Cromatografia de
imunoafinidade .

PAOLO BARTOLINI
MARIA TERESA DE CARVALHO PINTO RIBELA

NOMENCLATURA

Ab anticorpo

Ab:Ag complexo antigeno-anticorpo
Ag antigeno

Atm atmosfera

CNBr brometo de cianogénio

DMSO dimetil-sulféxido

DNA acido desoxirribonucléico

E. coli Escherichia coli

EDTA acido etileno-diamino-tetracético
INTRODUCAO

A cromatografia de imunoafinidade ba-
sela-se no reconhecimento de epitopos
antigénicos por anticorpos. A alta especifici-
dade e afinidade dos anticorpos para com seus
antigenos faz da cromatografia de imunoafi-
nidade poderosa ferramenta para isolar um
determinado composto a partir de amostras
complexas, com seletividade que, em geral,
nao € conseguida por outros métodos croma-
tograticos. Esse tipo de cromatografia conse-

Fab cadela leve do anticorpo

FC cadeia pesada do anticorpo

HPLC cromatografia liquida de alta
eficiéncia

IDA iminodiacetato

18G imunoglobulina G

Kq constante de associacao

ke ~ constante de dissociacao

K, constante de equilibrio

gue, inclusive, discriminar formas alteradas ou -

parcialmente degradadas da forma nativa de
uma proteina, utilizando clones que produ-
zem anticorpos, os quais se ligam apenas as
formas nao-nativas e no interagem com a
proteina intacta. _

Essa metodologia consiste em geral de 3
étapas, representadas esquematicamente na
Figura 12.1. Na 12 etapa (I e IT) a amostra con-
tendo o produto a ser purificado é aplicadaa
uma coluna com anticorpos imobilizados. Em
virtude da especificidade da interacdo anti-



geno-anticorpo apenas o produto de interes-
se se liga ao imunoadsorvente. Em seguida,
uma etapa de lavagem (III) com tampdes sua-
ves, como fosfato salina (PBS) pH 7,2, remo-
ve o material nao retido (impurezas
presentes no fluido da coluna e aquelas liga-
das inespecificamente ao imunoadsorvente).
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Quanto maior o volume do tampao de lava-
gem usado nessa etapa, maior a reducao das
impurezas ligadas de modo inespecifico. En-
tretanto, lavagens com volumes muito gran-
des podem acarretar perdas do produto de
interesse, sendo, portanto, relevante o com-
promisso entre o rendimento da purificagao
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Figura 12.1 Esquema das etapas de cromatografia de imunoafinidade: | e Il - entrada da amos-

tra; lll - lavagem; IV — eluicao
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e a pureza do produto. Finalmente, na etapa
de eluicdo (IV) o produto de interesse é re-
movido da coluna empregando-se um solven-
te que reduz a afinidade do antigeno em
relagdo ao anticorpo.

Em algumas aplicacdes o modelo adota-
do retém na coluna os componentes indese-
javeis, deixando passar o produto de interesse.
Exemplo interessante desse enfoque é relata-
do na literatura, para o hormoénio de cresci-
mento humano recombinante produzido em
Escherichia coli, em que o anticorpo usado na
coluna de imunoafinidade ¢ seletivo para as
impurezas derivadas da célula hospedeira,
enquanto o hormoénio passa pela coluna sem
ser retido. Nesse caso, aumento de pureza de
cerca de 300 vezes é relatado para uma tinica
etapa de purificacdao utilizando colunas de
Sepharose 4B, ativadas por CNBr, com IgG
antiproteinas de E. coli, imobilizadas na ma-
triz. A vantagem desse modelo ¢ que o hor-
monio nao estaré exposto a condi¢des drasticas
de eluicao.

