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“Vocé vé coisas; vocé diz: ‘Por qué?’ Mas eu sonho
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George Bernard Shaw



RESUMO

Os anticorpos monoclonais (mAbs) sao biomoléculas que se tornaram fundamentais em
diversas areas de estudo, sendo capazes de reconhecer analitos em uma mistura complexa e,
desta forma, contribuir em dispositivos de detec¢do e diagnoéstico médico, como os testes
imunodiagnosticos rapidos. Estes testes utilizam, como um de seus reagentes de captura,
anticorpos do tipo anti-IgG humana que atuam no processo de detec¢ao de IgG policlonal no
sangue de individuos humanos. Neste sentido, este trabalho teve como finalidade estudar a
técnica de precipitagdo com polietilenoglicol (PEG) e ZnClo como alternativa nao-
cromatografica de captura para mAbs de aplicacdes ndo-terapéuticas, porém que ainda
requerem alto grau de pureza, tal como os utilizados em testes imunodiagnosticos. Os
experimentos foram conduzidos utilizando PEG de diferentes massas moleculares e
concentragdes (4000 e 6000 g mol™!, variando de 0 a 16% m/v) e ZnCl, (0 a 16 mmol L)
como agentes precipitantes para mAbs IgG; de camundongo do tipo anti-IgG humana
provenientes de sobrenadante de cultura celular de hibridomas, determinando-se suas curvas
de solubilidade e as condigdes mais promissoras para precipitacdo em batelada, além de
otimizar a etapa de ressuspensdo e realizar uma analise de viscosidade para os anticorpos
ressuspensos. A concentracdo de anticorpos foi avaliada por cromatografia de afinidade
analitica com proteina A imobilizada em matriz s6lida e em eluicdo gradiente em HPLC
(High Performance Liquid Chromatography), estimando-se a pureza dos precipitados por
cromatografia por exclusdo de tamanho em eluicdo isocratica, também em HPLC. Os
experimentos resultaram na obten¢do de um precipitado com rendimento de 100% e pureza de
15% (obtido por precipitagdio com PEG6000 14%) e de um precipitado de 100% de
rendimento e 59% de pureza (obtido por precipitagdo com PEG6000 12% combinado com
ZnCl, 3 mmol L). A analise de viscosidade indicou que a combinagio de PEG6000 e ZnCl>
como agentes precipitantes ndo permitiu uma redug¢do da viscosidade dindmica do
sobrenadante de precipitacdo (5,96 mPa s) quando comparado ao sobrenadante obtido com
apenas PEG6000 (5,71 mPa s), embora tenha resultado em um precipitado com viscosidade
menor (2,41 mPa s) que a do sobrenadante. Visto que a pureza maxima obtida foi de cerca de
60%, para que os mAbs se tornem elegiveis para a aplicacdo mencionada (pureza minima de
98%), recomenda-se a complementacdo com outro método de purificagdo, bem como a

possibilidade do uso de pré-operacdes de concentracdo do material de partida.

Palavras-chave: anticorpos monoclonais, purificacio, precipitacao, PEG, zinco.



ABSTRACT

Monoclonal antibodies (mAbs) are biomolecules that have become fundamental in several
areas of study, being able to recognize analytes in a complex mixture and, therefore,
contribute to the development of detection and medical diagnostic devices, such as rapid
serological tests. These tests utilize anti-human IgG antibodies that work as capture reagents
during the detection of polyclonal IgG in human blood. Therefore, this paper aimed to study
the precipitation technique with polyethylene glycol (PEG) and zinc chloride as a non-
chromatographic capture alternative for non-therapeutic application mAbs that still require
high purity levels, such as the ones used in serological tests. Experiments were carried out
using PEG of different molecular weights and concentrations (4000 and 6000 g mol!, ranging
from 0 to 16% m/v) and ZnCl> (0 to 16 mmol L) as potential precipitating agents to purify
anti-human IgG mice IgG; mAbs out of cell culture supernatant produced by hybridomas,
determining its solubility curves and the most promising conditions for batch precipitation,
also optimizing the resuspension step and performing a viscosity analysis for the resolubilized
antibodies. Antibodies concentration was evaluated through analytical affinity
chromatography with protein A immobilized onto a solid matrix and in gradient elution on
HPLC (High Performance Liquid Chromatography), whereas precipitates’ purity was
estimated by size exclusion chromatography in isocratic elution, also on HPLC. Experiments
resulted in a precipitate with 100% yield and 15% purity (obtained by precipitation with 14%
PEG6000) and a precipitate with 100% yield and 59% purity (obtained by precipitation with
12% PEG6000 combined with 3 mmol L ZnCl). Viscosity analysis indicated that the
combination of PEG6000 and ZnCl: as precipitating agents did not lead to a reduction of the
precipitation supernatant’s dynamic viscosity (5.96 mPa s) compared to the supernatant
obtained with just PEG6000 (5.71 mPa s), although it resulted in a precipitate with lower
viscosity (2.41 mPa s). Given that the highest purity value achieved was close to 60%, in
order to make the mAbs eligible for the aforementioned application (purity of at least 98%),

the use of additional purification methods or pre-concentration techniques are recommended.

Keywords: monoclonal antibodies, purification, precipitation, PEG, zinc.



SUMARIO

I INTRODUGAO. ... 14
2 OBIETIVOS ...ttt sttt ettt b ettt et aeenaeeaee 17
2.1 ODbBJEHIVO ZETAL..c.uiiiiiiiiiiieieitcteecet ettt 17
2.2 Plano de trabalho.........ccooiiiiiiiiiieee e 17

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA .....coovuurviiirreirsiieeiieeiseesseesssssssss i ssesssessssssssessesees 18
3.1  Testes de fluxo lateral e testes soroldgicos rapidos ......c.eevvveeriveeriieeeriieeriee e 18
3.1.1  Testes de fluxo lateral.........cccooieiiiiiiiiiiiiiieee e 18
3.1.2  Dispositivos LFA como testes SOTOIOZICOS ......ccvuveeruieriiriiienieeiieeieeriee e 20

3.2 Anticorpos monoclonais e suas tecnologias de obtengao ...........ccecveevveeerieeeenveennnee. 21
3.2.1  ANTICOTPOS weientiieitieiieeiee ettt ettt et et e et et e e bt esateebeesabeebeesateenbeesnseeseesnseeseeans 21
3.2.2  Processos de producao € purifiCaCao .........eeevueeerureeriieeniieenieeesreeesveeeeveeeeneens 27
3.2.3  Avancos e tendéncias na purificacdo de antiCorpos ..........ceeeeveerreerveerversveerueenns 34

3.3 PIECIPILAGAD. ..t eutieeiieeiie ettt ettt ettt et e et et e et e e bt e enb e e bt e st e e beeenbeeeteeeateeaeeen 36
3.3.1 A técnica de PreCipitaCao....cc.eecueecierieeiiienieeiieeieesieeereesteeeaeesreesaeensaeeseenaee e 36
3.3.2  Agentes de precipitacio: PEG € Zn?" .........ocoovovieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 42

4 MATERIAIS E METODOS........c.cooiiiiiieeeeeeeeeeseseeeeeeesseesessessss s sesessesseness s 47
O B\ 1 (< 4 TSRS PUSRRPRRRPPON 47
Y, (<1 7 Yo Lo LSS 47
4.2.1  Preparo de solugdes tampao e agentes precipitantes ........cceeveveeerveeerveeereveeennne 47
4.2.2  Estudo cinético dos agentes precipitantes .........cceceerveerreerveenreeniveeneeesneesseesnens 48
4.2.3  Ensaios de PreCipitaCao ...ccuueeiueeeeieeesieeeiieeeeieeesreeesreeessseeessseeessseeessseeessseesnnnes 49
4.2.4  MEt0dos aNalItICOS ....eeeuiiriiiiiiieiiieite ettt 51

