP
1 -1 -1 -1 - - -
2 +1 -1 -1 - - -
3 -1 +1 -1 - - -
4 +1 +1 -1 - - -
5 -1 -1 +1 - - -
6 +1 -1 +1 - - -
7 -1 +1 +1 - - -
8 +1 +1 +1 - - -
9 0 0 0 - - -
10 0 0 0 - - -
11 0 0 0 - - -

Ra.iv. = Rendimento em atividade
Rmassa= Rendimento em massa
FP = Fator de Purificacédo

Tabela 4.3 Niveis das variaveis do planejamento experimental

Niveis
Variaveis
-1 0 +1
pH 6,5 7,5 8,5
[CaCk] (mM) 15 30 45
[NaCl] (mM) 0 50 100
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4.3.1.3. Purificacdo do FIXr com a membrana Sartolid® Phenyl

A membrana hidrofébica Sartobihé&henylfoi avaliada como primeira etapa do
processo de purificagdo do FIXr. Nesta etapa, aesallante foi diluido para a
concentracao final 1,8 M de (NHSO, com um tampéao Tris-HCI 50 mM, (NHSO,
3,2 M, pH 7,2. Logo apos, o sobrenadante diluidaémtrifugado por 5 min a 150 g
para efetuar a decantacdo do precipitado formads amdicdo do sal contendo sulfato
de amoénio. O sobrenadante foi coletado, eliminas®@- precipitado formado. Uma
nova filtracdo com membrana de 0,2-0,4 um de tamalehporo foi realizada para
garantir a remocao de particulas sélidas. A menab&artobind Phenylnano (3 mL)
foi equilibrada com o tampéo Tris-HClI 50 mM, 1,8 d¢ (NH,).SO;, pH 7,2 (20
volumes de membrana). Logo apds, foram injetadosmiB@o sobrenadante diluido na
membrana SartobiffdPhenylcom uma vazdo de 5 mL/min. Em seguida, a membrana
foi lavada com o tampéao de equilibrio (20 volumescdluna). A eluicdo ocorreu com
um gradiente linear do tampao Tris-HCI 50 mM, pB (B0 mL). O eluido foi coletado
em fragOes de 2 mL, sendo as mesmas analisadassao de atividade de FIX, SDS-
PAGE e HCP.

4.3.1.4. Ampliacéo de escala do processo utilizandanonolito CIM® Q

A ampliacdo de escala foi realizada com o lotesal@enadante de numero 2,
pelo fato do primeiro lote ndo estar mais dispdnikei avaliado o desempenho do
aumento de escala do monolito CIMD de 1 mL para o de 8 mL. As condicbes de
adsorcao foram as mesmas utilizadas no planejare@ptyimental. Para o monolito de
1 mL, foram injetados 350 Ul de FIXr (70 mL do satmdante diluido em tampéo de
equilibrio) a 3,7 mL/min. A coluna foi lavada co@@BmL do tampéo de equilibrio. A
eluicéo foi realizada com o tampéo Tris-HCI 50 m®, mM CaC}, pH 6,5 (50 mL),
sendo o pico coletado em uma fragéo de 2 mL. Jgaronolito CIM Q de 8 mL, os
valores foram aumentados proporcionalmente, exgat® o volume da lavagem com o
tampao de equilibrio e o volume da eluicdo (Injed@&®500 Ul de FIX, vazdo de 29,6
mL/min, lavagem com 1000 mL do tampéao de equiljl#@ mL de volume de eluicdo
e volume da fracdo do pico de 16 mL). As corridasapambas as colunas foram
realizadas em duplicata. Para a comparacdo do gesbém dos processos foram

determinados o rendimento em atividade, o rendionemt massa, o fator de purificacéo
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e o perfil do gel de SDS-PAGE. Analises de HCP, DMAidual e FIXa foram
realizadas apenas para a corrida com o monolito®GMle 8 mL. O mesmo processo
de regeneracao e sanitizacdo utilizado durantenemias do planejamento também foi

empregado nesta etapa.

4.3.2. Segunda etapa cromatografica do processo g@erificacdo do
FIXr

Todos os experimentos com 0s materiais avaliad@egunda etapa do processo
de purificacdo do FIXr foram realizados com a zditido de unpool do eluido de 8
corridas com o monolito (8 mL) nas mesmas condiedegregadas no experimento de
aumento de escala. Além disto, todos 0s experirmed® segunda etapa foram
realizados no equipamento Akta Explorer.

4.3.2.1. Capacidade adsortiva dinamica

Primeiramente, a capacidade dinamica adsortivald@rminada para a resina
Cellufine® Sulfate Foram empacotados 0,5 mL de resina em uma cdlticarn 5/20.
Apbs equilibrar a coluna com 15 mL do tampéo Tri3-HB0 mM, CaC) 45 mM, pH
6,5, foram injetados 10 mL do eluido da etapa deatranibnica, sem nenhuma
alteracdo, na coluna. A analise foi realizada coma wazdo de 1 mL/min. Fracdes do
efluente de 1 mL foram coletadas e analisadas &gae a concentracao de FIXr e a
atividade de FIXr. A curva de saturacdo foi momitiar pela absorbancia a 280nm e 256
nm. Em outro experimento de capacidade com a reSelufine® Sulfate foram
injetados 30 mL do eluido da etapa de troca amddiiciido 3 x com um tampao Tris-
HCI 50 mM, pH 7,2, sendo a curva de saturacao saddi da mesma forma. Todos os
experimentos de capacidade adsortiva dinamicagageaina Cellufin® Sulfateforam
realizados em duplicata. Assim como para a troé@nara, o calculo da capacidade
adsortiva dinamica foi realizado baseado na equacao final de cada experimento, a
coluna foi regenerada com uma solucdo 0,1 M de N&BHmML a 1 mL/min) e

armazenada em etanol 20% a 4°C.

Também foi determinada a capacidade adsortivandoadpara a membrana
Sartobind Phenylnano. Antes de ser utilizada, a membrana foi lavai NaOH 1 M

(30 volumes de membrana) e, em seguida, com 35meslude membrana de agua
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ultrapura, segundo recomendacdo do fabricante.aDeskz, como o volume de
membrana era de 3 mL, apenas uma corrida para eandeacdo da capacidade
adsortiva dinamica foi realizada, pois um grandeme de eluido era necessario. Um
novopool de 8 eluidos da etapa de troca aniénica com o lit@@M® Q foi utilizado
somente para esta etapa. A amostra do eluido pa @t¢atroca anidnica foi diluida para
uma concentracao final de 1,8 M de (l4SO, com um tampé&o Tris-HCI 50 mM, 3,2
M de (NH)>SO4, pH 7,2. O precipitado formado foi removido pdtréicdo com uma
membrana de 0,2-0,4 um de tamanho de poro. Apgsiibbeio da membrana com 30
mL do tamp&o Tris-HCI 50 mM e (N)3SO, 1,8 M, pH 7,2, 135 mL de amostra diluida
a 1,8 M de (NH4)SO, foram injetados na membrana, sendo coletadasefsad® 2 mL
do efluente. A vazéo utilizada nesta etapa foi aelLfmin. As fragbes também foram
analisadas em relacdo a concentracdo de FIXr widaale de FIXr, e a absorbancia
monitorada a 280 nm e 256 nm. Ao final do experimea membrana foi regenerada
com isopropanol 30% (30 volumes de membrana) edia@m agua ultrapura (50
volumes de coluna), antes de ser armazenada eoi 2006 a 4°C.

4.3.2.2. Purificacdo do FIXr com a resina Cellufin® Sulfate

Para o processo de purificacéo do FIXr com a reSeifine” Sulfate 1 mL de
resina foi empacotado em uma coluna Tricorn 5/2@oluna foi equilibrada com 15
mL de tampé&o Tris-HCI 50 mM, 45 mM de CaQiH 6,5. Logo apds, 5 mL do eluido
da etapa de troca anidnica foram injetados na aplud mL/min. Em seguida, a coluna
foi lavada com 20 mL do tampé&o de equilibrio. Aigdo procedeu-se de duas formas:
em uma corrida, foi realizada uma eluicdo por gnatéi linear do tampéao Tris-HCI 50
mM, 2 M de NaCl, pH 7 (60 mL), tampao da bomba Bjsuas corridas iguais foram
realizadas com uma eluicdo por degraus divididdrémestagios (Lavagem com 6,5%
de B, eluicdo com 25% de B e regeneracdo com 100%AB final de cada
experimento, a coluna foi regenerada com uma solO¢h M de NaOH (20 mL a 1
mL/min) e armazenada a 4°C em etanol 20%. Calcdéosendimento em massa e
atividade, fator de purificagéo, perfil de SDS-PAG0Or de HCP e quantidade de DNA
residual foram as respostas adotadas para avalesempenho desta resina.
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4.3.2.3. Purificacdo do FIXr com a membrana Sartolid® Phenyl

A purificacdo do FIXr com a membrana SartofSifféhenyl procedeu-se da
seguinte forma. Antes de cada corrida, foi segud@rocedimento de lavagem
recomendado pelo fabricante descrito no item 4.3 2m seguida, a membrana foi
equilibrada com o tampéao Tris-HCI 50 mM, 1,8 M (W3O, pH 7,2 (30 mL). Logo
apos, a amostra foi injetada de duas formas: empuimeira corrida, o eluido da etapa
de troca anidnica foi submetido a uma diafiltragém uma membrana Vivaspir20
mL que retém proteinas maiores que 10 kDa, paratisub o tampao para o de
equilibrio; em uma outra corrida, a amostra foietagla diluida para 1,8 M de
(NH4)2SO, com o tampéo Tris-HCI 50 mM e (NHSO, 3,2 M, pH 7,2 (antes da
injecdo, o precipitado formado foi removido potréitdo com uma membrana de 0,2-
0,4 um de tamanho de poro). Aproximadamente 20 enardostra foram injetados em
cada corrida. A seguir, a membrana foi lavada cérmf do tampé&o de equilibrio. A
eluicdo procedeu-se de duas formas diferentesepamente foi avaliada (em apenas
uma corrida) a eluicdo por gradiente linear (30 m@te) 100% do tampéao localizado na
bomba B (Tris-HCI 50 mM, pH 7,2); a segunda fornmapeegou uma eluicdo por
degraus em 3 estagios de concentracédo do tampéanuza B (1° estagio — 40% de B,
2° estagio 60% de B e 3° estagio 100% de B), sestintipo de eluicdo avaliada em
duas corridas idénticas. A membrana foi sanitizadaarmazenada segundo o
procedimento descrito no item 4.3.2.1. As respaatiasadas para avaliar o desempenho
desta etapa foram: rendimento em massa e atividatte, de purificacdo, perfil de
SDS-PAGE, teor de HCP, quantidade de DNA residadivedade do FIXa.

4.4, Técnicas analiticas

4.4.1. Determinacao da concentracéo de FIXr

A concentracao de FIXr foi determinada por ensaionoenzimatico (ELISA —
Enzyme Linked Immunoas$agle acordo com o procedimento descrito a segnra
placa de 96 pocos de alta adsorcdo (high bindioigkdnsibilizada com 100 pL do
anticorpo de captura (F2645) diluido, em tampabazato de sédio 50 mM, pH 9,5,
para a concentracdo de 6 pg/mL, sendo a placaadeud 4°C durante a noite. No dia
seguinte, a placa foi lavada 4 vezes com o tamg&® Tween e incubada com 100 pL

em cada poc¢o da solucdo de bloqueio (BSA 1% em TB&en) por 2,5 horas a 37°C
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ao abrigo da luz. Em seguida, a placa foi lavadazes com o tampédo TBS-Tween e
foram adicionados 100 pL do padrdo (diluicdes dagacom 5 pontos, do plasma
Unicalibrator, iniciando por 64 ng/mL de FIX — 1246 de plasma para 1mL de volume
final da solucdo diluente TBS-Tween) e 100 pL dassras diluidas em TBS-Tween.
A placa com as amostras e o padrao foi incubadz?@ for 1 hora ao abrigo da luz.
Logo apos, a placa foi lavada 4 vezes com o targ&® Tween e foram adicionados
100 pL em cada poco do anticorpo policlonal K950@4I8ido 1:15000 em TBS-
Tween, sendo a placa incubada a 25°C por 1 hoahrégo da luz. Em seguida, a placa
foi lavada 4 vezes com o tampdo TBS-Tween e 100dplanticorpo secundario
conjugado a enzima fosfatase alcalina, diluido 0RO em TBS-Tween, foram
adicionados em cada poco e a placa incubada af®8°C hora ao abrigo da luz. Ao
final, a placa foi lavada 4 vezes com o tampao TB@&en e foram adicionados 100 pL
da solucdo de revelacdo em 1 mg/mL de p-nitrofesfdto (NaCO; 50 mM, 1 mM
MgCl,, pH 9,8). A revelagéo ocorreu entre 15 e 20 mRb%C ao abrigo da luz. A
reacao foi interrompida adicionando-se 100 pL d®N& M em cada poco. A leitura

da placa foi realizada em um leitor de microplacd5 nm.
4.4.2. Determinacéo da atividade biologica do FIXe do FIXr ativado

A atividade biolégica do FIXr total foi determinadeom o uso dokit
cromogénico da empresa Hyphen-BiomBDPHEN Factor IX kit(Cat. 221802). A
curva padréo foi realizada com plasma Unicalibrd®25% a 1% em atividade de FIX.
O procedimento foi realizado de acordo com as ta@es do fabricante, adotando-se

uma pré-diluicdo no diluente do kit de 100 vezesa padrdoes e amostras.