INTERACAO ANTIGENO-
ANTICORPO

A ligacao do anticorpo imobilizado (Ab)
a0 antigeno (Ag) com a formacido de um com-
plexo anticorpo-antigeno (Ab:Ag) é descrita
pelas equacdes:

ka
Ab + Ag 2 Ab:Ag

kd
ka
K =2 12.1
=% (12.1)
 _ [AbiAg]
° [Ab] [Ag]
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em que:

K. = constante de equilibrio

Kk, € a constante de velocidade de 22 ordem para a
associacao do Ab com o Ag (M's™?)

ky, € a constante de velocidade da 12 ordem para a
dissociacao do complexo Ab: Ag(s™)

[AbD:Ag] concentracao molar do complexo anticor-
po-antigeno no equilibrio

[AD] concentracao molar do anticorpo no equilibrio
[Ag] concentra¢ao molar do antigeno no equilibrio

A 1nteragdo antigeno-anticorpo apresenta
elevada constante de associacido (baixa cons-
tante de dissocia¢ido): 10 a 10° m™' para an-
ticorpos policlonais e 10** a 10® m™! para
anticorpos monoclonais. Isso resulta em liga-
¢Oes extremamente fortes entre o antigeno e
o anticorpo imobilizado, sobretudo ligacoes
hidrofébicas e também ligacGes de hidrogé-
nio, forgas eletrostiticas e interagdes de Van
der Waals. A unica maneira de eluir o produ-
to de interesse é utilizando condi¢des que
aumentem a taxa de dissociacio (k) do com-
plexo antigeno-anticorpo (isto é, diminuam
o valor de k,). Para 1sso sio necessarias, em
geral, condi¢des drasticas de eluicio (como
valores extremos de pH). Estas, entretanto,
podem causar desnatura¢io do produto ou
do ligante (anticorpo ou antigeno que é imo-
bilizado), bem como ocasionar perdas do an-
ticorpo, seja por clivagem desse e conseqiiente
desligamento do suporte, seja por danifica-
cdo do préprio suporte. Por outro lado, uma
eluicio incompleta pode ocasionar, além de
baixa recuperacio do produto, perda da ca-
pacidade da coluna. As condi¢des ideais de
eluiqﬁo, portanto, devem ser tais que a elui-
¢ao do produto seja completa ap6s 1 a 2 volu-
mes de coluna, evitando assim que ele se dilua



muito. E dificil estabelecer regras gerais para
a selecio do método de eluicdo a ser adotado,
uma vez que propriedades do antigeno a ser
separado, como ponto isoelétrico, solubilida-
de e estabilidade em solu¢io, devem ser leva-
das em conta em cada processo de separacao.

ESTRATEGIAS DE ELUICAO

A escolha de uma estratégia de eluicdo
deve ser um compromisso entre convenién-
cia, recuperac¢io do produto e funcionalida-
de. A estratégia selecionada deve atender a
trés critérios: a) reduzir tanto quanto possi-
vel a constante de associacio (ka); b) o pro-
duto de interesse deve manter sua atividade
quando retornar a um tampao fisiolégico; e
¢) a coluna deve manter sua capacidade e o
anticorpo nio deve ser danificado de modo
irreversivel.

As estratégias de eluicdo geralmente uti-
lizadas sdo:

1) Valores extremos de pH: tampdes a valo-
res de pH extremos, abaixo de 2,5 e acima
de 10, rompem liga¢des idnicas. Solugdes
de baixo pH s3o mais comumente empre-
gadas do que as de alto pH, provavelmen-
te porque as proteinas s30 mais suscetiveis
a desnaturacdo irreversivel a altos pH. As
solu¢bes de pH baixo mais comumente
usadas sao glicina-HCI e 4cido acético, e
de pH alto aménia, NaOH, tampao
glicina/ NaOH e vdrias aminas, como
etanolamina.

2) Agenteé caotréﬁicos: ions caotrépicos, as-

~ sim chamados em razao de sua capacidade

de quebrar as ligacdes de hidrogénio e en-
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fraquecer as intera¢des hidrofébicas; po-
dem ser agentes eficazes para diminuir a
forca de interacao entre antigeno e anti-
corpo. A capacidade de um certo anion
de induzir a dissociacdo do complexo
antigeno-anticorpo pode ser avaliada pela
classificacdo a seguir:

SCN™ > I' > Cl0,” > CI"> CH,CO,” > SO,

Segundo essa classifica¢do, o tiocianato
(SCN-) é um dos ions mais desestabilizantes
e, sob concentracio elevada, 3M, é capaz de
dissociar as ligacdes antigeno-anticorpo. E
importante restaurar a estrutura nativa da
proteina o mais breve possivel ap6s a eluigao,
o que pode ser feito removendo o desnatu-
rante por didlise ou dessaliniza¢do ou promo-
vendo a diluicido do meio. O uso do SCN;,
entretanto, pode ser problemadtico para pro-
dutos farmacéuticos.