5  RESULTADOS E DISCUSSAO .....ccvvuiiiiiiiniiiieiecinsineie e ssessesesennes 54
5.1  Avaliagdo de interferéncia da solugao tampao...........cceeevcvireeciieeriieeeriieeriee e 54
5.2 Estudo cinético dos agentes PreCipitantes........cccueerueereeerueereeerieenveerieenreesseessseesseenns 58

5.3 Ensaios de PreCipitaCao.....c..eecueeceeieeiieeeiieeeiieeeiteeestreesseeesseeessesessseeessseeessseesnsseens 66



5.3.1 Curvas de SOIUDIIIAAAE. .......cooovvieiiiiiieiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 66

5.3.2  Precipitagdes em batelada..........c.ceeevireiiiiiiiiieiieeecee e 72

5.4  Determinacao da viscosidade dinAmicCa.............ccccueeecuiiieiiieeeiiieeeiie e 80

6 CONCLUSOES .....ccotiiimiieiiitieeeeieteseie sttt 84
REFERENCIAS ...ttt sttt 86
APENDICE L.ttt 96

APENDICE L. e e e e e e s e e e e e s es e e e e s e e s e e eseeenann 97



LISTA DE ILUSTRACOES

Figuras

Figura 1. Esquema de funcionamento de um LFA em formato direto. .........cccevvereeviiniennens 19
Figura 2. Esquema de funcionamento de um teste rapido de COVID-19 envolvendo
ANEICOT]PIOS. c. veeeeteeeeteeeeteeetteeetteesteeeeseeeaseeesnseeeassseeassseeassaeensseeeasseeesseeenssesenssaeensseeensseeensseennes 21
Figura 3. Representacdo grafica da estrutura basica de uma IgG secretada e de uma IgM de
101S) 10 10) 33 O OO OSSO P PSR P OO PPIPRORPRUPRPOt 22

Figura 4. Exemplo de processo tipico para producdo e purificacdo de anticorpos monoclonais.

.................................................................................................................................................. 27
Figura 5. Diferentes plataformas cromatograficas para a etapa de polimento de mAbs, de
acordo com exemplo de benchmark e trés diferentes industrias farmacéuticas. ..........cc.oc....... 33
Figura 6. Curvas de solubilidade de um soluto e de acordo com diferentes perturbagdes. ......36

Figura 7. Patentes concedidas e publicadas, de 2010 a 2017, utilizando precipitacdo como
purificacao de BIOMOIECULAS. .......oeevviiiiiiieiie e e e eae e e 37
Figura 8. Aparéncia resultante da mistura de ZnCl; e Tris-HCI (pH 7,8 € 9). c.eevevvveivriencns 55
Figura 9. Aparéncia resultante da mistura de PEG6000, ZnCl; e Tris-HCI (pH 7, 8 € 9)........ 56

Graficos

Grafico 1. Avalia¢do do tempo (20 min a 6 h) e temperatura (4, 25 e 35°C) de incubacao para
PEG4000 (2) € PEGO000 (D). «..eeteeeeriietieieeiiesie ettt sttt sttt e neeens 59
Grafico 2. Avaliagdo do tempo (20 min a 6 h) e temperatura (4, 25 e 35°C) de incubagdo para

Grafico 3. Curva de solubilidade de mAb anti-IgG humana para ZnCl, como agente
precipitante, em TriS-HCL PH 7. ..oooeiiiiiieee e e e 62
Gréfico 4. Cromatogramas obtidos em SEC para o material de partida (a), padrdo de mAb
purificado pela empresa parceira (b) e padrio de IgG humana comercial (c), em fluxo
1socratico com fase movel A e tamanhos de particula 7 pum (pré-coluna) e 5 um (coluna). .... 64
Grafico 5. Cromatogramas obtidos em SEC para precipitados obtidos por precipitagdo com
ZnCl 16 mmol L em razdo de ressuspensdo 1:1 (a), 1:2 (b) e 1:3 (c), em fluxo isocratico

com fase movel A e tamanhos de particula 7 pum (pré-coluna) e 5 um (coluna)...................... 65



Gréfico 6. Curvas de solubilidade do mAb (quantificadas por cromatografia de afinidade com
proteina A) em tampao fosfato de sédio, a diferentes valores de pH, para PEG4000 (a) e
PEG6000 (c), com seus respectivos graficos de log S (b e d). c.oeevvveeiiieeiiieciieieeeeeiees 67
Grafico 7. Curvas de solubilidade do mAb (quantificadas por cromatografia de afinidade com
proteina A) em tampao Tris-HCI, a diferentes valores de pH, para PEG4000 (a) e PEG6000
(c), com seus respectivos graficos de [og S (b e d)..cueeriieiiiiiiiiiiiee e 67
Grafico 8. Curvas de solubilidade do mAb em tampao Tris-HCI a pH 7 para PEG6000 com a
adi¢do de 1 a 3 mmol L' de ZnCl, (a) e suas respectivas curvas de 1og S (b).......c.cccoevevnnec.e. 70
Grafico 9. Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) de modelo linear gerado para
predicdo de rendimento em funcdo do pH e RD de ressuspensdo de precipitados obtidos por
precipitag@o cOm PEGO000 14%0. ......ooiiiiieiiieiie ettt s 74
Grafico 10. Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) de modelo linear gerado para
predi¢do de pureza em funcdo do pH e RD de ressuspensdo de precipitados obtidos por
precipitagdo com PEGO000 14%0. .....ccuiiuiiiiieiieeiteeeee ettt ettt 75
Grafico 11. Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) de modelo linear gerado para
predicao de rendimento em fungdo do pH e RD de ressuspensdo de precipitados obtidos por
precipitacdo com PEG6000 12% e ZnClo 3 mmol Ll .....oooooiiiiiiiieeceeeeeeee, 77
Gréfico 12. Cromatogramas obtidos em SEC para o precipitado obtido por precipitagdo com
PEG6000 14% (a) e para o precipitado obtido por precipitagio com PEG6000 12% e ZnCl» 3
mmol L (b), em fluxo isocratico com fase movel A e tamanhos de particula 7 um (pré-
coluna) € 5 M (COIUNA).. ....uiiiiuiiiiiiie ettt e ee et e e tae e beeesabaeenebeeesaeeenaaeenns 79
Grafico 13. Curva de calibragdo para quantificagio de mAb em HPLC, por afinidade com

PTOLEINA AL ..ottt ettt ettt e ettt e e bt e e s bt e e s bte e s bt e e sabt e e s abe e e et e e enabeeenbeeenbeenane 96



LISTA DE QUADROS

Quadro 1. Os diferentes isotipos de imunoglobulinas e suas caracteristicas e fungdes. .......... 23
Quadro 2. Algumas aplicag¢des de anticorpos monoclonais, fora do campo terapéutico. ........ 26
Quadro 3. Diferentes operagdes unitarias e suas possiveis aplicagdes em um bioprocesso.....30

Quadro 4. Mecanismos de agdo e aplicagdes reportadas para diferentes agentes precipitantes.