A atividade bioldgica somente do FIXa também fetedminada com unkit
comercial da empresa Hyphen-Biom&lOPHEN Factor IXa kit(Cat. 221812). O
procedimento foi realizado de acordo com as orgés do fabricante.

Os ensaios de atividade foram realizados em plde&6 pogos convencionais

(baixa adsorcéo).

O ensaio de atividade biologica considerado madaopeia para o produto final
de concentrados de fatores de coagulacdo € o gp@aimagulometrian vitro, pois

este tem maior semelhanca com o processo de cQagujae ocorre no corpo humano.
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Contudo, este ensaio sofre muita interferénciacdogponentes presentes nas solucdes
de fator IX que sempre sdo modificadas duranteoocgsso de purificacdo devido a
constante troca de tampao. Portanto, foi selecmwadnsaio cromogénico para evitar
interferéncias nas analises, porém caso o proesgs@sse concluido uma anélise da

atividade do FIXr por coagulometria teria que salizada.
4.4.3. Determinacao da concentracdo de proteinaddcs

A concentracao de proteinas totais foi determimmemtaspectrometria a 280 nm.
No ensaio, 100 pL de amostra ou padrao foram adidios em cada poc¢o de uma placa
de 96 pocos. Para a curva padréo, foi empregadateima BSA na faixa de 10 mg/mL
até 0,078 mg/mL. Neste ensaio, foram utilizadasgdale 96 pocos de baixa absorcao

préprias para leitura direta na regido do UV 280nm.
4.4.4. Eletroforese em gel de poliacrilamidaSDS-PAGE)

O gel de poliacrilamida 12% foi preparado da ssguforma: para o gel de
resolucao, utilizaram-se 4 mL de solucdo de acriarbisacrilamida 30% (m/v), 3 mL
de agua, 2,5 mL de tampéo tris 1,5 M (pH 8,8),Ml1de SDS 10% (m/v), 50 pL de
persulfato de aménio e 10 pL de TEMED; para o gethpilhamento, utilizaram-se 4
mL de solugédo de acrilamida-bisacrilamida 30% (mA&)mL de agua, 2,5 mL de
tampao tris 1,5 M (pH 6,8), 0,1 mL de SDS 10% (mdd pL de persulfato de amdnio
e 20 uL de TEMED. O gel foi preparado com 1,5 mnesjgessura. As amostras foram
diluidas em tampao de amostra (Tris-HCI 50mM, SP&(&/v), azul de bromofenol
0,1% (m/v) e glicerol 10% (m/v)) na proporgao 30&ad@mpao para 70% de amostra. A
mistura foi aquecida a 95°C por 5 minutos. Em w@uiaa para eletroforese, o gel foi
submergido em tampé&o de corrida (Tris-base 125 gildina 1,25 M e SDS 0,1%
(m/v), pH 8,3). Para os experimentos do planejamexrperimental, foram aplicados 40
pL de amostra em cada poc¢o do gel e a corrida&bizada por 1 hora a 150 V. Para os
outros géis, 30 pg de proteinas foram aplicadasada poco. O gel foi corado com
nitrato de prata de acordo com o protocolo descréoliteratura (OAKLEYet al,
1980).
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4.4.5. Determinacdo da concentracao de proteinas dalula hospedeira
(HCP)

Para a determinacdo da concentracdo de proteinaelula hospedeira, foi
utilizado um ensaio imunoenzimatico (ELISA) comalciKRIBIOLISA Chinese
Hamster Ovary HCP ELISA da empresa KRISHGEN Bio&yst (india). O

procedimento foi realizado de acordo com as orgé&s do fabricante.
4.4.6. Determinacao da concentracédo de DNA residual

A concentracdo de DNA residual da célula hospadfgr determinado pelo
ensaio de fluorimétrico comerci@ubit® dsDNA BRAssay Kitda empresa Invitrogen
(EUA). Foi utilizado o fluorimetro préprio para msaio (Qubit® 2.0Fluorometej
também da empresa Invitrogen (EUA). O procediméoitoealizado de acordo com as
orientacbes do fabricante (analises realizadas abordtério LATEV/Bio-

Manguinhos/Fiocruz).
4.4.7. Determinacgao do teor de endotoxinas

O teor de endotoxinas foi realizado pelo métod@t@n quantitativo LAL —
Limulus Amebocyte Lisaiginetic-QCL " da empresa Lonza] ensaio foi realizado
pelo departamento de controle de qualidade de Bingdinhos/Fiocruz de acordo com

0 protocolo abaixo.

Em uma microplaca de 96 pocos foram aplicados 10Qdas amostras da
purificacdo previamente diluidas, das amostrasjoede endotoxinas, controle positivo
e branco. Logo apds, a microplaca foi incubada @ 3Yor 10 minutos. Durante a
incubacdo o reagente Kinetic-QCLfoi reconstituido com 2,6 mL do reagente LAL
dissolvido em agua. A placa foi removida da incé@leae com o uso de uma pipeta
multicanal foram adicionados 100 pL da mistura eodb o reagente LAL e o reagente
Kinetic-QCL" em cada poco da microplaca (a adicdo precisaesdizada o mais
rapido possivel evitando a formacao de bolhas)itia da microplaca foi realizada

em espectrofotometro a 405 nm.

O método consiste na ativagdo de uma pré-enzimdisddo de Limulus

amebocytecatalisada por endotoxinas de bactérias Gram-wagatA taxa inicial de
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ativacdo é controlada pela concentracdo de ende@i®xA enzima ativada catalisa a
reacdo de clivagem do substrato (Ac-lle-Glu-Ala-AMA em Ac-lle-Glu-Ala-Arg +

pNA). A liberagdo do pNA (p-nitroanilina) emite oohcdo que pode ser lida em
espectrofotdmetro a 405 nm apdés um tempo de reéAcéoncentracdo de endotoxinas
pode ser calculada através de uma curva padrdo qu@antidades conhecidas de

endotoxinas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Etapa de captura

5.1.1. Avaliagcdo da capacidade adsortiva dinamica ed diferentes

materiais para cromatografia de troca aniénica

A capacidade adsortiva dindmica de materiais clognaficos geralmente é
avaliada com proteinas modelo, como albumina do sowino (BSA), ou com a
proteina de interesse purificada. Além disso, algtmbalhos somente avaliam a
capacidade estatica dos materiais, porém nestecca$eito difusivo é desprezivel e
somente é util para entender o tipo de equilibaiasdterma de adsor¢cdo (MELTER
al., 2008). Neste trabalho, a proposta foi avaliatapacidade dinamica de quatro
diferentes materiais de troca anidnica (monolitt/€1Q, membrana SartobifidQ,
resina SepharoSeQ FF e resina FractoJelTMAE), porém em relacdo ao FIXr
presente no sobrenadante de células CHO. Em urnegs@ceal, na etapa de captura a
presenca de contaminantes tem extrema influénc@apacidade dindmica da proteina
de interesse. Nesta etapa, foi utilizado o lotesdbrenadante de células CHO de
namero 1 (producdo em batelada). Apos uma filtrago uma membrana de 0,22 um
de tamanho de poro, o sobrenadante foi diretamejg@do nos materiais adsortivos
em questdo, sendo que para a membrana e o momolitzdo foi de 5 mL/min e, para
as resinas, de 1 mL/min. As capacidades dinam@aas@FIXr dos materiais avaliados
foram determinadas considerando 10% de rupturaefa quando a concentracéo de
FIXr no efluente correspondia a 10% da concentraghi&1Xr na amostra injetada. A
concentracdo de FIXr foi dosada por ELISA e em raidgoasos o FIXr também foi
monitorado por atividade. Os resultados obtido®einam-se na Figura 5.1 e na Tabela
5.1.
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Figura 5.1. Curvas de saturacdo dinamica dos materiais paraatografia de troca
anidnica. (A) curvas com BSA; (B) curvas em relagad-1Xr presente no sobrenadante
de células CHO (andalise em concentragdo massi¢dXdepor ELISA). As barras de
erro correspondem ao desvio padréo (n=2).
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Tabela 5.1.Capacidades adsortivas dinamicas dos materiaisdos.

Capacidade adsortiva dinamica (mg de proteina/nmhaterial)

Volume
Materiais de Vazdo BSA
material  (mL/min) rFIX no BSA pelos
(mL) sobrenadante  10%de 50% de fornecedores
ruptura ruptura
Monolito CIM® Q 1,02 5 4,60+0,14 2540 27+0 >20
Sartobind Q 2,00 5 1,67 +0,28 18+6 33112 29
Q Sepharo$erF 1,00 i 3,70+0,07 69+1 113+1 120
Fractogel TMAE 1,00 £ 2,00+ 0,49 44+ 2 67 +2 100

2Em tampéo Tris 20mM, pH 7.5 (membrana e monolit@nepdo Tris 50mM, pH 8.3 (resinas).
P Os desvios correspondem ao desvio padrdo (n=2).

€75 cnf.

9 HSA (albumina humana).

¢ Velocidade superficial de 300 cm/h.

A capacidade adsortiva dinamica para BSA tambénddterminada (Figura
5.1A), com o intuito de comparar com as capacidafesmadas pelos fornecedores.
Os resultados obtidos mostraram valores similames @btidos pelos fornecedores
somente para o monolito CfMQ e para a membrana Sartoffin@. Os valores
encontrados para as resinas Q Seph@rBBee Fractog& TMAE foram inferiores aos
obtidos pelos fornecedores. O mesmo foi observatoSTABY et al. (2000) que
obtiveram capacidades adsortivas dinamicas de Sthimgara a Q Sephardse 28
mg/mL para o Fractog@ITMAE considerando 10% de ruptura, ou seja, tratals
resultados bem inferiores aos informados pelosefmdores (120 mg/mL e 100
mg/mL, respectivamente). Provavelmente, isto ocorpelo fato de as resinas
cromatograficas sofrerem variabilidade devido apasotamento do gel. Também foi
possivel obsevar a menor diferenca entre as casiesddindmicas em 10% e em 50%
da curva de ruptura para os materiais que posstempbrte de massa convectivo
(monolito e membrana). Nestes casos, a curva deagab dinamica destes materiais €
mais inclinada, o que ndo ocorre com materiais tajtsporte difusivo € predominante
(resinas), devido a dificuldade que a proteina éemacessar os sitios adsortivos no
interior dos poros das particulas. Além disso,sedgenho das resinas cromatogréficas
€ dependente do fluxo aplicado (KNUDSERNaL, 2001; PODGORNIkKet al,, 2004).
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Em relacdo a capacidade adsortiva dinamica paf@Xoe, injetando-se o
sobrenadante de células CHO produtoras de FIXrpnofito CIM® Q apresentou o
melhor resultado dentre os materiais avaliado®(#.6.14 mg de FIX/mL de material),

apesar de nao ter ocorrido 0 mesmo nos ensaio88dm

Em relacdo a diferenca de capacidade entre o itmech membrana observada
neste trabalho, o monolito possui uma densidadgaletes maior do que a membrana,
0 que explica a superioridade do monolito no cassted dois materiais convectivos

testados.

O valor encontrado para a resina Q Seph&rB&efoi 0 mais proximo ao obtido
para o monolito CIM Q. Portanto, o ensaio foi repetido mais uma vea pates dois
materiais, porém determinando-se nas amostras Gmiacdo massica e também em
termos de atividade. As curvas de saturacdo dirgdmios valores obtidos podem ser

visualizados na Figura 5.2 e Tabela 5.2, respeutvae.