3) Agentes desnaturantes: altas concentra-
coes de desnaturantes, como uréia (8 M)
e guanidina-HCl (6 M), sdo capazes de
dissociar ligacdes de hidrogénio e, em ge-
ral, sdo utilizadas em situacdes em que o
anticorpo tem afinidade muito alta e ne-
nhum outro eluente € eficaz para a disso-
ciacao do complexo antigeno-anticorpo.
Essa técnica de eluicdo ¢ particularmente
util para os produtos sensiveis a valores
extremos de pH. Entretanto, por causa do
efeito desnaturante desses agentes seu uso
é restrito as proteinas mais estaveis, a re-
mogao das proteinas retidas na coluna,
durante sua regeneracao, ou em casos em
que a- manutenc¢io funcional do eluato
nao seja necessaria.
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4) Solventes organicos: a alteracao da pola-

ridade do solvente de eluicao mediante o
emprego de solventes organicos é utiliza-
da para reduzir a associagdo entre o Ab e
o Ag. Em geral, sao usados solventes or-
ganicos soliveis em dgua, como acetoni-
trila, dimetil-sulfé6xido (DMSQO), diox,ano
e etileno glicol, sendo este ultimo um dos
mais empregados porque ele desnatura a
proteina apenas em concentra¢oes muito
altas. Essa técnica é solvente-especifica em
alguns casos e nao depende apenas da
polaridade ou da tensao superficial do
solvente. Por exemplo, em um certo siste-
ma um K = 10"° M ndo é afetado por até
20% de DMSO, mas ao utilizar DMSO
entre 20 e 50% o valor de k caiu de forma
significativa. Nesse mesmo sistema, entre-
tanto, mesmo utilizando etileno glicol em
concentragdo acima de 60%, o valorde k_
nao ¢ significativamente reduzido. Essas
mesmas solucdes também sao usadas para
regenera¢io da coluna.

Forc¢a idnica: alteracdes na forca idnica
induzidas por solug¢des com alto teor de
sal ocasionam rompimento de ligacdes
idnicas, mas também facilitam intera¢des
hidrofébicas. Esse é um dos métodos de
eluicdo mais suaves. Além de manter a
funcionalidade da proteina, facilita tam-
bém a regeneracdo da coluna com con-
centracdes menores de sal. Solucdes de
NaCl, MgCl, e LiCl, 3 a 5 M ou saturadas,
s30 em geral usadas para esse fim.

‘Alta pressio: a elui¢io do antigeno liga-

do ao anticorpo imobilizado é obtida com

a pressdes acima de 6 mil atm. A resposta
do complexo antigeno-anticorpo a pres-
sao é um efeito anticorpo-especifico, sen-
do necessario, portanto, avaliar se o
anticorpo usado é sensivel a pressdo antes

de adotar essa estratégia de eluicio.

Eluicao por temperatura: a dissociacao do
complexo antigeno-anticorpo é facilitada
pelo aumento da temperatura, em decor-
réncia da diminuicao da constante de asso-
ciacao. Entretanto, para a maioria dos
sistemas antigeno-anticorpo, a varia¢ao da
constante de associacdo com a temperatu-

ra nao ¢ significativa dentro dos limites

compativels com a estabilidade da proteina
de interesse. Esse tipo de estratégia é suave
e tem a vantagem de o produto de interesse
nao misturar-se com reagentes da eluicio,
como sais ou agentes desnaturantes.
Elui¢do bioespecifica: a eluicao do anti-
geno é feita pela adicdo de um excesso de
composto de massa molar baixa (pepti-
dio, hapteno) que compete pelo sitio de
ligacdao do antigeno e pode ser removido
do produto por didlise ou cromatografia
de exclusio molecular. Analogamente
pode-se usar um composto que compete
pelos sitios do anticorpo. Nesse caso, este
devera ser retirado antes da coluna ser
reusada. Embora bastante eficiente, essa
estratégia de elui¢ao nido é muito usada
dada a dificuldade de se encontrar uma
substincia que concorra especificamente
por um determinado par Ag-Ab.