Quadro 5. Resultados observados para misturas de PEG6000, ZnCl, e tampdes fosfato de
sodio e Tris-HCI a diferentes valores de pH..........cocueiiiiiiiiiiiiiieieeeeee e 54



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Planejamento experimental aplicado para a ressuspensao de precipitados obtidos por
precipitagio com PEG6000 14% e com PEG6000 12%/ZnCl> 3 mmol L™.........c..ccocevvennne. 51
Tabela 2. Tempo e composicdo de fase modvel para cada etapa cromatografica (em
cromatografia de afinidade com proteina A em HPLC). ......cccooiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 52
Tabela 3. Solubilidade intrinseca do mAb em tampdes fosfato de sodio e Tris-HCI, a
diferentes valores de PH. ......c.cooiiiiiiiiiiie et e 69
Tabela 4. Solubilidade intrinseca do mAb em tampao Tris-HCI pH 7, na presenga de
diferentes concentragdes de ZNCla. .....uiiicuiiiiiiiieeiieeciie et ere e e eaae e 72
Tabela 5. Resultados de rendimento e pureza obtidos na ressuspensao de precipitados obtidos
por precipitagdo cOm PEGO000 14%.......ccoouieiiiiieiieeiiee ettt see e sevee e 73
Tabela 6. Resultados de rendimento e pureza obtidos na ressuspensdo de precipitados obtidos
por precipitagio com PEG6000 12% e ZnCla 3 mmol L™ ..o, 73
Tabela 7. Indices de comportamento de fluxo e viscosidade aparente para precipitados
ressuspensos, sobrenadantes de precipitagdo e mate rial de partida..........ccceeveeviieeniiieenieennns 81
Tabela 8. Valores de p obtidos para testes de normalidade aplicados a variavel de rendimento
dOS PrecipitadOs TESSUSPEIISOS. ...eeruvierrrerieeriieetterieeeteertteeseesstesseesseeeseessseeseessseeseessseenseesnsens 97
Tabela 9. Valores de p obtidos para testes de normalidade aplicados a variavel de pureza dos
PIECIPILAAOS TESSUSPEIISOS. 1.uvvveeerreererierrireeeruteeessreeessseesssseesseeeaseeessseesssseessseeesssesessseesssseesnsseens 97
Tabela 10. Tabela ANOVA resultante da modelagem dos dados de rendimento da
ressuspensao de precipitados obtidos por precipitagdo com PEG6000 14%............cccveenneenee. 98
Tabela 11. Tabela ANOVA resultante da modelagem dos dados de rendimento da
ressuspensdo de precipitados obtidos por precipitacio com PEG6000 12% e ZnCl> 3 mmol L~
ettt ettt ettt ettt ettt ettt n ettt 98
Tabela 12. Tabela ANOVA resultante da modelagem dos dados de pureza da ressuspensao de
precipitados obtidos por precipitagdo com PEGO000 14%. ......cevveeviieniienieniieieeieeieeeeeene 99



14

1 INTRODUCAO

Os anticorpos monoclonais (mAbs) consistem em imunoglobulinas produzidas a partir
de um mesmo clone de linfécito B, motivo pelo qual apresentam uma tunica especificidade e
podem ser continuamente obtidos em cultura a partir da mesma linhagem celular expandida e
imortalizada (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Os mAbs tornaram-se importantes no
campo clinico como tratamento para diversas condi¢des, no entanto, em virtude de sua
especificidade e alta capacidade de reconhecer moléculas de varias origens (bioldgicas ou
ndo), estes anticorpos passaram a ser utilizados em outras formas de aplicagdes além das
terapéuticas: em purificagcdes por afinidade, imunoensaios, nanotecnologia, catalise, controle
de enzimas, além do seu uso como ferramenta de deteccdo de analitos ou de diagndstico
médico, tal como no caso dos testes imunodiagnodsticos rapidos (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2015; ANSAR; GHOSH, 2013; GARCIA-BERMEJO; DE ORY, 2017; KOCZULA;
GALLOTTA, 2016; SALEEM; KAMAL, 2008).

Os testes, que utilizam o principio de imunocromatografia para reconhecer a presenga
de anticorpos no sangue humano, utilizam mAbs anti-IgG humana como um de seus reagentes
de captura, os quais devem possuir elevada pureza ¢ manutengdo da atividade bioldgica para
garantir o funcionamento adequado dos testes (MERCK MILLIPORE, 2013). Assim sendo, a
etapa de purificagdo destes anti-anticorpos se torna crucial para garantir a estabilidade e a
qualidade dos dispositivos. No entanto, atualmente as plataformas de purificagcao disponiveis
para mAbs sdo, majoritariamente, compostas por técnicas cromatograficas sequenciais € em
batelada, em especial a cromatografia de afinidade com proteina A imobilizada em matriz
solida para promover a captura destas moléculas, que consistem em técnicas de alto custo e
inadequadas para correntes de processo com elevadas concentragdes de anticorpo
(GRONEMEYER; DITZ; STRUBE, 2014; LOHMANN; STRUBE, 2020; RUDGE;
LADISCH, 2019; SHUKLA; THOMMES, 2010). Dentre as estratégias em estudo para
solucionar este problema, destaca-se a que apoia o uso de técnicas ndo-cromatograficas como
forma de reduzir a dependéncia que a industria apresenta atualmente da cromatografia, uma
delas sendo a precipitagdo como alternativa de captura para mAbs (CATALDO et al., 2020;
GRONEMEYER; DITZ; STRUBE, 2014; LOW; O’LEARY; PUJAR, 2007; SHUKLA et al.,
2017; SHUKLA; THOMMES, 2010).

A precipitacdo, uma das técnicas de purificacdo de biomoléculas mais tradicionais,
baseia-se no principio da reducdo da solubilidade de um soluto em um solvente, a fim de

separd-lo dos demais componentes ainda soluveis no sobrenadante (HU, 2017; KILIKIAN;
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PESSOA JR., 2001). Os primeiros estudos realizados adotando esta técnica como forma de
purificacao de proteinas foram desenvolvidos por Cohn (1941), que utilizou a precipitagao
fracionada (adi¢do vagarosa de agente precipitante para formar precipitados isolados) a fim de
separar proteinas do plasma sanguineo e obter albumina humana (COHN et al., 1946, 1950;
COHN, 1941; DOS SANTOS, 2020). Desde entdo, o uso da precipitacdo com diferentes
agentes precipitantes (etanol, sulfato de amonio, polimeros organicos, alteracdes de pH e
temperatura do sistema, etc.) tem sido adotado para a separagdo, concentragdo e purificacao
de proteinas, tendo em vista que consiste em uma operagao de baixo custo, quando comparada
a cromatografia, e facilmente adaptivel a forma batelada ou continua (BRESOLIN;
BRESOLIN; PESSOA, 2015; BURGSTALLER; JUNGBAUER; SATZER, 2019; DUTRA et
al., 2020; HAMMERSCHMIDT et al., 2015; KATEJA et al., 2016; MARTINEZ et al., 2019;
SHETH et al., 2014, SOMMER et al., 2014).