Concentracao massica de fator IXr (ELISA) Atividade de fator IXr
1.2 7 1.2 1 ‘
: o o o o g
1.0 4 o "] 1.0 - =] o .
0.8 4 a . 0.8
o V = +
Y 0.6 U 0.6 A
&) ) o * 8] * .
0.4 - + 0.4 o + () sepharose
+ o Monolito CIM QA
02 . 02 A Lt Q
a .............. S e a 10 % de ruptura
0,0 wE — — , 0.0 s o0 ; ; . . . ‘ :
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Volume (mL) T Volume (mL)
Detecgédo da massa de FIXr (~ 10 mL) Detecgdo da atividade de FIXr (~ 20 mL)

Figura 5.2. Curvas de saturacdo dinamica da Q Seph@eBe do monolito CINM em
relacédo ao FIXr presente na sobrenadante.
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Tabela 5.2.Capacidades adsortivas dindmicas da resina Q ®sgha do monolito

CIM® Q para o FIXr presente no sobrenadante em masaadade.

Massa de fator IX (mg/mL deAtividade de fator IX (Ul/mL de

Materiais material) material)
Q SepharoseFF 36+0,1 257 £ 23
Monolito CIM® Q 4,4+0,2 516 + 74

Nestes novos experimentos, valores equivalentes aateriores foram
encontrados em relacdo a capacidade dinamica esart@$ e 4,4 mg de FIXr/mL de
material, para a resina Q Sephafo$& e o monolito CIM Q, respectivamente).
Contudo, em relagédo a atividade, a capacidade tadsalinamica do monolito foi o
dobro (257 Ul/mL para a Q Sepharose e 516 Ul/mlagamonolito). Apesar de a
resina Q Sepharo3epossuir densidade de ligantes maior, o tamanhopdess e o
efeito difusivo sdo determinantes no desempenhdroOdetalhe observado neste
experimento foi o fato de o FIXr ter sido detectpdo ELISA antecipadamente a sua
atividade. Provavelmente, existem duas formas d& Rb sobrenadante, moléculas
funcionais (com a presenca glaarboxilacdo em todos os residuos de acido glatgmi
e ndo funcionais (sem wcarboxilacdo), ja que as células animais podem s&ko
capazes de realizar esta modificagdo pos-traduci@saencial para a atividade do
FIXr) em todas as moléculas de FIXr produzidas dtew limitacdo no processamento
do grande numero de moléculas recombinantes prakiZKAUFMAN et al, 1986;
HALLGREN et al, 2002; WAJIHet al, 2005). De fato, a auséncia ghaarboxilacéo
causa significativas modificacbes eletrostaticasestautura do FIXr, como pode ser
visualizado na Figura 5.3 em uma simulacdo datesérieletrostética do FIX bovino
(73% de similaridade com o FIX humano) com e sepcarboxilacdo. A moléculg
carboxilada torna-se muito mais negativa, port&asjpera-se uma maior afinidade por
ligantes positivos, como é o caso do amodnio quatern(Q) utilizado nestes
experimentos. A maior densidade de cargas negativaBIX y-carboxilado levaria,
portanto, a uma interagdo mais forte com os ligarg&plicando o retardamento da

deteccao de atividade e a maior capacidade dinarerdfecada em termos de atividade.
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N&o foi possivel simular o ponto isoelétrico (Pb) EIX ndoy-carboxilado, porém uma
alteracao no Pl da molécula é uma hipotese prodexétio a diferenca na densidade de
cargas entre as duas estruturas. A diferenca recgdet do FIX por ELISA e por
atividade pode, também, ter sido observada devenaibilidade dos ensaios, ja que o

ensaio de atividade normalmente possui menor skaade do que o ELISA.

Fator IX ndo y-carboxilado Fator IX y-carboxilado

Mapa eletrostatico - Fi————————r +

Figura 5.3. Mapa eletrostatico do fator IX bovino com e semaarboxilacdo (mapa
realizado pelo prof. Diego Enry B. Gomes, Institd® Biofisica Carlos Chagas Filho,
UFRJ).

BRANOVIC et al (2000) avaliaram a capacidade dinamica do manGliM Q
para o FIX derivado do plasma, porém utilizandoaomcentrado de FIX que ja havia
sido purificado parcialmente, e obtiveram o valer 1883 + 120 Ul de FIX/mL de
monolito. Este resultado foi cerca de quatro vezgserior ao obtido neste trabalho, o
que certamente estd relacionado a co-adsor¢cdo mtantoantes do sobrenadante.
KRAUSERet al (1991) compararam a capacidade adsortiva dinade@icaembranas e
resinas de afinidade de azul de cibacron, aplzanehzima malato desidrogenase pura
e em presenca de contaminantes do extrak deli, sendo que a capacidade obtida foi
reduzida cerca de 70 vezes quando a enzima faaalijunto com o extrato bacteriano
(KRAUSE et al, 1991). Portanto, dependendo do tipo de matriziiode ligante e
dos contaminantes (proteinas do plasma, extrattermw, sobrenadante de células

animais, etc.) presentes na amostra, a diferenga arcapacidade adsortiva dinamica
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da proteina pura e em presenca de contaminantesspodnuito elevada. Além disso, a
injecdo de uma mistura complexa nos leitos cromafimgs pode ter acarretado alguns
eventos que justificam as diferencas de capaciddidervadas. Primeiramente, a
velocidade de penetracdo das proteinas nos porgsimernos das resinas, onde esta
localizada a maior parte dos sitios adsortivos gonbenta. Segundo, cada proteina tem
caracteristicas difusionais préprias, com issoginas menores conseguem penetrar
mais rapido nos poros, deslocando outras maisslentasmo que a mais lenta tenha
maior interacdo com o ligante imobilizado, comoestado em artigos publicados (EL-
SAYED & CHASE, 2010; HUBBUCHet al, 2002). Isto ndo ocorre em materiais
monoliticos, sendo a cromatografia por deslocamémaoqual moléculas com maior
afinidade deslocam moléculas com menor afinidade cemdicbes de saturacao),
provavelmente, mais previsivel em comparacido aonm@socesso empregando resinas
(BRGLESet al, 2011; SRAJERt al, 2012). Outra possibilidade é o fato de proteinas
maiores estarem adsorvendo na superficie das ylagtie, com isso, bloqueando o

acesso do FIXr aos poros mais internos das resinas.

5.1.2. Avaliacdo da eluicdo por afinidade ao fon Gautilizando o
monolito CIM® Q

5.1.2.1. Planejamento experimental da etapa de eféio

Foi realizado um planejamento experimental fataashpleto com 3 variaveis e
3 réplicas no ponto central para investigar as arehcondi¢cdes para eluir o rFIX do
monolito CIM Q em presenca do fon %aO pH, a concentracdo de Ca@ a
concentracdo de NaCl foram selecionadas como wésiddo planejamento. As
respostas obtidas foram rendimento em atividadedimeento em massa, fator de
purificacdo e andlise qualitativa da pureza por -FBASE. Os niveis de cada variavel
utilizados em cada ensaio e as respostas obtitis @sscritos nas Tabelas 5.3 e 5.4. O
lote de sobrenadante utilizado neste experiment® fde niumero 1 (produgdo em
batelada). As condicbes de adsor¢cdo foram mantasstantes em todos os
experimentos. Nesta etapa, o sobrenadante foddilnés vezes em tampéo Tris-HCI
50 mM, 0,15 M NacCl, pH 8, antes de ser injetadomrmanolito de 1 mL em uma
guantidade que néo era suficiente para saturarmolitm para que ndo houvesse perda
no momento da injecdo da amostra. O efeito de@afissobre a dessorcdo ddX de
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monolitos ainda n&o foi descrito na literatura. févavel que, devido & auséncia do
transporte difusivo, as condicfes necessériasgaitao rFIX por afinidade ao calcio
sofra alguma alteracdo, ja que foram observadasredifas significativas no
desempenho de resinas e monolitos tanto na etapdsdecdo, como descrito no topico
anterior e em publicacdes, como na etapa de eldBBRANOVIC et al, 2003). Por
exemplo, quando as mesmas condi¢cdes foram empregadarocesso de purificagéo
do FIX derivado do plasma, o monolito CINDEAE apresentou melhor separacédo de
contaminantes do que a resina DEAE Seph&rdéeque, com a utilizacdo da resina,
contaminantes, como o fator X e a vitronectinamagreceram no eluido junto com o
FIX (BRANOVIC et al, 2003)

Tabela 5.3 Niveis das variaveis do planejamento experimental

o Niveis
Variaveis
-1 0 +1
pH 6,5 7,5 8,5
[CaCl] (mM) 15 30 45
[NaCl] (mM) 0 50 100

Tabela 5.4.Planejamento experimental para avaliar a etaduigio do FIXr por
afinidade aos fons &autilizando o monolito CIM Q.

Ensaios pH [CH] [NaCl] Raiv. (%)  Rmassa(%) FP

1 -1 -1 -1 11,9 12,0 254
2 +1 -1 -1 1,3 10,3 378
3 -1 +1 -1 83,7 41,9 305
4 +1 +1 -1 76,8 31,4 334
5 -1 -1 +1 83,2 69,4 138
6 +1 -1 +1 86,1 48,0 179
7 -1 +1 +1 97,3 93,6 86

8 +1 +1 +1 104,5 97,5 132
9 0 0 0 87,9 39,6 270
10 0 0 0 91,6 37,8 253
11 0 0 0 82,9 33,1 179

Raiv. = Rendimento em atividade
Rmassa= Rendimento em massa
FP = Fator de Purificacdo
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Primeiramente, € possivel observar que o rendonemt atividade foi maior do
gue o rendimento em massa ha maioria dos expesiegtceto nos experimentos 1 e
2, onde o rendimento em ambos o0s casos foi muitm b&ste comportamento era
esperado, ja que, como foi mencionado anteriormgrade do FIXr produzido por
células CHO néao é funcional devido a limitacédo élale em realizar @-carboxilacdo
(KAUFMAN et al., 1986; HALLGREN et al., 2002; WAJIEt al, 2005). Contudo, é a
presenca desta modificagdo pés-traducional quediazque a molécula do FIX interaja
com os fons G4 em solucdo (YAN, 1991). Portanto, como muitas mdls de FIXr
(normalmente a maioria), ndo interagem com os @5 esta diferenca de rendimento
é factivel j& que o ensaio de ELISA reconhece t@damoléculas de FIXr, enquanto
gue o ensaio de atividade sé considera as molééuasonais. Por este motivo, a
adicdo dos fons Gaao tampao de eluicdo tem como objetivo seleciaranoléculas
de FIXr funcionais. O fato de os rendimentos em saas em atividade, para 0s
experimentos 7 e 8 ndo terem sido muito diferent&sreu provavelmente devido a
influéncia da condutividade. Como é possivel olzenos cromatogramas da Figura
5.4, a combinacao dos niveis das variaveis germapdas com condutividade acima da
condutividade do tampao de equilibrio (17,0 mS/ch®5 mS/cm para o ensaio 8 e
20,0 mS/cm para o ensaio 7. Isto acarretou em dgssde proteinas com afinidade aos
ions calcio e também de proteinas que ndo tinhamdade a este ion simplesmente por
enfraquecimento da interacdo eletrostatica caugadio aumento da condutividade.
Provavelmente, o FIXr nag-carboxilado adsorveu fracamente ao monolito e um
minimo aumento de condutividade fez com que toBbXo ndoy-carboxilado fosse co-
eluido com o FIXr funcional igualando desta fornsarendimentos em atividade e
massa. Com base no gel de SDS-PAGE (Figura 5.4)e-p@ observar uma maior
proporcdo de contaminantes nas raias corresporsdaogeexperimentos 7 e 8, o que
estd de acordo com o0s maiores picos observados crmmatogramas destes

experimentos.