Alguns exemplos de produtos purificados

pressdes acima de 2 mil atm. Essa é uma  por cromatografia de imunoafinidade empre-

condic@o suave de eluicio, umavez quea  gando as diferentes estratégias ja comentadas
podem ser vistos na Tabela 12.1. = .ys
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Tabela 12.1 Exemplos de estratégias de eluicao usadas para a cromatografia de imunoafinidade
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Um aspecto também a ser considerado é
a regeneragdo da coluna apés a eluicdo. O
reuso da coluna é muito importante do pon-
to de vista econdmico e também do ponto de
vista experimental, pois a reprodutibilidade
Inter-ensaios é essencial. A reutilizacio da

-+ coluna depende tanto das caracteristicas fisi-

cas da fase s6lida quanto da natureza biol4gi-
ca do ligante. A etapa de regeneracio da

- coluna inclui tanto a retirada do tampao uti-

lizado para a eluicio como também a retira-
da dos componentes que ficaram retidos na
coluna inespecificamente e nio foram retira-
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dos durante a elui¢ao, ou com outras lavagens
(p. ex., contaminantes, em geral desnaturados,
presentes no extrato cru). Alguns protocolos
sugerem o uso rotineiro de 2 M KCl/6 M uréia
apos cada purifica¢ao, enquanto outros suge-
rem o uso de solventes orgéanicos. E preciso,
entretanto, avaliar se, com esses tratamentos,
hé dano do suporte de imunoafinidade.

IMUNOADSORVENTE

O imunoadsorvente utilizado na croma-
tografia de imunoafinidade pode ser produ-
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zido pela imobilizacdo, em um suporte rigi-
do, do antigeno ou do anticorpo especifico a
proteina de -intereSsé_'; Tanto o material do su-
porte quanto o método de imobilizacio em-
pregado para acoplar o anticorpo ou o
antigeno 2 matriz sdo importantes para o su-
cesso da cromatografia de imunoafinidade.
A capacidade total de ligacdo de um imuno-
adsorvente é determinada pelo ntumero de
sitios ativos de ligagﬁo que, em geral, corres-
pondem a uma fracio pequena do nimero
total de sitios imobilizados. A simetria dos
fragmentos Fab na molécula de anticorpo pré-
determina estequiometria teérica de ligago
antigeno-anticorpo de 2:1. Tipicas capacida-
des de ligagdo para anticorpos acoplados co-
valentemente correspondem, em geral, a 30%
de sua capacidade tedrica.

SUPORTES DE
IMUNOAFINIDADE

O suporte sélido a ser usado em uma cro-
matografia de imunoafinidade deve ter uma
superficie adequada para a interacio antigeno—
anticorpo. Processamento eficiente é obtido,
em geral, com matrizes porosas cujos poros sao
suficienternente grandes para permifir o aces-
so do anticorpo e do antigeno, tal que o titimo
possa difundir livremente, ligar-se e, posterior-
mente, dissociar-se do anticorpo. Porém uma
 matriz muito porosa pode perder estabilidade

mecanica e, portanto, ser submetida a compac-
tacdo com conseqiiente comprometimento da
sua capacidade. Matrizes nao-porosas também
podem ser usadas, mas nesses casos a acessibi-
lidade do anticorpo e do antigeno é menor sen-
do, entretanto, toda a superficie acessivel a
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ambos. O suporte s6lido deve conter grupos
funcionais tais que a supertficie possa ser ativa-
da para uma subsequiente imobiliza¢ido do li-
gante via uma ligacdo estavel. E importante
também que os suportes sélidos tenham baixa
absor¢io 1nespecifica e/ou interacao.

Os principais suportes empregados na
maioria das aplicacdes de cromatografia de
imunoafinidade sdo os relacionados com po-
limeros a base de carboidratos, como agarose
ou celulose, suportes organicos sintéticos,
como polimeros, copolimeros e derivados de
acrilamida e derivados de polimetacrilato.
Esses sdao suportes de baixa eficiéncia que
podem operar sob influéncia da gravidade,
fluxo peristaltico ou em baixo vacuo. As prin-
cipais desvantagens desses materiais sao sua
limitada estabilidade em altos fluxos e pres-
sOes e suas baixas propriedades de transferén-
cia de massa. Esses fatores limitam a adogéo
desses suportes para cromatografias de imu-
noafinidade em sistemas de HPLC.