Em especial, destaca-se o uso da precipitacio com polietilenoglicol para a
separagdo de proteinas de alta massa molecular (150 kDa ou mais), tal como a IgG. Sendo um
agente precipitante nao-desnaturante, capaz de promover uma redugao do volume de processo
€ que permite a sua remog¢ao por meio da propria separacao entre sobrenadante e precipitado
(evitando assim a necessidade de operagdes adicionais de remog¢ao, tal como ocorre no uso de
sais convencionais), o uso de PEG como agente precipitante para a captura de anticorpos
monoclonais e recombinantes vem sendo extensivamente estudado (BURGSTALLER;
JUNGBAUER; SATZER, 2019; CATALDO et al., 2020; HAMMERSCHMIDT et al., 2014;
HAMMERSCHMIDT; HOBIGER; JUNGBAUER, 2016; JUNGBAUER, 2013; LAIN et al.,
2010; PONS ROYO et al., 2023; RATHORE et al., 2015; SOMMER et al., 2014). A fim de
reduzir o incremento de viscosidade resultante da adicdo de PEG (um agente viscoso) ao
sistema, o seu uso combinado com ZnCl, também vem sendo estudado como forma de reduzir
a quantidade de PEG a ser adicionada, sem causar reducdes no rendimento de captura, a partir
da combinacdo do uso de PEG com a precipitacdo por afinidade metalica ocasionada pelos
jons Zn>* (BURGSTALLER; JUNGBAUER; SATZER, 2019; DUTRA et al., 2020; LI et al.,
2019).

No entanto, os trabalhos presentes na literatura atualmente focam no uso desta
modalidade de precipitagdo para a purificagdo de anticorpos monoclonais ou recombinantes
de aplicagdes terapéuticas, normalmente produzidos em culturas de células de ovario de
hamster chinés. Neste sentido, este trabalho apresenta uma avaliacdo do uso da precipitacao
com PEG e ZnCl, como potenciais agentes precipitantes para a captura de mAbs IgG anti-

IgG humana destinados a aplicagdes nao-terapéuticas, produzidos por hibridomas e que
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também requerem elevado grau de pureza (98% ou mais), determinando suas melhores
condigdes de precipitagdo, ressuspensdao e a viscosidade dindmica da fase ressuspensa

resultante do uso destes agentes.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O presente trabalho de mestrado teve como objetivo avaliar o uso de precipitagdo com
polietilenoglicol e ZnCl, como técnica de purificacdo para mAbs IgG; de camundongo, do
tipo anti-IgG humana, provenientes de sobrenadante de cultura celular de hibridomas. Além
disso, objetivou-se também a otimizagdo da etapa de ressuspensdo dos precipitados e a

determina¢do do seu aumento de viscosidade resultante da adi¢do de polietilenoglicol.

2.2 Plano de trabalho

1) Avaliagdo das interferéncias ocorridas entre agentes precipitantes e tampdes, na auséncia
de material de partida;

2) Determina¢ao dos melhores pardmetros de incubacdo (tempo e temperatura) para cada
agente precipitante (PEG4000, PEG6000 e ZnCly) a partir do rendimento resultante
determinado por cromatografia de afinidade com proteina A;

3) Obtencdo das curvas de solubilidade e determinagdao das melhores condigdes de
precipitagdo para cada agente precipitante (tampao, pH e concentragdo de agente) a partir do
rendimento resultante determinado por cromatografia de afinidade com proteina A;

4) Avaliacdo do pH de ressuspensdo e da razdo de diluicdo utilizada, a fim de otimizar o
rendimento e a pureza dos precipitados ressuspensos, determinados por cromatografia de
afinidade com proteina A e cromatografia por exclusao molecular;

5) Determinacao da viscosidade dindmica aparente ¢ do indice de comportamento de fluido
dos precipitados ressuspensos com melhores valores de rendimento e pureza, bem como do

material de partida e dos sobrenadantes de precipitagdo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo serdo abordados os temas essenciais ao trabalho a ser realizado e a
fundamentagdo teodrica necessaria para sua compreensdo, incluindo: funcionamento de testes
de fluxo lateral e sua ascensdo como forma de avaliacdo do estado soroldgico de um
individuo; anticorpos monoclonais e suas caracteristicas, bem como formas de producdo e
purificacdo; e a técnica de precipitagdo como tecnologia emergente para purificacdo de

anticorpos monoclonais.

3.1 Testes de fluxo lateral e testes sorologicos rapidos
3.1.1 Testes de fluxo lateral

Os testes de fluxo lateral (LFA, lateral flow assay) consistem em dispositivos simples
e portateis utilizados para a deteccdo de analitos em misturas complexas por meio de um
principio similar ao de cromatografia em camada delgada, em que os analitos sdo retidos por
interagdes com elementos imobilizados sobre a camada onde ocorre o teste. Estes elementos,
em geral, consistem em anticorpos monoclonais especificos para as moléculas de interesse, ou
seja, que reconhecem e “capturam” as moléculas-alvo (principio de imunocromatografia),
embora o uso de acidos nucleicos e molecular beacons (oligonucleotideos que reconhecem
acidos nucleicos pelo principio de hibridizacdo) como elementos de reconhecimento também
tenha sido reportado (KOCZULA; GALLOTTA, 2016; SAJID; KAWDE; DAUD, 2015).

Estes dispositivos, além de simples, possuem baixo custo de producdo e retornam
resultados rapidamente (5-30 min), sem a necessidade de equipamentos ou de equipe
especializada para a realizagdo ou interpretacdo dos testes, de forma que estes podem ser
realizados em ponto em atendimento. Assim sendo, os LFAs encontraram aplicagdo na
detec¢do de diversos tipos de analitos (como patdgenos, hormonios, anticorpos, proteinas,
toxinas, pesticidas, poluentes, metais pesados, entorpecentes e outras substancias quimicas)
em diversas dreas, como medicina humana e veterinaria, controle de qualidade, controle de
drogas, seguranca de alimentos, pecudria, prote¢do ambiental etc. (KOCZULA; GALLOTTA,
2016; NGOM et al., 2010; SAJID; KAWDE; DAUD, 2015; WANG et al., 2016).

Os dispositivos LFA sdo formados por uma estrutura em cassete que apresenta
diferentes regides, conforme apresentado pela Figura 1. Apds aplicagdo da amostra liquida
(ou extrato) em local adequado, os componentes da amostra encontram a superficie de
conjugacdo. Nesta secdo, estdo presentes conjugados de anticorpos especificos para os
analitos (ou, em caso de testes diagndsticos, antigenos ou proteinas de antigeno inativo) e

marcadores (em geral, nanoparticulas de ouro). Além disso, complexos anticorpo-marcador ja
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formados e que servirdo de controle para assegurar a validade do teste também estdo
presentes. Quando os analitos desejados estdo presentes na amostra inserida, estes
reconhecem os elementos da superficie de conjugacdo, formando complexos analito-
anticorpo-marcador ou analito-antigeno-marcador. Saindo desta secdo, os componentes
passam a migrar por a¢do capilar sobre um suporte constituido de membranas de
nitrocelulose, agarose ou filtro de papel (zona de deteccdo), a fim de reagir com os anticorpos
de captura ali imobilizados e que permitem a deteccao e retengdo dos complexos por meio de
interagdes de afinidade. Quando os complexos sdo retidos pelos anticorpos de captura
(resultado positivo), uma linha colorida se torna visivel devido ao acimulo de marcadores. Ao
final do dispositivo, uma secdo de absor¢do esta presente para absorver os reagentes em
excesso e evitar o seu retorno a zona de detec¢ao (BURRELL; HOWARD; MURPHY, 2017,
KOCZULA; GALLOTTA, 2016; SAJID; KAWDE; DAUD, 2015; UDUGAMA et al., 2020).

Figura 1. Esquema de funcionamento de um LFA em formato direto.

FLUXO mmmmmp FLUXO mmmmmp
Ac conjugado Linha S!e tes_be Aplicacdo de Taste
(marcador) (Ac anti-analito) Sk amostra Controle
Analito , inha de
= ~gb \V controle e l | C—

Positive

| babored | ) m—— |

Negativo

| b} ) e—— ]

Fraco positivo
(teste deve ser repetido)

- / =
Linhadeteste Linha de controle

‘~‘.-\ (positivo)  (validagdo do teste)

Legenda: Ac, anticorpo.
Fonte: Adaptado de Koczula e Gallotta (2016).