Alguns autores utilizaram um tampéo Tris-HCI 50 iy M NaCl, pH 7-8
(condutividade ~22 mS/cm) para lavar a resina Gh&es€ antes de eluir o FIXr
funcional ou por afinidade ao célcio ou por simpkdsvacdo da condutividade,
aplicando um tampéao Tris-HCI 50 mM, 0,3 M NaCl, @8 (GILLIS et al, 1997;
HARRISON et al, 1998; SUNet al, 2012). Esta lavagem com NaCl 0,2 M foi
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suficiente para remover o FIXr ndecarboxilado da resina Q Sephafds€ontudo, os
resultados do presente trabalho mostraram que ondutividade de 18,5 mS/cm ja é
suficiente para remover néo s6 o FiXcarboxilado e nag-carboxilado, como também
outros contaminantes adsorvidos na matriz monali#iéém disso, ensaios prévios ao
planejamento experimental mostraram que uma lavagem o tampao Tris-HCI 50
mM, 0,2 M NaCl, pH 7-8 também remove parte do Fidfricional quando o monolito
CIM® Q é utilizado. Isto mostra que o material cromeifigo utilizado tem influéncia

significativa nas condi¢des quimicas utilizadascenmatografias preparativas.
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Figura 5.4. Cromatogramas da etapa de eluicdo dos experimeatqgdanejamento
experimental. Eletroforese em gel de poliacrilam(f8®S-PAGI da fracdo do eluido:
raias 1A-8A (experimentos 1 a 8, respectivamemégds 9A e 5B (marcador de massa
molar); raias 10A e 6B (padréo de FIX derivado thsma); raia 1B (sobrenadante de
células CHO produtoras de FIXr) e raias 2B-4B {ogphas do ponto central).

Com o objetivo de auxiliar na andlise de dadopldaejamento experimental,
foram elaborados gréaficos de cubos (ANTONY, 20@3tes graficos podem ser
visualizados na Figura 5.5 para todas as respatitidas (rendimento em massa,
rendimento em atividade e fator de purificacdo).rid&d combinacdes obtiveram
rendimentos acima de 80% em atividade, satisfafiaia uma etapa de troca anidnica.
Contudo, em dois experimentos (1 e 2), nos quaisalapenas 15 mM de CaCh
condutividade resultante néo foi suficiente pamaeer grande quantidade de FIXr do
monolito. A pequena diferenca de condutividade esestiois experimentos foi
provavelmente devido ao HCI usado no ajuste doNaHexperimento 1, ajustou-se para
6,5 e, no experimento 2, o pH foi ajustado parashdo neste caso adicionado menos
HCl ao tampéo, o que levou a uma condutividade rpaisa e um menor valor de
rendimento em atividade (1,3 %). ARTUR al (2013) utilizaram um tamp&o com
apenas 2 mM de Calé 0,18 M de NaCl para eluir o FIXr de uma resieatrdca
anionica. Isto mostra que uma baixa concentracdordeCa’ é suficiente para causar
modificacdo conformacional na estrutura do FIXrépo para dessorver o FIXr com
alto rendimento é necessario aumentar a condudigidpodendo este papel ser
realizado pelo cloreto de sédio ou como mostradientgabalho, pelo proprio CaCl
Assim, o0 excesso de CaQomente teria a fungdo de aumentar a condutividade
tampdo. As combinacbes 7 e 8, como comentado ambente, provocaram a co-
eluicdo de grande quantidade de contaminantesiimad o FIXr ndo funcional, e isto
foi refletido no fator de purificagdo, sendo os sraaixos dentre todos (86 e 132 para 0s

experimentos 7 e 8, respectivamente).

As combinagbes 3 e 4 foram as que obtiveram resmtms em atividade
considerados bons, préximos a 80%, e fatores déicagho elevados (>300). Além
disto, o rendimento em massa foi baixo, indicandee, qprovavelmente, ha
predominancia do FIXr funcional no eluido. Com bass resultados obtidos com a
combinacdo 4, pode-se dizer que 8,9 mS/cm é sufficipara dessorver o FIXr do

monolito CIM® Q em presenca de ions“a@om rendimento satisfatrio. Apesar da
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condutividade da combinacéo 4 ter sido suficieatesondicdo 3 foi escolhida para
realizacdo dos experimentos de aumento de esealadlises subsequentes, pois o perfil
de SDS-PAGE foi parecido e os rendimentos em atlede em massa foram mais

altos.

g b
93,6
36,8£84

(100) 83,2} 97,6 (100)

[NaCl) (mM)

75.@ ©5) \ﬂj—‘—gm.ﬂ @5 334 @5
11,9 5 0y | 12,0 1419 (0) | 254
o [CaCl,] (mM) (85) o [12e] [CaCl,] (mM) (65) [CaCly] (mM) —— 65
(15) (45) (15) (45) (15) (45)
Rendimento em atividade (%) Rendimento em massa (%) Fator de purificagédo
6 8
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pH, [Ca?*], [NaCl] s ! 3 i3
(1001, 4, +1 5 e
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[ ]-Respostas 5| 2 4 6 14,0
? L ,
2| [, 65 7 20,4
1 3 3 8 18,5
0) [CaCly] (M) (6.5) Ponto central 13,4
(15) (45) Equilibrio 17

Figura 5.5. Diagramas de cubos para cada resposta do plangf@ameerimental.

Os dados do planejamento experimental também fortados estatisticamente
por analise de variancia (ANOVA) e diagramas defdioram obtidos com o objetivo
de verificar o nivel de significancia de cada walde de efeitos combinados
(ANTONY, 2003). Os erros obtidos com os pontos reestforam calculados com 95%
de confianca através do teste t-student. Com ba@seiagramas de Pareto (Figura 5.6),
é possivel observar que, para todas as respogtasnte as variaveis concentracdo de
CaChL e concentracdo de NaCl individualmente se mostraestatisticamente
significativas, provavelmente pelo fato destas aamis contribuirem de forma
significativa para o aumento da condutividade. O foH a Unica variavel sem
significancia estatistica, o que significa dizee gufaixa de pH avaliada (6,5 — 8,5) néao
causou nenhuma interferéncia relevante para otaésufinal de nenhuma das respostas
avaliadas. Provavelmente, esta variacdo de pH sémulteracdes significativas na
carga superficial do FIXr. DISMERt al. (2008) avaliaram o efeito do pH na interacéo
da lisozima com resinas de troca catidnica, com@&&pharose FF e SP Sephardse
XL. Eles observaram que, na faixa de pH entre 7 & €rga superficial da lisozima
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diminuiu lentamente e a condutividade para dessavproteina foi praticamente a
mesma nesta faixa de pH. O mesmo pode ter acoateor o FIXr. Outro fator que
pode ter contribuido para que o efeito do pH foagséevante é o fato de ser dificil a
geracdo de uma variacédo de pH controlada na eldig&istemas cromatograficos, para
que seja possivel medir o efeito do pH corretaméAtdAMED et al, 2008).
Portanto, fatores como estrutura do material, dendsi de ligantes, interacdo proteina-
proteina e orientacdo da proteina estdo envolvidiosta ou indiretamente no
comportamento da interacéo proteina-ligante erarees cromatograficos (DISMER

al., 2008; DISMER & HUBBUCH, 2007 LI & PINTO, 1994; BROOKS &
CRAMER, 1992) Com base nos resultados obtidos, pode-se diee¢ gutremamente
dificil analisar a interacdo entre um ligante e um@teina em uma matriz

cromatografica devido ao elevado niumero de eventegpodem ocorrer no sistema.

Rendimento em atividade Rendimento em massa

= p=
Efeito estimado padronizado (valor absoluto) Efeito estimado padronizado (valor absoluto)

Fator de purificaciao

Efeito estimado padronizado (valor absoluto)

Figura 5.6. Diagramas de Pareto para cada resposta do plargmm
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5.1.2.2. Ampliacédo de escala para a coluna monatiéi com volume de 8

mL

A ampliacéo de escala da coluna monolitica de Jparh a de 8 mL foi avaliada
com a utilizacdo do segundo lote de sobrenadantgldias CHO produtoras de FIXr.
Este lote foi proveniente de um cultivo em batelaflmmentada, que atingiu uma
concentracéo celular de aproximadamente 20°xcdldmL, porém no qual, no momento
da colheita, a viabilidade era de 70%. Estas indgdes serdo importantes para a

discusséo dos resultados a seguir.
5.1.2.2.1. Desempenho em termos de rendimento eofadle purificacao

As colunas monoliticas com base polimérica de paitwerilato sdo construidas
em moldes e podem ser fabricadas em varias es¢AEBGORNIK et al. (2004)
demonstraram que a produtividade aumentou lineaemena separacdo de trés
proteinas modelo foi similar quando a escala fonentada de 8 mL até 8 L. Outros
autores obtiveram a mesma reprodutibilidade ao atanea escala de colunas
monoliticas CIM DEAE aplicadas ao processo de purificacdo do FéXvddo do

plasma.

Para o aumento de escala da etapa de capturackspo de purificacdo do FIXr
proposto neste trabalho, a condicdo de eluicdo weai@ 3 do planejamento
experimental foi selecionada para prosseguiments dndlises pelos motivos
justificados no item anterior. Contudo, para corapar desempenho do processo nas
duas escalas foram realizados novos ensaios crgraitms com a coluna de 1 mL
devido ao fato do lote de sobrenadante ter sidoaalb. Os ensaios nas duas escalas
foram realizados com 0 mesmo lote de sobrenadiatée?) e em duplicata. O resultado
pode ser visualizado na Figura 5.7, que mostra romatogramas e resume 0S

resultados obtidos.

Pode-se observar que o processo de purificacdéXoutilizando o monolito
CIM® Q foi reprodutivel nas duas escalas avaliadasifeside 1 e 8 mL) em termos de
fator de purificacdo, rendimento em atividade esaas perfil do gel de SDS-PAGE.
Contudo, o fator de purificacdo para a coluna dallfoi menor do que o obtido
durante os ensaios do planejamento experimentaldemando a condi¢do 3, e 0 menor
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nivel de pureza ficou evidente no perfil do gelSIeS-PAGE. Isto pode ser explicado
pelo fato do sobrenadante utilizado nos experinsedeoaumento de escala vir de um
cultivo no qual a concentragdo de células estavaacde trés vezes maior e a
viabilidade celular reduzida de 98% para 70%. Istoporcionou um aumento no
namero de contaminantes devido ao grande numex®ld&as lisadas, levando a co-
eluicdo de uma grande quantidade de outras pretefeesar deste fato causado pela
mudanca no lote de amostra injetada pode-se dimepgnonolito CINY Q apresentou
excelente desempenho no aumento de escala da a#uhgpara a coluna de 8 mL,
podendo-se trabalhar com vazdes de, no minimo, BGnim, em um equipamento
convencional de bancada. Em operacfes industuidégilidade de ampliacdo de escala

é considerada uma grande vantagem.

| .

1mL i w = UV comdal $mL 18
L1g B 3

__________ — UV comida 2

¢ Troca para o tampio de eluigio 2 ..

1305 1545 1585 1625 1665
Volume (mL)

Rendimento em atividade (%)
86.3+89

Volume (mL)

Rendimento em atividade (%)
92,2+ 12.0°

Fator de purificacio
1577

Fator de purificacio
166+ 4
Rendimento em massa (%)

4822103

Rendimento em massa (%)

31,6+14,1

* Desvio padrio

Figura 5.7. Resultados obtidos apds o experimento de ampliag@oescala.
Cromatogramas do pico proveniente da eluicéo, teefng obtidos (monolito de 1 mL,
vazéao de 3,7 mL/min e monolito de 8 mL, vazdo denB0min) e gel de poliacrilamida:
raia 1 (sobrenadante de células CHO); raia 2 (frap@respondente ao pico de eluicdo
do monolito de 1 mL); raia 3 (fracdo correspondexatgico de eluicdo do monolito de
8 mL); raia 4 (padrdo de massa molar) e raia 5r§wade FIX derivado do plasma). Os
valores mostrados representam a média e desvia@gur2).

5.1.2.2.2. Monitoramento do fator IX recombinante aivado (FIXra)

Um aspecto importante do processo de purificacé@atdo IX, recombinante ou
derivado do plasma, é a quantidade de fator XadtFIXa) presente no produto final.