J4 materiais mais rigidos e de alta eficién-
cia, como derivados de silica, vidro e certas
matrizes organicas, como pérolas de azalac-
tona ou meios de perfusdo baseados em
poliestireno, podem ser utilizados em siste-
mas de imunoafinidade por HPLC.

Pesquisas relativas a novos suportes com
vantagens adicionais estdo sempre sendo de-
senvolvidas, em especial visando ao aumento
de seletividade e de capacidade de ligagao.

METODOS DE IMOBILIZACAO
DO ANTICORPO

O anticorpo a ser imobilizado pode ser
poli ou monoclonal. Ambos levam a imuno-



adsorventes eficientes, sendo os anticorpos
monoclonais superiores aos policlonais em
virtude de sua maior especificidade (reconhe-
cimento de um tnico sftio) e capacidade de
ligagao. Por outro lado, do ponto de vista da
praticidade, os anticorpos policlonais sao mais
simples de ser produzidos, com procedimen-
tos bem estabelecidos, enquanto a produgio
dos monoclonais implica significativo inves-
timento em equipamento, tempo e tecnolo-
gia especializada. Entretanto, a fonte de um
anticorpo policlonal é finita e a necessidade
de refor¢o para animais previamente imuni-
zados pode levar a varia¢cdes na quantidade e
na qualidade do anticorpo. J4 as células de
hibridoma (hibrido resuitante da fusdo de cé-
lulas B, produtoras de anticorpo, com células
tumorais neoplésicas) que secretam anticor-
po monoclonal, podem ser estocadas em ni-
trogénio liquido, disponibilizando uma fonte
de anticorpo bem estabelecida, por muitos
anos. Essas considera¢des sao especialmente
importantes para as purifica¢des relativas a
produtos farmacéuticos, para os quais é exi-
gido, na fase do registro do produto, que to-
das as fontes de matéria-prima sejam seguras,
reprodutiveis e bem padronizadas. Nesses ca-
50s, 0 anticorpo monoclonal é a escolha pre-
ferencial. Entretanto, um aspecto que deve ser
considerado para proteinas terapéuticas, su-
jeitas a legislagdes bastante estritas, é o risco
~ potencial de contaminantes virais ou prions

_serem introduzidos pelo fato de a produgio

- dos anticorpos monoclonais ser realizada em
eucariotos. ,

" Aestrutura bésica de um anticorpo tipi-
co (IgG) consiste de 4 polipeptidios, sendo 2
cadeias pesadas idénticas (Fc) e 2 cadeias le-
ves idénticas (Fab) ligadas por pontes dissul-
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feto. Essas cadeias polipeptidicas formam uma
estrutura em forma de Y (Figura 12.2). Dois
sitios equivalentes de liga¢do ao antigeno es-
tdo presentes nas extremidades terminais su-
periores da molécula do anticorpo.

A imobilizagio do anticorpo a fase s6lida
¢ feita, em geral, por um dos seguintes méto-
dos: (Tabela 12.2)

1)  absorgdo fisica do Ab a fase sélida;

2)  acoplamento quimico do Ab 2 fase s6li-
daj e

3) acoplamento quimico covalente sitio-
dirigido do Ab (nativo ou oxidado) rea-
lizado direta ou indiretamente via um
polimero, metal ou ponte de proteina.

Nas duas primeiras estratégias de imobili-
zagdo, ao contrdrio da dltima, a interagdo do
Ab com a fase s6lida é inespecifica, 0 que nio
permite a determinagdo da orientagdo do Ab
imobilizado. Sendo assim, a fracdo de Ab que
permanecerd funcional em acoplamentos des-
ses tipos nao ¢ previsivel. Portanto, hd a pos-
sibilidade de que uma fra¢ao significativa das
regides de ligagao do Ab ao Ag esteja esterica-
mente escondida (Figura 12.3). Ja no caso do
acoplamento orientado, a capacidade de liga-
¢d0 do Ag é 2 a 8 vezes maior em rela¢io aos
métodos de acoplamento randémico, dada a
possibilidade de obter melhor acessibilidade
estérica aos sitios ativos de ligacio.