O funcionamento exemplificado pela Figura 1 ¢ caracteristico de dispositivos LFA em
formato direto (ou sanduiche), o qual € o mais tipicamente observado. Este formato ¢ voltado
para analitos de alta massa molecular e/ou que possuem multiplos sitios de ligacdo para
anticorpos, tais como antigeno p24 de virus HIV, anticorpos policlonais do soro humano e
gonadotrofina coridnica humana em urina (testes rapidos de gravidez). Tendo em vista a
capacidade do analito de se ligar a dois anticorpos simultaneamente, este acaba por ficar
ensanduichado entre os anticorpos conjugados e os anticorpos de captura na linha de teste
(KOCZULA; GALLOTTA, 2016; SAJID; KAWDE; DAUD, 2015). No entanto, para

moléculas pequenas e com somente um sitio de ligagdo, como no caso de entorpecentes em
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geral (cocaina, anfetamina, opiaceos etc.), o formato mais aconselhdvel ¢ o competitivo, no
qual os analitos competem com os outros elementos do dispositivo ao invés de formar uma
unica estrutura sanduiche com eles. Consequentemente, os resultados observados sdo
contrarios aqueles obtidos em formato direto: caso o analito esteja presente, a interacdo entre
anticorpo conjugado e linha de teste ndo ocorre, de forma a ndo formar uma linha visivel
(HUDSON et al., 2019; KOCZULA; GALLOTTA, 2016; SAJID; KAWDE; DAUD, 2015;
WU et al., 2017).

A depender do tipo de marcador utilizado, a leitura dos resultados também pode se dar
de diferentes formas. No caso de marcadores coloridos, como nanoparticulas de ouro ou
microesferas de latex, a interpretacdo dos resultados pode ser feita de maneira qualitativa
(inspecao a olho nu das linhas formadas), semiquantitativas (verificagdo do nimero de linhas
formadas com a utilizagdo de diferentes linhas de teste) ou quantitativa (leitores opticos). No
caso de marcadores fluorescentes (quantum dots, complexos de ruténio) ou de outras
naturezas (paramagnéticos, enzimaticos, nanoparticulas de carbono), a interpretagdo dos

resultados se torna possivel somente de forma quantitativa (KOCZULA; GALLOTTA, 2016).

3.1.2 Dispositivos LFA como testes soroldgicos

Uma das aplicagdes de dispositivos LFA que vem se tornando cada vez mais popular ¢
a sua utilizagdo como teste sorologico rapido. Este tipo de teste verifica o historico de uma
possivel infeccdo ao avaliar a presenga qualitativa de anticorpos no sangue ou soro de
humanos e outros animais (como caes, gatos, aves, gado, etc.), sendo esta investigacdo
normalmente orientada a anticorpos do tipo imunoglobulina M (IgM) e/ou G (IgG), visto que
sdo, respectivamente, os anticorpos produzidos durante a fase aguda de uma infeccdo e
aqueles associados a imunidade adquirida apdés o adoecimento do corpo (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015; CULLINANE; GARVEY, 2021). A avaliacio do estado
sorolégico de um individuo via LFA ja& pode ser realizada para diversas condigdes
(mononucleose infecciosa, AIDS, pesquisa de Helicobacter pylori, doenga de Lyme, sifilis,
doenga de Chagas, hepatite C ¢ E), o que inclui a COVID-19, doenga causada pelo virus
SARS-CoV-2 e cuja situagdo foi caracterizada como pandemia pela Organizagdo Mundial de
Satde (OMS) em 11 de mar¢o de 2020 (EZEANOLUE; EZEANOLUE; DASHEFSKY,
2005; GARCIA-BERMEJO; DE ORY, 2017; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020).

No caso de dispositivos LFA orientados a deteccdo de anticorpos IgG e IgM
resultantes de uma infec¢do por COVID-19, a secdo de conjugacdo dos testes € composta

pelos complexos de controle e por proteinas S de virus SARS-CoV-2 inativo conjugadas ao
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marcador (ouro coloidal), sendo que nas linhas de teste estdo imobilizados anticorpos anti-
IgM e anti-IgG humanas (LI et al., 2020; UDUGAMA et al., 2020). Um esquema focado na
interacdo entre os anticorpos de captura e os anticorpos detectados no sangue de pacientes

potencialmente infectados esta presente na Figura 2.

Figura 2. Esquema de funcionamento de um teste rapido de COVID-19 envolvendo

anticorpos.
: Ouro ~._ . .
coloidal Antigeno |
* SARS-CoV-2 §
conjugado | I
cum'ﬂ / e == \
IgG do sangue IgM do sangue Anticorpo de
G do individuo / \ do individuo controle
’:‘1 | / \)
L/ mAb purlﬁcadu ITIAh mAb
Anti-IgG Anti-IgM Anti-controle ;
i (captura) (captura) (captura) ;
RN Membranade

\ nitrocelulose .

Fonte: Elaborado com base em Li et al. (2020).

No entanto, para que estes testes possam ser produzidos, especialmente em larga
escala, € necessaria a obten¢do dos anticorpos de captura — anti-IgG (que interagem com IgG),
por exemplo — a serem imobilizados no suporte. Além de sensibilidade e especificidade
adequadas, estes anticorpos também devem ter pureza e estabilidade suficientes para cumprir
com seus requerimentos no produto finalizado, visto que contaminantes podem competir
pelos sitios de ligacdo e afetar a funcionalidade dos testes (KOCZULA; GALLOTTA, 2016;
MERCK MILLIPORE, 2013). Isto torna a etapa de purifica¢do dos anticorpos de captura um

dos fatores cruciais para a fabricacao de testes rapidos.

3.2  Anticorpos monoclonais e suas tecnologias de obtencio
3.2.1 Anticorpos

Anticorpos, também chamados Imunoglobulinas (Ig), consistem em uma familia de
glicoproteinas que fazem parte do sistema imune adaptativo dos seres vivos, que, por sua vez,
¢ responsavel pela identificacdo e eliminacdo de ameacgas patoldgicas que ndo tenham sido
propriamente impedidas por barreiras naturais do corpo, como pele, pelos e muco nasal, e
microbiotas naturais. Estas moléculas sao produzidas por linfocitos B (leucdcitos produzidos
e maturados na medula 6ssea) e podem ser secretadas diretamente no sangue ou permanecer

aderidas a propria superficie do linfécito, atuando como receptores. Em ambos os formatos,
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os anticorpos acabam por atuar como elementos-chave no combate a agentes patogénicos ao
exibir a habilidade de reconhecer e se ligar a diversas moléculas estranhas ao organismo
(antigenos) de forma altamente especifica em um mecanismo semelhante a um modelo de
“chave-fechadura” (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

Todos os anticorpos partilham uma mesma estrutura basica que os une dentro da
classificagdo geral de imunoglobulinas. Esta estrutura ¢ simétrica e consiste em duas cadeias
leves (idénticas entre si, cerca de 24 kDa cada) e duas cadeias pesadas (também idénticas,
com massa molecular que varia de 55 a 70 kDa), conforme demonstrado pela Figura 3. Cada
cadeia leve (subindice L) ¢ ligada covalentemente a uma cadeia pesada (subindice H) por
meio de ligacdes dissulfeto, sendo que as cadeias pesadas também se ligam por meio deste
tipo de ligacdo, de forma que a estrutura formada se assemelha a letra “Y”. Estas cadeias
(leves e pesadas) sao ambas compostas por sequéncias de aminoacidos que se repetem ao
longo do comprimento de cada cadeia (unidades homologas) e que se dobram sobre si,
formando regides chamadas de Dominio Ig. No entanto, ao se comparar dois anticorpos
distintos, estas sequéncias de aminoacidos podem variar em determinadas regides da estrutura
basica, formando as regides variaveis (V) e constantes (C) (ABBAS; LICHTMAN; PILLALI,
2015).