Altas concentra¢cbes de FIXa podem causar tromigesando, por exemplo, infarto do
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miocardio em pacientes que recebem concentradbbXdgara tratamento da hemofilia
do tipo B (LOWE, 2001; CHOUDHARgt al, 2013). No organismo o fator VIl ativado
(FVlla) e o fator X| ativado (FXla), em presenca fosfolipideos e fons €& sdo
responsaveis pela ativacdo do FIX durante o proceks coagulacdo sanguinea
(RIDDEL et al, 2007). Contudo, a ativacdo do FIX também podmrec durante o
processo de producdo do FIXr. Existe apenas umoagiie descreve a ocorréncia de
ativacdo do FIXr produzido por células CHO duraateultivo. Neste estudo, foi
investigada a influéncia da concentracéo dos i@ &€Md " no nivel de ativacdo do
FIXr e os resultados mostraram que o aumento daeotracdo destes ions,
principalmente do G4, promove a ativacdo do FIXr, principalmente na fas declinio
celular. A concentracdo destes ions, considerdde Gielos autores, por minimizar o
efeito da ativacéo do FIXr, foi 0,5 mM de@ 1 mM de M§" (KIM et al, 2009).
Entretanto, a presenca destes ions nos meios tdeacé@limportante para o crescimento
celular. O sobrenadante utilizado no presente ltrabgossuia 0,10 + 0,04 Ul/mL de
atividade do FIXa, o que corresponde a uma raz&a/FIXr de 0,83 = 0,33 %
(atividade do FIXa pela atividade total do FIXr)or@udo, apos a purificacdo com o
monolito CIM® Q, o valor desta razdo aumentou para 1,94 + 0,(Balsela 5.5). Este
dado sugere que as condi¢des utilizadas nestelnoapara a etapa de captura do
processo de purificacdo do FIXr estaria induzindooaversao do FIXr em FlXa ou
enriguecendo o eluido com moléculas de FIXa. Cantnéo ha relatos na literatura do
aumento dos niveis de FIXa durante processos décpgdo nem decorrentes de
afinidade por fons G4 Também n&o existem relatos precisos do valottdiméguro
para a razdo FIXa/FIXr. Somente foi encontrado tabalho, onde FIXr expresso no
leite de porcos transgénicos foi purificado, segde, durante a discusséo, foi citado
que uma razao de 2,4 % seria o limite para ndacauwsnbose em camundongos (SUN
et al, 2012). Apesar do aumento do nivel de FIXa apéspa de captura do processo
de purificacéo do FIXr utilizando o monolito CfMQ no modo de eluicdo por afinidade
aos fons C4, o valor permaneceu abaixo do valor descrito nessgo. Contudo,

ensaios em animais sao necessarios para confirsggyuaanca do produto.
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Tabela 5.5.Monitoramento de FIXa na etapa de troca anidnicprdcesso utilizando o
monolito CIM® Q com eluicdo por afinidade ao fon’Ga@mpregando o lote 2 de FIXr
(batelada alimentada) e o monolito de 8 mL.

Amostra FIXr (Ul/mL) FIXa (Ul/mL) FIXa/FIXr (%)
Alimentacéo 3,97 £0,21 0,03+0,01 0,83 +£0,33
Eluido 106 + 23 2,05+0,38 1,94 + 0,08

* Os erros correspondem ao desvio padrao (n=2).

5.1.2.2.3. Remocéao de HCP e DNA residual

A presenca de proteinas da célula hospedeira (HGffa em inglés) é
indesejavel em produtos biofarmacéuticos, porqgenahs proteinas contaminantes
podem causar resposta imune em pacientes (DONE&Nil, 2012; GUTIERREZt
al., 2012). Da mesma forma DNA residual da célulgpbdsira. O controle de HCP e
DNA residual sédo, portanto, aspectos cruciais i@@aclos a pureza de um biofarmaco
(ICH, 1999).

Os resultados de reducdo de DNA e HCP na etagamtera do processo de
purificacdo do FIXr utilizando-se o monolito CAMQ estdo descritos na Tabela 5.6.
Esta etapa cromatografica resultou em uma redueabl@ de 1256 + 176 vezes.
Considerando que se trata apenas da primeira dtamocesso de purificacdo, este
resultado é satisfatério. Na purificacdo da pemeXPTX3 humana recombinante
produzida em células CHO, foi obtida uma reducdd3tié vezes apos a etapa de
captura realizada com a resina Q Seph&rose modo de eluicdo por gradiente de
concentracdo de NaCl (RIVIECCI& al, 2007).

Contudo, a quantidade total de HCP obtida aposnaepa etapa, aplicada no
presente trabalho permaneceu elevada (7499 ppmélag@o aos niveis recomendados
pelo FDA (1-100 ppm) para o produto purificado Fin@ANG et al, 2009;
CHAMPION et al, 2005). No entanto, o sobrenadante utilizadoenesperimento de
purificacdo foi proveniente do segundo lote (70%vibilidade celular e 20 x 0

cel/mL), de modo que a alta concentracdo de cétubadaixa viabilidade, como ja foi
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mencionado, acarreta na ampliacdo da gama de doatstes do sobrenadante. Em um
processo industrial, mesmo sendo operado em bateladentada, a etapa do cultivo
seria finalizada antes, sob condi¢cdes de viabiddadis elevadas do que ocorreu neste

lote, oriundo de etapa ainda de pesquisa do procEssultivo propriamente dito.

Sabe-se que condicbes de cultivo podem intergaveramente no perfil de
HCPs de uma amostra a ser purificada. dtNal (2010) avaliaram a influéncia de
fatores relacionados com o cultivo celular de eduCHO, como viabilidade celular,
composicdo do meio, tipo de alimentacdo, velocidddeagitacdo e mudanca de
temperatura, no perfil de proteinas da célula htepe (HCP) no sobrenadante. Eles
descreveram o fator viabilidade celular como o mamjsificativo para alterar o perfil de
HCPs do sobrenadante, sendo esta diferenca notadalgtroforese em gel de
poliacrilamida de duas dimensoes.

Em relacéo aos niveis de DNA residual da célukpédeira, o monolito CIf
Q apresentou uma grande capacidade de reducdo Ae(TMP86 % ou 7782 vezes
conforme Tabela 5.4). Contudo, a concentracdo pee aontinua relativamente alta
(610 ng de DNA/dose, considerando uma dose de 308elFIXr). O exigido pela
Organizacdo Mundial da Saude (WHO, sigla em inglé® 10 ng de DNA residual por
dose do biofarmaco aplicada no paciente em umgeede 24 horas (SUBt al, 2012;
SOFER & ZABRISKIE, 2000). O potencial de remocadDi¢A residual foi explorado
em algumas membranas de troca anidnica (Sartdlindiustan§ Q e Chormasorb) e
os resultados mostraram diferenca de desempente@antnembranas testadas e que a
baixa concentragcdo de NaCl combinado com altosremlde pH (em torno de 9)
aumentam a capacidade de remocdo do DNA residuBAWER et al, 2013). Esta
diferenca em relacdo ao desempenho das membramasv/gimente esta relacionada
com a variabilidade na densidade de ligantes dambmamas. O monolito CIf
mostrou ser um material com alta capacidade adaonpelos resultados descritos no
item 5.1.1. Um aumento de pH para aumentar a remdeaDNA provavelmente iria
aumentar a adsorcdo de outros contaminantes prandb a pureza do eluido. Como
esta é apenas a etapa de captura e o sobrenaolatimé@a muito DNA residual devido a
baixa viabilidade celular no momento da colheitmats pertinente remover o pouco de
DNA residual remanescente com etapas cromatogsaBoasequentes e otimizar o

cultivo celular.
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Tabela 5.6.Reducdo de HCP e DNA na etapa de troca anionigaab@sso com a
utilizacéo do monolito CIM Q com elui¢do por afinidade ao fon“C@mpregando o
lote 2 de FIXr (batelada alimentada) e o monoladadnL.

Fator Fator
HCP )
. FIXr HCP . de FIXr DNA" Volume DNA de
mostra ng/m = =
(mg/mL)  (ng/mL) F?x)g reducdo yymi) (ng/mL) (ML)  (ng/dose) "€ducao
HCP DNA
Amostra 2,16 9,42 2,64
_ 0,02 45 23763 440
alimentada x10° x10° x10°
Amostra 1256 + 7182 +
0,51 3793 7499 N 106 122 10,5 575 )
eluida 17 1464

* A reducdo de DNA foi de 99,986 + 0,002 %, concacdio final de 122 ng/mL (considerando uma dose
de 500 Ul de FIX — 575 ng de DNA/dose).
** Os erros correspondem ao desvio padrao (n=2).

5.1.3. Avaliacdo da etapa de captura utilizando a embrana
Sartobind® Phenyl

O desempenho da etapa de captura também foi dwalidlizando-se a
membrana SartobifidPheny| com o objetivo de comparar a mesma com a utdizac
do monolito CIM Q, com eluicdo por afinidade aossi€C&", como primeira etapa do
processo de purificacdo do FIXr. A amostra de swirante foi previamente diluida
para uma concentracao de 1,8 M de {NBO, com o tampao Tris-HCI 50 mM,
(NH4).S0O, 3,2 M, pH 7,2. ApOs isto, observou-se a formacagra@de quantidade de
precipitado, provavelmente devido a precipitacaondéas proteinas em funcéo da alta
concentracdo de sulfato de amoénio. Contudo, folfivada, através de analise de
atividade, que essa condi¢do nao é suficientea@pitar o FIXr funcional, uma vez
que a atividade do FIXr se manteve inalterada agpdgrecipitacdo. Portanto, o
sobrenadante de células CHO diluido com sulfataménio foi centrifugado para
remocao do precipitado formado e filtrado em meméi@de 0,2-0,4 um de tamanho de
poro antes da etapa cromatografica. Apos a injpgdnembrana, a eluigéo foi realizada
por gradiente linear do tampéo Tris-HCI 50 mM, pB. © cromatograma obtido pode

ser visualizado na Figura 5.8A.
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Figura 5.8. Cromatograma da etapa de captura do processo rdegndo do FIXr
utilizando-se a membrana SartoffinBhenyl (A): A — alimentacdo da amostra, L —
inicio da lavagem com tampao de equilibrio e Eieiondo gradiente de eluicdo com o
tampéo B (Tris HCI 50 mM, pH 7). Grafico da ativigatotal de FIXr recuperada no
pico da eluicdo enriquecido de FIXr (B).

Para andlise deste experimento, foram realizadsai@s de atividade do FIX e
HCP. O rendimento do processo foi de 83 % em atded evidenciado pela atividade
total obtida no pico assinalado do cromatogramguflas 5.8A e B). Contudo, a
remocdo de HCP foi inferior (55 vezes) na membr&amtobind Phenyl em
comparacdo ao monolito CfMQ (1256 vezes) como primeira etapa do processo de
purificacdo do FIXr. A Tabela 5.7 mostra os residta Devido a diferenca de ordem de
grandeza no desempenho de ambos os adsorventege rizgrespeito a remocao de
HCP, decidiu-se prosseguir os trabalhos avaliaedo-siso da membrana Sartolfind
Phenylcomo segunda etapa do processo de purificacddentiimo monolito CIM Q
como primeira etapa. Embora se saiba que o prodesparificagdo do FIXr utilizando
a membrana Sartobifi®Phenylna etapa de captura ainda pode ser otimizadolagéce
as condicdes de eluicdo (por exemplo, eluicdo pgralis para melhorar a resolucao
dos picos no cromatograma), avaliou-se que seria wadido investiga-lo tendo como
alimentacdo a amostra eluida da troca anibnica. fi&@m encontrados trabalhos na
literatura que relatam o uso da cromatografia deragao hidrofébica como etapa de

captura do processo de purificacdo do FIX recormibénau derivado do plasma.
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Tabela 5.7.Comparacéo da reducdo de HCP entre o monolitd®@Mom elui¢do por
afinidade ao ion G4 empregando o lote 2 de FIXr (batelada alimentadajnonolito

de 8 mL, e a membrana Sartobfimhenylna etapa de captura do processo.

FIXr (mg/mL) HCP (ng/mL) HCP (ng/mg de FIX)

Materiais Fator de

cromatograficos reducéo
Amostra de Amostra Amostrade Amostra Amostra de Amostra

sobrenadante eluida sobrenadante eluida sobrenadante eluida

Monolito CIM® Q 0,02 0,51 2,16 xfo 3793 9424358 7499 1256 + 176
Membrana
_ 0,02 0,09 2,16 xI0 15041 9424358 170512 55
Sartobind@ phenyl

* Os erros correspondem ao desvio padrao (n=2).