O acoplamento do anticorpo a matriz
suporte se di via residuos reativos, sobretu-
do grupos amino da lisina, presentes por
toda a molécula do anticorpo, grupgs carbo-
xilicos de aspartato e glutamato, encontra-
dos na regido F, covalentemente ligados as
cadeias polipeptidicas do anticorpo e a gru-
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Cadeia Cadeia

leve leve
—§-S—
C —~S—S-— C
—5—S-
Cadeia .| Cadeia
pesada | | pesada
Carboidrato Carboidrato

C C

Figura 12.2 Representacéo esquematica da molécula de IgG

Tabela 12.2 Caracteristicas de diferentes métodos de imobilizacdo do Ab em colunas de imu-
noafinidade

R

“Método de imobilizag

Absorcéo fisica

_ i ‘Randdmico Randdmica
Ligacao covalente do Ab intacto

Rand6mico ¢+ Randdmica
Ligacdo covalente do Ab oxidado Regido de carboidratos em F. " Orientada
Ligagdo do Ab via proteina A Grupos amina da regido F. = - ~ Orientada

Ligacdo do Ab a resina carregada com metal -Porcio C-terminal da regiéd F.” - Orientada
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'::'< Sitios de ligagdo do Ab ao Ag

Figura 12.3 Possiveis posi¢des dos sitios de ligacdo ao Ag em uma imobilizagao randémica do
Ab: 1) ndo expostos a fase mavel; 2) parcialmente expostos a fase moével; 3) totalmente expostos

.

a fase movel

pos fendlicos das tirosinas. Os imunoadsor-
ventes preparados pela regiao de carboidra-
tos da molécula de IgG mostram aumento
significativo na capacidade de ligacao ao
antigeno com rela¢do aqueles preparados
pelo acoplamento pelas aminas primadrias da
molécula de IgG. O acoplamento ocorre ou
_ pelaativag@o da matriz ou mediante reagente
de acoplamento.

No caso da imobiliza¢ao do anticorpo por
absor¢do fisica, uma séria limitag¢ao é a perda
do anticorpo imobilizado durante a etapa de

eluicao do antigeno, uma vez que as ligagoes
nio-covalentes que ligam o anticorpo a fase
so6lida sao andlogas aquelas que ligam o anti-
corpo ao antigeno. J4 no caso dos dois outros
métodos de acoplamento, o anticorpo imo-
bilizado é retido durante a elui¢do do anti-
geno, permitindo a regeneragao da coluna de
afinidade.

A reagio de acoplamento nio sitio-diri-
gido que liga o anticorpo covalentemente a
fase s6lida utiliza agentes ativadores, em ge-
ral de 3 tipos:
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b)

c)

PURIFICAGAO DE PRODUTOS BIOTECNOLOGICOS

ativadores soliveis que permitem aco-
plamento quimico direto entre grupos
funcionais, em geral um grupo -NH, de
um componente com um grupo -COOH
de outro, como o brometo de cianogénio
(CNBr) e a carbodiimida. Nas Figuras
12.4 e 12.5 sdo apresentadas esquemati-
camente as ativagdes por CNBr e car-
bodiimida, respectivamente;

ativadores soliveis que funcionam como
ligagdo entre grupos funcionais idénti-
cos ou diferentes, como glutaraldeido e
dcido maléico que atuam como ligagio
entre dois grupos amina ou o N-sucini-
midil 4-maleimidobutirato, que liga
grupos tiol do suporte a grupos amino
da proteina; e

ativadores ligados a fase s6lida incluem
polimeros com grupos ativos (p. ex.,
epoxi-derivados) que permitem acopla-
mento covalente a grupos -NH,, -OH,
-SH da proteina.