Figura 3. Representacio grafica da estrutura basica de uma IgG secretada e de uma
IgM de membrana.
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Fonte: Abbas, Lichtman e Pillai (2015).
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As regides variaveis caracterizam as imunoglobulinas no que diz respeito a sua origem
— anticorpos com a mesma regido variavel foram produzidos por um mesmo clone de linfocito
B, ao passo que aqueles com uma regido varidvel diferente, por mais que tenham sido
produzidos por uma célula também classificada como linfocito B, vieram de outro clone.
Estas regides sdo as responsaveis pelo reconhecimento de antigenos e estdo presentes nos
chamados sitios de ligacdo, formados pela justaposi¢do da regido varidvel das cadeias leves
(VL) com a regido variavel das cadeias pesadas (Vu). As regides constantes, por sua vez, nao
participam do processo de reconhecimento e se limitam a interagir com outras moléculas
efetoras e células do sistema imune (aderindo, por exemplo, a superficie das membranas de
linfécitos B). A estrutura de um anticorpo pode também ser definida em termos de
fragmentos, em que a associacdo da cadeia leve completa (Vi e Cr) com a se¢do Vy-Cyi da
cadeia pesada ¢ chamada de fragmento Fab (associado a funcdo de reconhecimento de
antigeno — antigen-binding), enquanto a se¢do com dominios Cu2-Cuz da cadeia pesada ¢
chamada de fragmento Fc (fragmento cristalizavel) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

Contudo, as regides constantes das cadeias pesadas podem apresentar diferengas
estruturais que permitem a subdivisdo das imunoglobulinas em diferentes subclasses ou
isotipos. Estes isotipos sdo classificados de acordo o tipo de cadeia pesada que apresentam e
possuem diferentes funcdes dentro do processo de imunidade humoral (mediada por
anticorpos), tal como explicitado pelo Quadro 1. No organismo humano, as imunoglobulinas
A e G podem ser subdivididas em 2 e 4 subclasses menores, respectivamente. Durante sua
secrecdo, os isotipos também podem ser secretados em diferentes formatos: como monomeros
(estrutura basica presente na Figura 3) ou como estruturas compostas por mais de um
monodmero, tal como dimeros (IgA) ou pentameros (IgM) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2015).

Quadro 1. Os diferentes isotipos de imunoglobulinas e suas caracteristicas e funcoes.

Tipo de cadeia
Isotipo Formato secretado Funcgoes
pesada

Dimero (principalmente), _
IgA A Imunidade de mucosa
mondmero, trimero

Receptor de antigeno no
IgD A Mondmero ) ) ]
linfocito B imaturo

Continua
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Cont. Quadro 1.

Hipersensibilidade imediata
IgE E Mondémero e tardia, defesa contra

parasitas helminticos

Opsonizag¢ao, ativagao do

complemento (reacdes em

IgG r Mon6mero ] ]
cascata), imunidade
neonatal
Receptor de antigeno no
linfécito B imaturo (forma
IgM M Pentamero

monomeérica), ativagao do

complemento

Fonte: Adaptado de Abbas, Lichtman e Pillai (2015).

A alta especificidade dos anticorpos permite que estes possam distinguir dois
antigenos distintos com base em pequenas diferencas na sua estrutura quimica, embora
reacdes cruzadas com antigenos estruturalmente semelhantes ainda sejam possiveis. Este
reconhecimento ocorre por meio de ligacdes ndo-covalentes e reversiveis, tais como forcas
eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio, for¢as de Van der Waals e interagdes hidrofobicas, e a
forca destas ligagcOes caracterizard a afinidade do anticorpo por um determinado antigeno
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Esta capacidade torna possiveis processos
importantes ao corpo como a opsonizag¢ao (majoritariamente realizada pela IgG), que consiste
no reconhecimento e na ligagdo de um anticorpo a um determinado antigeno, a fim de marca-
lo para outras células que irdo, efetivamente, eliminar a ameagca.

O termo antigeno, no entanto, pode ser aplicado a qualquer substancia ou espécie que
se ligue especificamente a um anticorpo. Assim sendo, gracas a essa diversidade, os
anticorpos possuem a capacidade de reconhecer muito além de ameagas patologicas como
virus e micro-organismos, mas quase todo tipo de biomolécula, o que inclui metabolitos,
lipideos, hormdnios e macromoléculas complexas como carboidratos, fosfolipidios, acidos
nucleicos e proteinas — o que, por sua vez, inclui também outros anticorpos (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015). Gell e Kelus (1967) exploraram esse comportamento
imunogénico dos proprios anticorpos e relataram que reconhecimentos deste tipo podem
ocorrer de trés formas: 1) por meio de regides imunogénicas expostas durante o

reconhecimento de um antigeno diferente; 2) sitios de ligagdao naturalmente imunogénicos nos
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anticorpos; e 3) sitios de ligacdo especificos capazes de reconhecer regides imunogénicas em
outros anticorpos. Na pratica, estes anti-anticorpos podem ser produzidos por meio da
imunizag¢ao de animais com imunoglobulinas provenientes de outra espécie e que, portanto,
sdo estranhas a espécie imunizada. A produgdo de autoanticorpos que possuem esse
comportamento também ¢é possivel, como no caso de anticorpos IgM ou IgG circulantes que
reconhecem fragmentos Fc (e raramente Fab) de suas proprias moléculas de IgG, formando
imunocomplexos prejudiciais € que contribuem para a artrite reumatoide (ABBAS;
LICHTMAN; PILLALI, 2015).

Visto que o corpo produz naturalmente diferentes clones de linfocitos B, as
imunoglobulinas de origem animal sao naturalmente policlonais, ou seja, sdo provenientes de
diferentes clones de linfocitos B e, portanto, apresentam algum grau de heterogeneidade entre
si, especialmente no que diz respeito as suas regioes variaveis. Gragas ao trabalho de Kohler e
Milstein (1975), no entanto, tornou-se possivel a producdo de anticorpos a partir de um tnico
clone imortalizado de linfocito B que, consequentemente, se torna capaz de produzir
imunoglobulinas de uma unica especificidade pré-definida: os chamados anticorpos
monoclonais (mAb, monoclonal antibody). A técnica consiste na criacado de hibridomas —
resultado da fusdo celular entre linfécitos B de um animal imunizado com antigeno de
interesse (normalmente células isoladas de bago de camundongo) e uma linhagem celular
imortalizada de mieloma —, seguido de uma selec¢do dos clones que produzem anticorpos com
a especificidade desejada. Sob as condig¢des utilizadas, células que ndo tenham sofrido fusao
sdo incapazes de sobreviver in vitro. Uma vez escolhidas, as linhagens de interesse sao
expandidas e, desta forma, imortalizadas por meio de seu crescimento continuo, o que
consequentemente garante a producdo de anticorpos com especificidade sempre igual e
correspondente a necessidade (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

Em razdo de sua especificidade, os anticorpos monoclonais ganharam popularidade no
campo clinico como alternativas terapéuticas para diversas condi¢des, incluindo artrite
reumatoide, doenga de Crohn, prevencao a rejeicdo de transplantes, esclerose multipla, asma e
diversos tipos de cancer e de disturbios autoimunes. A demanda por este tipo de tratamento
tem se tornado cada vez maior, de forma que a previsdo para 2026 ¢ de que mais de um
medicamento a base de mAbs estara entre os projetos de Pesquisa e Desenvolvimento de
maior valor na industria biofarmacéutica e entre as dez drogas mais vendidas no mundo
inteiro (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; EVALUATE PHARMA, 2021;
INTERFARMA, 2012). No entanto, autores como Berry ¢ Gaudet (2011) apontam que a

grande especificidade dos anticorpos monoclonais acaba, por vezes, se tornando a sua maior
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desvantagem: se um diagndstico preciso ndo € feito antes, especialmente no caso de doencas
infecciosas, o anticorpo pode ndo surtir efeito algum na terapia, visto que ndo tera as pequenas
heterogeneidades naturais aos anticorpos policlonais € que permitem abragar um espectro
maior de antigenos estruturalmente relacionados ou nao.