5.2. Segunda etapa cromatografica

Foi realizada uma comparacéo entre a membranaffiiica Sartobin8 Phenyl
e a resina Cellufife Sulfate em relacdo & eficiéncia como segunda etapa
cromatografica. Esta ultima consiste de uma redmecelulose ligada a ésteres de
sulfato, com o objetivo de mimetizar a heparinae gpresenta pseudo-afinidade por
muitas proteinas inclusive fator IX. As avaliacOesta sessao foram realizadas com o
eluido proveniente da etapa de captura realizada @anonolito CIM® Q. Mais 8
corridas com o monolito CIMQ foram realizadas e os eluidos das 8 corridasrfor

unidos para formar um unico lote utilizado em tode®xperimentos da segunda etapa.
5.2.1. Avaliacdo da resina Cellufing Sulfate

5.2.1.1. Capacidade adsortiva dinamica

Para avaliar a capacidade adsortiva dinamica siaareCellufin€ Sulfate foi
utilizado umpool do eluido de quatro corridas com o monolito CIMp@ta que todos

0s experimentos fossem realizados com o mesmo Roimeiramente, a capacidade
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adsortiva dinamica da resina em questdo foi awaliseim nenhuma alteracdo das
condicdes do tampdo da amostra (condutividade e @H3eja, o fator IX foi injetado
na coluna Cellufin® Sulfateexatamente nas condicdes em que foi eluido do litmno
CIM Q. Apesar do tampéao de eluicdo da etapa des@pgr sido Tris-HCI 50 mM, 45
mM CaC}, pH 6,5 (condutividade de 11.9 mS/cm), as condigie eluido sofreram
pequenas variacfes devido a mistura ocorrida eoidgntdos poros do monolito entre o
tampao de equilibrio (Tris-HCI 50 mM, NaCl 0,15 pH 8 — condutividade 17 mS/cm)
e o de eluicdo. Contudo, a maior alteracéo foieacéo ao pH, que obteve um valor de
7,2 na fracdo do eluido enriquecida de fator IXaJéondutividade permaneceu em
torno de 12 mS/cm. Isto pode ser explicado pelo @ serem duas solucdes
tamponantes se misturando. O processo de altedgdoH envolve um equilibrio
quimico, levando um certo tempo para isto ocoi@nmo o fator IX foi dessorvido
rapidamente do monolito devido & condutividades@mea dos fons €ze ao transporte
convectivo caracteristico do material adsortivo, fracdo coletada com alta
concentracdo de fator IX o pH n&o havia diminuitloaavalor de 6,5. No entanto, isto
foi reprodutivel para todas as corridas realizaca® o monolito CIM Q nestas

condicoes.

A capacidade adsortiva dindmica obtida para a aeellufiné Sulfate
considerando a amostra de fator IX bruta (eluidetdpa de captura sem modificacao)
foi de 3,2 £ 0,2 mg de fator IX/mL de resina, coesando a capacidade quando a
concentracdo de fator IX no efluente atingiu 10%cdacentracdo de fator IX da
amostra. Isto ocorreu entre a fracdo de numerd §f@am coletadas fracdes de 1 mL
apos a injecdo da amostra). O mesmo ponto de satufai observado em relacdo a
atividade, ja que nao foi detectada atividade pdiator IX antes da fracdo 6. O ensaio
de atividade foi realizado para uma corrida apeteagjo-se obtido a capacidade em
termos de atividade igual a 1559 Ul de fator IX/de.resina. Na Figura 5.9A, pode ser
observado que o ponto de inflexdo do grafico ndafh absorbancia a 280 nm do
efluente da injecdo da amostra na resina CelfRifhgfateocorre préximo a fracéo 6,

confirmando que a saturacao ocorre neste ponto.

BELATTAR et al (2007), desenvolveram uma resina polimérica dé& po
(estireno sulfonato de sédio) para purificacdo atorfIX explorando a afinidade por

ligantes sulfatados, porém, utilizando a condigdoponante Tris 50 mM, 0,1 M NacCl,
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pH 7,4, os autores obtiveram o valor de 8,6 UladerfIX/mL de material em condi¢cdes
estaticas na presenca de alguns contaminantesvésteé muito inferior ao obtido
neste trabalho para a resina CelldfirBulfate Contudo, quando comparada com a
resina Sepharo8ecom heparina imobilizada em relagéo & capacidddertva day-
globulina bovina, a resina CellufifieSulfate apresentou uma capacidade adsortiva
dindmica 140 vezes menor (YOSHIDAal, 2007). Esta diferenca de capacidade pode
ser explicada pela mais baixa densidade de ligataeresina Cellufirie Sulfate (8
pmol/mL), porém a interacdo dos ligantes além, eleper afinidade, também tem
natureza eletrostatica, o que pode gerar diferéecaomportamento dependendo da
proteina empregada (DEPHILLIPS & LENHOFF, 2001).

Na tentativa de aumentar a capacidade adsorthéamica da resina Cellufifie
Sulfatea amostra de eluido da etapa de captura foi dilidezes com o tampéo Tris-
HCI 50 mM, pH 7,2, reduzindo a condutividade pa&ariiS/cm. Contudo, isto resultou
em uma diminuicdo da capacidade adsortiva dinaneita relagcdo ao fator IX
recombinante para 1,8 + 0,1 mg de FIX/mL de residaromatograma da curva de
saturacdo dinamica evidencia esta perda de fatopre&Xocemente, ja que, caso a
capacidade dinamica permanecesse inalterada, artoagdo do efluente dos ensaios
com amostra diluida deveria aumentar apds a frdhdequivalente a 18 mL de
amostra injetada ou 33 mL de volume total), por@uorreu entre a fracdo 10 e 11
(Figura 5.9B). As curvas de saturacdo da Figur& ®@denciam isto, pois é possivel
observar a perda precoce de fator IX quando a aadduida foi aplicada, indicando

que a reducédo de condutividade € desfavoravel.
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Figura 5.9. Capacidade adsortiva dinamica da resina Celftiffhdfate Cromatograma
da injecdo da amostra bruta com o respectivo grafec concentracdo e atividade do
FIXr em fracOes do efluente (A e Al); cromatogragaainjecdo da amostra diluida 3
vezes com o respectivo gréfico de concentracdavelade do FIXr em fragbes do
efluente (B e B1); curva de saturacdo dinamica ententracdo massica de fator 1X
(ELISA) para os dois casos (C).

5.2.1.2. Etapa de eluicao do fator IX

A eluicgo do fator IX da coluna Cellufii&ulfateinicialmente foi avaliada com
um gradiente linear (a condutividade foi de 12 mBaté 120 mS/cm em 50 mL, a uma
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vazéao de 1 mL/min), porém n&o ocorreu uma separsa#Eiatoria, pois a resolucao do
pico foi baixa. SAKODAet al (2012) observaram o mesmo problema na purificdgéo
virus da gripe aviaria com a resina CellufirBulfate optando assim pela eluicéo por
degrau. Portanto, passou-se a investigar, na e@apaluicdo do fator IX da resina
Cellufine® Sulfate o0 modo de eluicdo em degraus de concentracdoadsd. Mpds a
injecdo da amostra, a resina foi lavada com o tandpdequilibrio e, em seguida, com
tampéao Tris-HCI 50 mM, 0,2 M NaCl, pH 7,2 para efhar contaminantes fracamente
adsorvidos. A eluicdo do fator IX ocorreu apos licapao de tampao Tris-HCI 50 mM,
NaCl 0,5 M, pH 7,2. Por fim, a coluna foi regener@dm o tampao Tris-HCI| 50 mM, 2
M NaCl, pH 7,2. O gréfico da Figura 5.10A mostracromatograma de uma das
corridas. O experimento foi realizado em duplicatafoi verificado o mesmo
comportamento em ambas as analises. Este métodwraéngnte utilizado para a
eluicdo do fator IX, derivado do plasma ou recorabia, de colunas de afinidade por
ligantes sulfatados como heparina ou Cell{ffiBulfate (HARRISON et al, 1998;
HOFFERet al, 1999).

Neste trabalho, a utilizacdo da resina Cell{fiBelfatecomo segunda etapa de
purificacdo do fator IX ndo proporcionou um increrae significativo de fator de
purificacdo em relacdo ao sobrenadante, visto goeeatou de 150 + 17 vezes (valor
obtido na primeira etapa) para 168 * 9 vezes. Augéd de proteinas da célula
hospedeira (HCP) também néo foi elevada. Com agndnetapa, a reducao foi de 1260
+ 176 vezes e, com a utilizacdo da resina CellfifBelfate a reducdo em relacdo ao
sobrenadante aumentou para 1970 + 387 vezes. Aataggn dos perfis do gel de
eletroforese (Figura 5.10B) deixa evidente que m@wo/e um incremento significativo
de pureza da primeira etapa (monolito €I®) para a segunda (resina Cellufine
Sulfatg. Por outro lado, os rendimentos obtidos tantavemssa quanto em atividade de
FIX foram altos (92 £ 7% e 93 + 4 %, respectivaragntonforme evidenciado pela
Figura 5.10C. O monolito CIRIQ removeu uma grande quantidade de DNA residual
da célula hospedeira, porém uma pequena quantidadm-eluida com o fator IX.
Portanto, a amostra injetada na coluna Celluftudfate ainda continha com uma
pequena quantidade de DNA residual (78 ng/mL). Ap&iapa de purificacdo com a
resina CellufineSulfate a concentracdo de DNA residual caiu para 30 Ad/thL, o

que equivale a uma reducdo de 1,6 + 0,3 vezesducde de 37 + 11%. Os dados
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citados acima podem ser visualizados na Tabelddgdlizada no final do capitulo de
Resultados e Discussdo. A presenca desta quantidaB®®NA na fracdo do eluido da
segunda etapa ndo era esperada, ja que os ligafEados possuem carga negativa e
nao deveriam interagir com moléculas de DNA (cad@g negativamente devido aos
grupamentos fosfato). Contudo, OPI€EZ al (2009) compararam a reducao de DNA
residual em diferentes materiais sulfatados, imsdusa resina Cellufirfe Sulfate
utilizados para a purificagdo de virus e observopresenca de quantidade ainda
significativa de DNA residual no eluido dos proossde purificacdo, embora a maior
parte do DNA residual tenha sido eliminado no eftae A interacdo de DNA com
resinas de troca catidnica, como SP-Sepharose, [nmo80; e membrana Mustang S,
também foi observada por Llet al (2011), porém o mecanismo de interacdo do DNA

com ligantes com carga negativa ainda nao estaatia
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Figura 5.10. Cromatograma de purificagéo do fator IX com an@<ellufin€ Sulfate
(A): A — alimentacédo; L1 — lavagem com o tampacedailibrio; L2 — lavagem com
tampéao contendo 0,2 M de NaCl, pH 7,2; E — elug@n tampé&o contendo 0,5 M de
NaCl pH 7,2 e R — regeneracédo com tampao conteMitéNaCl. Eletroforese em gel de
poliacrilamida comparando o eluido da primeira @t@ponolito CIM® Q) com o eluido
da coluna CellufineSulfate(B): sobrenadante de células CHO produtoras de(Fid

1); eluido da etapa de troca aniénica com o manaiM® Q (raia 2); eluido da resina
Cellufine® Sulfate pico 2 (raia 3) e marcador de massa molar (rdiaGtafico
indicando a massa e a atividade total de FIX cdéetan cada pico e comparada com a
amostra (C).
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Em relacédo aos niveis de FIXa, a resina CellUfn#atetampouco apresentou
bom desempenho, ja que a razao FIXa/FIX aument@$)83% apos esta etapa. SUN
et al (2012) mostraram que a remoc¢do do FIXa tornofactvel com o emprego da
resina Sepharo8éHeparin devido & maior afinidade da heparina pelo FIXarelacdo
ao FIX normal. Contudo, apesar da resina Cell(ifingfate apresentar uma estrutura

analoga a da heparina, 0 mesmo néo foi observadaepta resina no presente trabalho.

A Tabela 5.7, localizada no final do capitulo des&tados e Discussao, resume
os resultados obtidos para a purificacdo do FIXn eaesina CellufiféSulfate

5.2.2. Avaliacdo da membrana Sartobint Phenyl

Segundo KUCZEWSKet al. (2010), a membrana SartobfhBhenylapresentou
capacidades adsortivas dindmicas para trés pretefoalelo comparaveis as obtidas
para resinas cromatogréficas hidrofébicas, comoegemplo a Sephards@®henyl A
alta capacidade dinamica, o mecanismo de transporteectivo e o fato de ser uma
membrana nova no mercado, portanto com poucodhbpublicados, serviu de base
para a deciséo de selecionar a membrana SarfoBmehylpara a avaliacéo da etapa de
interacdo hidrofébica do processo de purificacaéattr IX recombinante.