Quando o procedimento de imobiliza¢io
do Ab é sitio-dirigido, os sitios de ligacio do
Ab ficam expostos a fase mével, fora da su-

OH O0-C=N
CNBr

—_—
OH OH

perficie da fase s6lida, o que garante boa aces-
sibilidade estérica aos sitios ativos de ligagao.
Sao utilizadas vdrias estratégias de imobiliza-
¢ao orientada:

a)

b)

Proteina-NH,

Acoplamento direto a fase sélida

A maneira mais efetiva da imobilizacao
dirigida ¢ pela ligagdo do Ab a fase séli-
da via um tnico sitio de ligacdo. Nessa
estratégia, a regido F_do anticorpo (re-
gidao de carboidratos) é oxidada com
periodato formando grupos aldeido que
sdo entdo ligados quimicamente ao su-
porte s6lido. Como os anticorpos sio
glicosilados apenas em um unico sitio
do dominio CH, de cada cadeia pesada,
entdo as duas regides Fab do anticorpo
ficardo completamente livres para inte-
ragir com o antigeno na fase mével. A
imobilizagdo, segundo essa estratégia,
depende da concentragao do periodato,
do pH da reacdo, do tempo e da tempe-
ratura.

Acoplamento via pontes de proteina
Proteina A derivada de Staphylococcus
aureus e proteina G derivada de Strepto-

Iﬁl H
O-C-NH-Proteina

Figura 12.4 Etapas do acoplamento de uma proteina a uma matriz ativada com CNBr
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' N=— —N
Ce!ulose ~OH + | iN—C—HN/_— I

O

1-17 Carboniidiimidazol

Y

Celulose -—O-—-C—N\_| +H N\__J

Carbamato de imidazol

l + NH.-IgG

ut FN|
Celulose —-O——("Z—HN——IgG +HN

Carbamato de alquila

Figura 12.5 Exemplo de acoplamento de IgG a uma matriz de celulose ativada com carbodiimida

coccus, ambas proteinas bacterianas com
alta afinidade de liga¢do por amino gru-
pos da porgdo F_do anticorpo, tém
sido usadas como bragos espacadores
bioespecificos para orientar o Ab na fase
s6lida. Essas proteinas sdo ligadas cova-
lentemente a fase s6lida de vérias formas,
como diretamente via grupos aldeido,
via grupos epoxi ou glutaraldeido. Elas
aumentam a distancia entre 0s anticor-
pos e a superficie da matriz, facilitando
a formacio estdvel e eficiente do com-
plexo anticorpo-antigeno. Tem sido usa-
da também proteina G biotinilada ligada
a avidina, previamente acoplada a fase
solida. O uso desse sistema de alta afini-
dade biotina/avidina como um sandui-
che intermedidrio mantém elevada
biofuncionalidade da proteina G.

Acoplamento a suportes carregando
- metais
- Essa estratégia € baseada na interacio de

residuos de histidina com metal e expoe
O anticorpo a concentra¢des baixas de

reagentes oxidantes durante a imobiliza-
¢a0. Nessa estratégia um anticorpo é imo-
bilizado pela por¢io C-terminal da cadeia
pesada F , a uma resina com grupos fun-
clonais iminodiacetato (IDA) carregada
- com CoCl,. Uma oxidacio do Co com
H,0O, (do estado +2 para o estado +3) re-
sulta em complexos Co*" — anticorpo li-
gados irreversivelmente. Estes s6 serio
removidos com reagentes que reduzam
o metal para Co** na presenca de agentes
quelantes, como EDTA, uma vez que as
interag6es com o Co?* sdo reversivelis.

CONSIDERACOES FINAIS

Grande variedade de biomoléculas, natu-
rais ou recombinantes, incluindo horménios,
imunoglobulinas, enzimas e citoquinas, tem
sido purificada por cromatografia de imunoafi-
nidade. Embora a cromatografia de imuno-

‘afinidade com anticorpos monoclonais seja

altamente eficiente para a purificacio dessas
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moléculas dada sua versatilidade, alta afinida-
de e seletividade, seu uso em larga escala nio
é freqiente. Nesse caso, o alto custo decorrente
da produgao desses anticorpos monoclonais
para uso industrial e a impossibilidade, em
muitos casos, de reusar uma mesma coluna
em virtude das drésticas condiges de eluicio
adotadas, que podem danificar o imunoadsor-
vente, tornam seu uso economicamente
proibitivo. Alternativa recente para essa limi-
tacao tem sido o uso, embora ainda limitado,
de anticorpos recombinantes com a especifi-
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