Contudo, essa mesma exata especificidade despertou a atengdo de inumeros
pesquisadores fora do campo terapéutico, garantindo aos anticorpos monoclonais aplicacdes
também na investigacao cientifica, no diagndstico médico e até na purificagdao e separacao de

moléculas. No Quadro 2, algumas dessas aplicagdes alternativas podem ser encontradas.

Quadro 2. Algumas aplicacdes de anticorpos monoclonais, fora do campo terapéutico.

Aplicacio Referéncia
Estudo e conhecimento de superficies celulares, Abbas, Lichtman e Pillai (2015), Saleem e
moléculas secretadas, funcionamento celular Kamal (2008), Ansar e Ghosh (2013)

Diagnostico médico por imagem: identificag@o Abbas, Lichtman e Pillai (2015), Zhang et al.

de fontes teciduais de tumores (2014)

Imunoensaios: western blotting, ensaio de

imunoabsorc¢do enzimatica (ELISA),

imunoprecipitacdo, imuno-histoquimica, Saleem e Kamal (2008), Gao et al. (2018),
imunocitoquimica, citometria de fluxo, Ansar ¢ Ghosh (2013), Burrel, Howard e
imunocromatografia, radioimnunoensaio (RIA), Murphy (2017)

immuno-dot blot, imunofluorescéncia,

imunoensaio enzimatico (IEE)

Purificagdo de misturas complexas: Ansar e Ghosh (2013), Thompson et al. (2009),
cromatografia por imunoafinidade Zandian e Jungbauer (2009), Lee et al. (2005)

Testes diagnosticos: testes rapidos de gravidez,
Saleem ¢ Kamal (2008), Burrel, Howard e

hepatite, influenza A e B, antigeno p24 de HIV, ]
Murphy (2017), Ansar e Ghosh (2013), Li ef al.

dengue NS1, virus sincicial respiratério, herpes,

clamidia, gonorreia, COVID-19 (2020)
Nanotecnologia: liberagdo de medicamentos, Ansar e Ghosh (2013), Hillman, Lustiger ¢ Wine
nanobiosensores, nanoestruturas, nanomagquinas. (2019)
Outros: catalise, controle de ativac¢ao/inibicao de
enzimas (Hot Start Tag DNA Polimerase), Gao et al. (2018), Ansar e Ghosh (2013)

identifica¢do de genes para clonagem
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3.2.2 Processos de produgdo e purificagao

Um processo tipico para a fabricagdo de biomoléculas pode ser dividido em dois
grandes blocos essenciais que sdo denominados como processo upstream (USP; ou a
montante) e processo downstream (DSP; ou a jusante). As operagdes realizadas durante a
etapa a montante sdo responsaveis pela geragdo da biomolécula desejada por meio de células
ou organismos hospedeiros, cultivados a fim de que a produzam, ao passo que a se¢do a
jusante tem como finalidade recuperar e purificar estas biomoléculas do meio em que estao
presentes, para que alcancem os padrdes de pureza recomendados de acordo com sua
aplicagdo (SHUKLA; THOMMES, 2010). Um processo tipico para a fabricagdo de mAbs esta
presente na Figura 4, destacando-se as correspondentes por¢des a montante e a jusante do

esquema.

Figura 4. Exemplo de processo tipico para producio e purificacio de anticorpos

monoclonais.
Processo a montante
i [3 -
Frasco de Frascos de Expansdo Biorreator de
células agitagao celular producio

Processo a jusante

- Ultrafiltracao/
Contzfinacaol Etapa de Captura: i Filtragio Diafiltracio 4 vorsote fina
Filtragio P ptura: Etapa de Polimento: a do produto final

Cromatografia Inativacio Cromatografia viral

Biorreator (Proteina A) viral (Troca Idnica/HIC)

de producio Coleta de
células

Fonte: Adaptado de Conner ef al. (2014) e Rathore (2009).

3.2.2.1 Do sistema de expressdo e sua forma de cultivo

Classicamente, a etapa de geragdo de anticorpos monoclonais se dava de forma in
vivo, ou seja, em animais que geravam e secretavam as moléculas de interesse a serem
colhidas mais tarde. Apos a obtencao dos hibridomas capazes de produzir os anticorpos de
interesse (secao 3.2.1), estas células eram injetadas em camundongos ou ratos que, uma vez
carregando a linhagem imortalizada, passavam por um processo de inchago abdominal

(ascite) cujo fluido, a ser colhido, continha os anticorpos secretados. Esta técnica, no entanto,
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apesar de gerar fluidos asciticos com altas concentragdes de anticorpos (10-15 g L),
mostrou-se problematica em uma série de fatores quando considerada para produgdo em alta
escala, incluindo baixo volume e rendimento (50-75 mg por roedor), scale-up dificultoso e
custoso, além de contaminagdo do produto com proteinas do organismo hospedeiro e questdes
acerca de sofrimento animal (FARID, 2006; NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1999).

Como alternativa, métodos in vitro para a producdo de mAbs se tornaram populares
entre os fabricantes, onde as células secretoras sdo cultivadas fora do organismo animal,
imitando-se as condi¢des necessarias para o seu cultivo em biorreatores ou recipientes
adequados. Estas condi¢gdes impactam ndo somente o crescimento das células em questdo,
mas também a sua producdo especifica e a qualidade do produto obtido, sendo que
temperatura (37°C), pH (7,15), Oz dissolvido (30-60%) e niveis de CO2 (31-54 mmHg) sdo as
variaveis normalmente controladas no caso de células de origem mamifera, tal como os
hibridomas. Além disso, o uso do meio de cultura adequado, ou seja, do meio contendo os
componentes € nutrientes essenciais a vida celular, também se mostra crucial ao cultivo e a
qualidade dos mAbs secretados (CARVALHO et al., 2017b; HA et al., 2022).

Em geral, estes meios sdo misturas complexas, contendo desde aminoacidos,
proteinas, eletrolitos, lipideos, agucares, hormonios e enzimas a outros componentes
indefinidos, e por isso o uso de soro fetal bovino tornou-se popular para essa tarefa, tendo em
vista que se trata de uma mistura complexa e rica em nutrientes. No entanto, devido a
emergéncia de doencas de origem animal, tal como a encefalopatia espongiforme bovina
(popularmente conhecida como “doenga da vaca louca”), o uso de meios quimicamente
definidos e de origem ndo-animal tornou-se cada vez mais incentivado, especialmente na
producdo de biofarmacos. Contudo, este ndo se tornou o Unico motivo pelo qual muitas
companhias passaram a preferir produzir seu proprio meio de cultura: a garantia de uma
composicdo definida garante também um melhor controle de qualidade entre os diferentes
lotes produzidos, incluindo uma melhor compreensao do impacto que os nutrientes causam no
produto, além de permitir que o meio seja adequado ao tipo especifico de célula sendo
cultivada (CARVALHO et al., 2017b; KELLEY; KISS; LAIRD, 2018).