Para avaliar o desempenho da interacdo hidrof&imoao segunda etapa do
processo de purificacdo do fator IX recombinantgarh empregadas as mesmas
condicOes utilizadas para a obtencdo da amostréoquslizada na avaliacdo da resina
Cellufiné® Sulfate Contudo, na etapa de interacdo hidrofébica, asam@recisa estar
em condi¢cbes de alta concentracdo salina paraugesaubilidade reduzida e ter as
regides hidrofobicas das proteinas expostas paesagir com o ligante hidrofébico
imobilizado. Portanto, primeiramente foi realizadaa diafiltracdo do eluido da etapa
de troca ani6nica com uma membrana de 10 kDa de @ator 1X possui 55 kDa) para
substituir o tampé&o Tris-HCI 50 mM, Ca@b mM, pH 7,2 para o tampé&o Tris-HCI 50
mM, NaCl 1,5 M, pH 7. No entanto, esta condi¢do feisuficiente para promover a
adsorcao do fator IX na membrana SartoBiRtieny] pois toda a proteina injetada foi
detectada no efluente durante a inje¢do. Esta c@odinha sido selecionada com base
nos trabalhos da literatura que efetuaram a pago do fator IX com resinas
hidrofébicas. HUSI & WALKINSHAW (1999) observaranue a concentracao de 1,5

M de NaCl e pH 7 ndo era suficiente para dessoovéator IX da resinaPhenyl
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Sepharosg portanto esta concentracdo salina seria sufejeata promover a adsorcao
do FIX. HOFFERet al (1999) utilizaram um tamp&o com 1 M de NaCl e7pkh etapa
de adsorcdo do fator IX empregando a resina oeph&osé como material
hidrofobico e ndo observaram perda de fator IX floeate. Considerando que o
grupamento octil tem o maior grau de hidrofobiceldad série dos n-alcanos e que se a
interacdo hidrofébica entre o ligante e a protdoramuito forte, torna-se dificil o
processo de eluicdo sem desnaturar a proteina QIEEEt al, 2001), a escolha da
concentracdo de 1,5 M de NaCl e do pH 7 para argdisalo FIXr na membrana
Sartobin@® Phenyla principio seria suficiente para a interacdo retoPossivelmente, a
auséncia do efeito causado pelo transporte de ndifssa/o pode ter influenciado o
comportamento observado na etapa de adsorcdo, ponénavaliagdo mais criteriosa é

necessaria para comprovar esta hipotese.

Buscando adsorver com eficacia o FIXr a membrémautilizado, segundo
recomendacéao do fabricante, um tampao Tris-HCI ) 8 M de (NH).SOy, pH 7.
O sulfato de ambnio é um sal que promove um grafeito desalting-out ou seja, é
um dos mais efetivos para precipitar proteinasotl&g8es aquosas, uma vez que causa
maior exposicado de areas hidrofébicas das protgi@QaEIROZ et al, 2001). Em
funcao disto, primeiramente foi testada a conceatrale 1,8 M de sulfato de amonio e
se verificou que néo era suficiente para precimtéator 1X, possibilitando a selecao
deste tamp&o para a fase de adsorcdo do FIXr & rmeaBartobint Phenyl Portanto,
0 eluido da etapa de troca anidnica foi submetidma diafiltragdo (membrana de 10
kDa de corte), sendo o tampéao de destino o Tris50GhM, 1,8 M de (NSO, pH
7. Ap6s confirmar que o FIXr foi adsorvido com sss® & membrana Sartobfhd
Pheny] um gradiente linear de tampéao Tris-HCI 50 mM, pkbi aplicado para estudar
o perfil de eluicdo do processo e descobrir a ctividade necessaria para dessorver o
FIXr. A Figura 5.11A mostra o cromatograma obtido,qual é possivel observar que o
gradiente linear proporcionou uma boa resolucaopiuss. A analise por SDS-PAGE
(Figura 5.11B) do maior pico obtido (pico que coricava a atividade de FIX, como
pode ser visualizado na Figura 5.11C) mostrou géagoy contaminantes foram
removidos, sendo possivel visualizar apenas umdabaa gel além da banda do FIX
(mais concentrada). A concentracao do tampéao Tak88 mM, pH 7 (% B) necessaria

para a dessorcdo do FIX da membrana SartStihenylfoi de aproximadamente 60%.
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Figura 5.11. Cromatograma da segunda etapa do processo decggad do FIXr
utilizando a membrana Sartobfh&@henyl (A): A — alimentacdo; L — lavagem com o
tampado de equilibrio e E — inicio do gradiente tlec@&o. Eletroforese em gel de
poliacrilamida, SDS-PAGE (B): raia 1 (sobrenadamap 2 (amostra injetada - eluido
do monolito CIMP Q); raia 3 (eluido da SartobifidPheny) pico 1 do cromatograma);
raia 4 (marcador de massa molar) e raia 5 (padrdelX] derivado do plasma). Grafico
mostrando a atividade total recuperada na fracgesmmondente ao pico 1 (C).

Com o objetivo de buscar evitar a necessidade efapa de
ultrafiltracao/diafiltracdo, a qual inerentementearaeta em custos e perda de
rendimento, investigou-se diluir o eluido da etdpatroca anibnica com um tampao
Tris-HCI 50 mM, 3,2 M (NH).SO,, pH 7 para que a concentracédo final de {60,

fosse de 1,8 M. Isto fez com que ocorresse a fdamale um precipitado, como
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observado na diluicdo do sobrenadante com sul&atombnio, porém também desta vez
verificou-se que o FIXr permaneceu em solugéo, uezaque a atividade permaneceu
constante ap0s a precipitagdo. Portanto, o eluid@d para 1,8 M de (NSO, foi
injetado na membrana SartobfhBhenyle, desta vez, foi realizada uma eluicdo em
degraus para melhorar a separacao dos picos. Apjscao da amostra, a membrana
foi lavada com o tampao de equilibrio e, na segaéifa aplicado o primeiro degrau,
uma lavagem com 40% do tampéo Tris-HCI 50 mM, pd07%B), removendo alguns
contaminantes fracamente adsorvidos. Em seguidapficado um degrau com 60% do
tampéao Tris-HCI 50 mM, pH 7 (60 %B), sendo o pitxiao enriquecido em FIX. Um
altimo degrau foi aplicado com 100% do tampao H@&-50 mM, pH 7 (100 %B) para
remover as outras proteinas com maior afinidaderabrana. A Figura 5.12A mostra o
cromatograma obtido. O perfil do gel de SDS-PAGH)(ra 5.12B) foi 0 mesmo
obtido para a eluicdo por gradiente linear, poréndo-se obtido um cromatograma
com uma resolugdao melhor. Esta corrida foi realizamn duplicata e dados de
rendimento em atividade e massa, fator de pur@icagcemocao de HCP e DNA e
monitoramento do FIX ativado foram determinados. f@sultados podem ser

visualizados na Tabela 5.7, localizada no finatapoitulo de Resultados e Discusséo.
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Figura 5.12. Cromatograma da purificacdo do FIXr com a membraagobin®
Pheny| sendo a eluicdo por degrau (A): A — alimenta¢do:- lavagem com o tampéao
de equilibrio; L2 — lavagem com 40% B; E — eluigion 60% B; R1 — regeneracao
com 100% B e R2 — regeneracdo com 30% de isoprbpaletroforese em gel de
poliacrilamida-SDS-PAGE: raia 1 (sobrenadante)a ri(eluido monolito CIf Q);
raia 3 (eluido SartobiffdPhenyl eluicdo por gradiente); raia 4 (eluido SartoBind
Pheny| eluicdo por degrau); raia 5 (eluido SartoBifitheny| eluicdo por degrau,
duplicata); raia 6 (marcador de massa molar); vaigpadrdo de FIX derivado do
plasma); raia 8 (eluido da resina Cellufirgulfatd; raia 9 (pico 3 do cromatograma A,
referente & regeneracéo da membrana Sart®Bineny). Grafico com a atividade total
recolhida em cada pico do cromatograma (C).

O rendimento obtido com a utilizacdo da membramtosind® Phenyl(amostra
diluida e eluicdo em degrau) foi de 88 £ 5 % emsaas82 + 3 % em atividade. Estes
valores sdo similares aos obtidos com a utilizat@iwesina Cellufifé Sulfatecomo
segunda etapa do processo de purificacdo do FI¥ntudo, o processo com a

membrana SartobificPhenylgerou um fator de purificacdo em relacdo ao saioi@mte
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quase duas vezes maior, dado confirmado pelo peaig limpo do gel de SDS-PAGE

(a comparacéo pode ser visualizada na Figura 5rb?4 3-5 versus raia 8).

A reducdo de proteinas da célula hospedeira (H@P)elacdo ao sobrenadante
foi de 1971 + 387 vezes para a resina Cell(ffiSalfatee 4592 + 629 vezes para a
membrana Sartobifidoheny] valor que confirma o melhor desempenho da merabran
Nas condicdes utilizadas neste trabalho, a memiBan@bind Phenylfoi capaz de
reduzir a quantidade de DNA residual em 95 + 19484 4 vezes em relacdo a carga
de DNA aplicada na membrana. Isto mostra uma necajpacidade de remocéo de DNA
residual do que a resina Cellufth8ulfate porém ainda inferior & capacidade obtida
com o monolito CIM Q. O mecanismo de interacdo de moléculas de DNWGEO
com ligantes hidrofébicos é pouco compreendidogmoha sugestdes mecanisticas.
Uma delas sugere que o nivel de exposicdo de Idegobicas das moléculas de
DNA controla o grau de interacdo com ligantes Hibiwos, tanto que é possivel
separar moléculas de DNA gendmico de fita simgleshactérias (maior exposicéo de
bases hidrofébicas, maior interacdo) de molécua®PdPMNA de dupla-fita, tais como
plasmideos (as bases hidrofébicas ficam protegidasterior da molécula, menor
interacdo) utilizando cromatografia de interacadrdfbbica (BUTLERet al, 2009;
DIOGO et al, 2005). GUSEet al (1994) aplicaram, em experimentos individuaisydl
de DNA em trés colunas cromatogréficas (troca acédrinteracao hidrofobica e gel
filtracdo). ApGs a utilizacdo da coluna de intemab&rofobica, a quantidade de DNA
remanescente foi de 592 ng, ou seja, uma reducadb70e vezes, porém a troca
anidnica ainda apresentou desempenho melhor, datseducéo maior quid® vezes
(GUSEet al,1994). A combinacdo da cromatografia de trocéraca e de interacéo
hidrofébica utilizando monolitos (material com tsporte de massa convectivo)
também foi efetiva na remogédo de DNA genémico derarprocesso de purificacdo de
um DNA plasmidial (SMREKARet al, 2013).

Portanto, a combinacdo das duas etapas cromatagafitiizadas neste
trabalho, combinando o monolito CfMQ e a membrana Sartobfhé&heny| tem um
grande potencial para remoc¢do de DNA residual. @mta quantidade de DNA
residual apos estas etapas encontra-se em 20,k ngjoe corresponde a 68,8 + 2,1 ng
de DNA/dose (considerando uma dose de 500 Ul dg, FXguanto o recomendado
pela Organizacdo Mundial da Saude (WHOMerld Health Organizationé de 10
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ng/dose. O valor obtido neste trabalho esta stirgbalevando-se em consideracao que
foram utilizadas apenas duas etapas cromatografwgsocesso de purificacdo e que,
geralmente, o processo de purificagdo de um bi@éompossui 3 ou mais etapas
cromatogréficas. Apds a purificacdo com a membr@aeobind Pheny| a razdo
FIXa/FIX permaneceu inalterada, ficando em 2,33 ,981%. Portanto, com as
condi¢cdes empregadas néo foi possivel separar a BOXFIX. Talvez com alguma
alteracdo nas condi¢es de eluicdo seja possipatageas duas formas de FIX, como,

por exemplo, utilizando a eluicdo por agentes épatos.

O teor de endotoxinas foi medido no eluido dasdas cromatograficas com a
membrana Sartobiffd Phenyl como segunda etapa. Observou-se uma reducao
significativa de endotoxinas apds esta etapa, d@e 1383 vezes em relagcdo ao
sobrenadante (Tabela 5.6). A discrepancia entreesgltados das duas corridas é
atribuida ao fato de os materiais utilizados nasdas ndo terem sido despirogenados.
O procedimento para inativacdo de endotoxinas iintltamento quimico, com
hipoclorito de sodio, por exemplo, e por calor sean estufas a 250°C no minimo
(FUKUMORI, 2008). Na corrida que apresentou o merador de endotoxinas (5,45 *
1,34 UE/mL), os frascos dos tampdes foram autodt@sjaprovavelmente, somente o
procedimento de autoclavacdo pode ter apresentguim &feito. Por este experimento,
considerando um paciente adulto, o processo utdizao monolito CIN Q e a
membrana SartobiffdPhenyl foi capaz de reduzir o teor de endotoxinas a sivei
seguros para injecdo em humanos, menor que 5 @sigemt kg do paciente (CHEM
al., 2009). Para esta correlacao, foi considerada dwsa de 500 Ul de FIXr, o que
corresponde a ,aproximadamente, 6,5 mL do eluidsteNcaso, até o valor de 12,27 +
1,21 seria aceitavel para um individuo adulto. Gdat a farmacopeia europeia atual
exige um teor de endotoxinas menor que 0,03 UE/®I X (EUROPEAN
PHARMACOPOEIA 7.0, 2011). Neste caso, 0os valorgéaresn proximos ao exigido.
No entanto, na producdo de biofarmacos devem sdizados procedimentos de
despirogenizacdo para todos 0s materiais que mfi@reem contato com o produto
final, caso este venha a ser utilizado em humagmarsekemplo, em ensaios clinicos ou

ja na fase comercial), procedimento que reduzindsamais o nivel de endotoxinas.
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Tabela 5.6 Nivel de endotoxinas do sobrenadante e do efiridbapds duas etapas
cromatogréficas (monolito CIfMQ e Sartobind Pheny), partindo-se do lote 2 de FIXr

(batelada alimentada).

Corridas .
Teor de endotoxinas (UE/mL)  Atividade de

Cromatograficas em
FIX no eluido UE/UI de

duas etapas

_ ) da CIH FIX
(monolito CIM® Q - Sobrenadante Eluido CiH (U/mL)
m
Sartobind pheny)
1 943 + 247 12,27 +1,21 75,18 0,16
2 943 + 247 545+1,34 73,7 0:07

a — CIH — Cromatografia de Interagdo Hidrofébica;
b — Os erros correspondem ao desvio padrdo daeméio ensaio LAL (n=2);
¢ — A média referente as duas corridas cromatagigifoi de 0,12 + 0,06 UE/UI de FIX.

A Tabela 5.7 resume os dados obtidos com os iexpetos de purificacao
realizados neste trabalho para a etapa de cappase segunda etapa. Considerando-
se o processo empregando o monolito &IQ (etapa de captura) e a membrana
Sartobin® Phenyl como segunda etapa, pode-se dizer que os resiltadlo
promissores devido aos valores de fator de pucdicacumulativo (298) e rendimento
global (69%), assim como pelo fato de os valoreBN4, endotoxinas e FIXa/FIXr se
enquadrarem dentro das recomendagfes da literatwrastarem muito préximos do

recomendado, ja apOs a segunda etapa cromatografica
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Através dos dados da Tabela 5.7 infere-se um me#fsultado, em termos de
eficiéncia de purificacéo do fator IX recombinarge,uso do monolito CIMQ para a
etapa de captura e a membrana SartGbpienylna segunda etapa. O produto, apés
estas duas etapas, obteve especificacfes proxiosaseguerimentos dos principais
orgaos regulatérios do mundo e segundo informagbidas da literatura. A Tabela 5.8
compara a proximidade dos valores obtidos nedbaltra, para todas as andlises, com
os valores exigidos ou recomendados para o prdithato

Tabela 5.8 Comparacao dos valores obtidos neste traballds, dyms etapas de

purificacdo, com os valores exigidos/recomendaétssppgéncias regulatérias.

, Valores
_ Resultados obtidos no o
Ensaios exigidos/recomendados
trabalho _
para o produto final

Aparecimento no gel de umaExigéncia de aparecimento de
Eletroforese — SDS-PAGE  banda concentrada de FIX e umama Unica banda no gel,
(pureza qualitativa) banda fraca correspondente aorrespondente a proteina de

algum contaminante. interesse.

Ndo ha uma exigéncia clara,

porém as agéncias regulatorias

. normalmente se baseiam na

HCP (ng/mg da proteina de ) o

. 2071 + 284 maior parte dos biofarmacos
interesse ou ppm)

aprovados pelo FDA, que

possuem entre 1-100 ppm de

HCP.
DNA residual (ng/dose) 68,8+2,1 Exigéncia de @g@ase.

Valor abaixo de  2,4%,
FIXa (razéo FIXa/FIX, %) 2,33+1,94 recomendacdo baseada em

artigos cientificos.

Exigéncia da  farmacopeia
Endotoxinas (UE/UI de FIX) 0,12 £ 0,06 europeia do FIX (0,03 UE/UI de
FIX).
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6. CONCLUSOES E SUGESTOES

6.1. Conclusodes

Os resultados obtidos no presente trabalho peamitichegar as seguintes

conclusoes:

v O emprego da cromatografia de troca anidnica n@aede captura do processo
de purificacdo do fator IX recombinante apresem@lhor resultado em relacéo
a remocdo de proteinas da célula hospedeira doagoeesma etapa sendo
realizada por cromatografia de interacao hidrofébic

v O monolito CIM® Q apresentou a maior capacidade adsortiva dinapaica o
FIXr presente no sobrenadante de células CHO destmmateriais para troca
anidnica avaliados: resinas Q Sephafose Fractogel TMAE, membrana
Sartobin® Q e o monolito CIM Q. Portanto, este novo material mostrou ser
capaz de agrupar alta capacidade adsortiva dindapoasibilidade de emprego

de altas vazdes, resultando em elevadas produdesca

v No estudo do processo de purificacdo do FIXr conmanolito CIM® Q
utilizando a eluicdo do FIXr por afinidade aos ioB&*, através de um
planejamento experimental, foi observado um comapwento diferenciado em
relacdo a condutividade necessaria para a dessdocBbXr comparado com 0s
resultados encontrados na literatura para resinas trdca anionica.
Provavelmente, a interacdo nos poros do monolitonas fraca ou o

deslocamento do FIXr é facilitado devido as conelsg@struturais da matriz;

v Este trabalho reuniu uma coletanea de informagdpsrtantes para o estudo da
etapa de captura do processo de purificacéo doilikrando o monolito CIM
Q, como: rendimento em massa (48 + 10%), rendimentoatividade (84 +
11%), fator de purificacdo (150 + 17 vezes), faterremocédo de HCP (1256 +
176), nivel de HCP (7499 + 1086 ppm), fator de regfioode DNA (7182 + 1464
vezes), quantidade de DNA/dose (575 ng/dose) ed@orde FIXa/FIXr apos a
etapa cromatografica com o monolito (1,94 + 0,08);
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v" Os resultados do processo de purificacdo do FIXidob na etapa de captura,
como atividade em FIX ativado, remoc¢édo de DNA nesice remoc¢éo de HCP
sdo pouco explorados na literatura para processopudificacdo do FIX
recombinante. Com isso, este trabalho agregou exatlira informacdes
importantes sobre o processo de purificacdo do,EjXe poderdo servir de base

para outras pesquisas;

v" A segunda etapa do processo de purificacao do takdbém foi avaliada com
dois materiais cromatograficos diferentes e conostiple cromatografia
diferentes: a resina CellufifieSulfate (pseudo-afinidade) e a membrana
Sartobind® Phenyl (interacdo hidrofébica). Os resultados mostrarama u
remocao de contaminantes da primeira para a segtaga do processo bem
mais eficiente com o emprego da membrana Sart8tmenyl Além disto, a
segunda etapa cromatografica do processo de géficdo FIXr utilizando a
interacdo hidrofobica € uma inovacdo do processajue ndo ha relatos na

literatura utilizando este tipo de cromatografisapaste propdsito;

v" O conjunto de dados obtidos apds a segunda etapadesso de purificacao do
FIXr utilizando-se a membrana Sartotirféhenylforam: rendimento em massa
somente da segunda etapa (88 + 5), rendimento amlage somente da
segunda etapa (82 * 3), rendimento em massa cuvou{dR%), rendimento em
atividade cumulativo (69%), fator de purificacaontuativo (298 + 81), fator de
remocdo de DNA (18,9 £ 3,9 vezes), quantidade dé&/bdse apds a segunda
etapa (68,8 + 2,1 ng/dose, considerando uma do$®@ Ul de FIX), fator de
remocao de HCP cumulativo (4592 + 629 vezes), nigdHCP apds duas etapas
(2071 + 284 ppm), valor da razédo FIXa/FIXr apoésdatapas (2,33 £ 1,94) e
nivel de endotoxinas (corrida 1 — 12,27 + 1,21 UE/@16 UE/UI de FIX e
corrida 2 — 5,45 + 1,34 UE/mL, 0,07 UE/UI de FIXg¢dia de 0,11 EU/UI de
FIX). Vale ressaltar que os valores de DNA e HCResatisfatorios para
apenas duas etapas do processo, considerando galeres exigidos pela OMS
sdo: 10 ng/dose de DNA e 1-100 ppm de HCP. Alénodfsi utilizado um
sobrenadante resultante de uma batelada alimentaga estava em
desenvolvimento, e por este motivo, a colheita remlizada com 70% de

viabilidade, ou seja, o sobrenadante possuia uraatigade de contaminantes
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maior do que a normalmente presente quando a idiathd esta proxima a
100%. O nivel de endotoxinas mesmo depois de agtammatograficas esta
préximo ao exigido pela farmacopeia europeia (QWUEB/UI de FIX). Foi
encontrado na literatura apenas um artigo queorelgie uma razéo FIXa/FIXr
acima de 2,4% tem maior probabilidade de causarttoge em pacientes, sendo
o valor obtido neste trabalho, apés duas etapamatogréaficas, inferior a este

valor;

v Os resultados obtidos nesta tese direcionam papkenmentacdo de um novo
processo de purificacdo do FIXr recombinante coomdimgias mais atuais,
como monolitos e membranas que permita o uso das altazdes
proporcionando, portanto, alta produtividade. Alédisto, monolitos e
membranas eliminam a necessidade de empacotanentduthas, que em larga
escala pode ser uma etapa critica, e permitem ouseucomo materiais
descartaveis, o que elimina custos de sanitizag@i@acdo apds cada ciclo,
reduzindo requerimentos de méao-de-obra e produtimsicps, ganhando tempo

operacional e, em muitos casos, levando a umadedig custos.
6.2. Sugestbes

Com base na experiéncia adquirida ao longo doeptegrabalho, é sugerido

para futuros trabalhos o seguinte:

v' Ajustes na operacdo do processo poderdo ser adizan busca de melhores
resultados com a interacao hidrofobica na etapaptira, como por exemplo, a
utilizacdo de eluicdo por degrau ou com dessorgédio getdo de agentes
caotropicos.

v Apesar do alto fator de purificacdo obtido na etdpacaptura com o monolito
CIM® Q, um ajuste correto da condutividade empregadadearcdo e em uma
etapa de lavagem antes da eluicdo pode tornar aegso ainda melhor. A
otimizacao desta etapa pode ser tema de trabalha®g. Além disto, existem
colunas monoliticas de 80, 800 e 8L, portanto sariaressante avaliar o
aumento da produtividade em colunas maiores, p@sia escala piloto de
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producdo, com o objetivo de manter o alto rendimentpureza obtidos nas

escalas menores de 1 e 8 mL.

v' E preciso realizar um ensaio para determinar acidquée adsortiva dinamica da
membrana SartobifidPhenylnas condicdes empregadas neste trabalho. Desta
forma sera possivel realizar uma projecédo de cudktogrocesso. No entanto,
outras condi¢cdes de operacdo podem ser empregadestativa de aumentar o
desempenho da separacdo de proteinas, como poplexemuso de agentes
caotrépicos na eluicdo da segunda etapa, ajustesmdiitividade ao longo do
processo e avaliacdo do emprego de outros saisapa de adsorcdo. Além
disto, mais testes de reprodutibilidade deverdorsalizados para avaliar a

durabilidade do material.

v A cromatografia de afinidade por ions metdlicos bitwados (IMAC),
utilizando o ion cobre, poderia ser empregada carn@rceira etapa do processo
de purificacdo do fator IX recombinante. Contuderjas necessario ajustar as
condicbes de eluicdo da membrana hidrofébica paeango fosse necessario

utilizar uma etapa de diafiltracéo antes de aliereatcoluna IMAC.

v' Ensaios de estabilidade com o FIXr produzido nmratdrio auxiliariam a
avaliacdo da necessidade do uso de aditivos esteibds ou de reducédo da
temperatura entre as etapas cromatograficas panginaaatividade do FIXr.

v Andlises de custo comparando a utilizacdo, no peacde purificagdo do FIXr,
de monolitos e membranas versus a utilizacdo dmasescromatogréficas,
levando-se em consideracdo a demanda pelo prodgaipamentos e
procedimentos necessarios para a utilizacdo dentdetala tecnologia e espaco

fisico necesséario na industria.
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