Atualmente, os hibridomas ainda sdo utilizados como sistemas de expressao in vitro
para a produgio industrial de mAbs (taxa de produgio de até 80 pg célula’! dia'), embora em
menor quantidade. Tendo em vista que os anticorpos de origem murina podem desencadear
respostas imune no corpo humano (resposta HAMA, Human Anti-Mouse Antibody response),
novas técnicas para a modificagao e humanizagao destes anticorpos foram desenvolvidas para

reduzir sua imunogenicidade e suprir as demandas do mercado farmacéutico, levando ao
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surgimento de anticorpos quiméricos (70% humanos), humanizados (90% humanos) e até
mesmo inteiramente humanos. Estes, por sua vez, sao preferivelmente produzidos em células
de ovario de hamster chinés (cé¢lulas CHO, Chinese Hamster Ovary cells), em células de
mieloma murino (NSO ou SP2/0) ou, de forma menos expressiva, em células embrionarias de
rim humano (HEK 293) ou bactérias E. coli, embora outros meios de expressdo também
estejam sendo estudados, tais como plantas transgénicas e células de insetos ou micro-
organismos geneticamente modificados (CARVALHO et al., 2017b; DONINI; MARUSIC,
2019; FARID, 2006; O’ FLAHERTY et al., 2020; SANTOS et al., 2018). No entanto, no caso
de anticorpos monoclonais que ndo sdo destinados a aplicagdo terapéutica, tais como 0s
utilizados em testes imunodiagndstico rapidos, a imunogenicidade da origem murina dos
anticorpos ndo se torna um problema, de forma que a produgdo via hibridomas pode ser

normalmente utilizada (KOCZULA; GALLOTTA, 2016; TILLER, 2011).

3.2.2.2 Da etapa a montante em larga escala

Para produg¢des em larga escala, uma vez determinado o sistema de expressao
adequado e a linhagem de interesse, os clones escolhidos sdo armazenados e congelados em
pequenas quantidades, utilizando dimetilsulfoxido (5-10%) e temperaturas abaixo de -130°C,
formando um banco de células. Quando um dos frascos preservados ¢ selecionado para
producao, as células ali contidas (indculo) sao descongeladas e suspensas em meio de cultura
adequado, passando por um processo de crescimento celular até atingirem uma densidade
adequada para producdo. Este processo de expansdo ¢ feito de forma gradativa em frascos
agitados (estagio inicial) e biorreatores menores (estagio avangado), transferindo-se o indculo
para recipientes de volume cada vez maior até que possam ser transferidos ao biorreator de
producao, onde os anticorpos monoclonais serdo efetivamente produzidos (CONNER et al.,
2014; SHUKLA; THOMMES, 2010).

Estes biorreatores de producdo podem ser reutilizaveis (tanques agitados feitos de aco
inoxidavel) ou descartaveis (sacos plésticos esterilizados sobre uma plataforma oscilante),
sendo que os primeiros predominam nos cenarios de alta produgdo e os segundos, em
operagdes menores, embora haja um interesse crescente na utilizagdo de reatores descartaveis
em escalas maiores, visto que sdo mais baratos, reduzem a contaminacdo entre lotes e
permitem facilmente uma producdo flexivel, ou seja, que se adapte a diferentes produtos
desejados. Biorreatores descartdveis sao necessariamente operados em batelada, porém
tanques agitados podem ser operados de forma descontinua, continua ou semicontinua (a

chamada operacao fed-batch, em que o biorreator ¢ iniciado com um pequeno volume de
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cultura e nutrientes do meio sdo gradativamente adicionados, sem que haja retirada das
células ou do produto até o final da operacdo). O sistema fed-batch se tornou o mais
prevalente na industria, visto que apresenta operacao simples e facil scale-up, permitindo uma
produgdo e um crescimento celular maior que a operagdo em batelada, porém sem riscos de
contaminagdo e dilui¢do do produto, como pode ocorrer em operacdes continuas. Contudo,
sistemas continuos utilizando culturas de células de perfusdo (processo em que o meio de
cultura ¢ continuamente adicionado e removido, porém as células sao mantidas no biorreator)
chegaram a também ser reportados (CARVALHO et al., 2017b; CONNER et al., 2014;
GRONEMEYER; DITZ; STRUBE, 2014; SHUKLA; THOMMES, 2010).

3.2.2.3 Da etapa a jusante em larga escala

Diversas estratégias podem ser aplicadas para a recuperagdo e purificacdo dos
bioprodutos obtidos na etapa a montante do processo. Estas estratégias incluem operacdes
unitarias que realizam a separagao das espécies de forma mecanica (de acordo com o tamanho
e formato da molécula-alvo), fisico-quimica (de acordo com suas caracteristicas bioquimicas,
tal como carga elétrica e capacidade de interacdo com outras moléculas) ou até mesmo
aplicando os dois principios simultaneamente, tal como demonstrado pelo Quadro 3. O inicio
deste processo de separacdo ¢ normalmente chamado de “clarifica¢do”, em que a molécula-
alvo ¢ separada de outras espécies mais grosseiras, € depois passa por uma purificagao
propriamente dita, em que impurezas menores como DNA, agregados de alta massa molecular
e proteinas da célula hospedeira (HCP, Host Cell Protein) sao removidas. Além de separar as
moléculas de interesse das impurezas presentes no meio, a etapa a jusante também permite
que alteragdes no bioproduto em si sejam feitas bem como na sua apresentacdo final, tais
como: reenovelamento de proteinas; aumento de concentracao da solugdo comercial; aumento
de estabilidade do produto pela adicdo de moléculas sintéticas, sais, aminoacidos e

emulsificantes; e quebra da molécula-alvo em subunidades menores (CONNER et al., 2014).

Quadro 3. Diferentes operac¢odes unitarias e suas possiveis aplicacoes em um bioprocesso.

Operacao unitaria Propriedade explorada Aplicacgao
Precipitagdo Solubilidade Captura
Filtrag¢ao Tamanho Clarificagdo
Centrifugacao Tamanho, densidade Clarificacao
Microfiltragéo Tamanho Clarificagdo

Continua
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Cont. Quadro 3.

Extragdo por solvente Parti¢ao Captura
Extragdo aquosa bifasica Particdo Captura
Cromatografia de troca i6nica Carga elétrica Captura, Polimento
Cromatografia de afinidade Interacdao molecular Captura, Polimento
Cromatografia de interagdo hidrofobica Interagdo proteina-ligante Captura, Polimento
Cromatografia por exclusao molecular Tamanho, formato molecular Polimento
Cromatografia de fase reversa Tamanho, interacdo molecular Polimento
Cromatofocalizacao Carga elétrica, mobilidade Polimento
Eletroforese* Carga elétrica, mobilidade Polimento
Ultrafiltragdo Tamanho Captura, Polimento
Osmose reversa Tamanho, difusividade molecular Captura, Polimento
Cristalizagdo Solubilidade, interagdo molecular Polimento

*Nao indicada para purificagdes em larga escala.

Fonte: Adaptado de Hu (2017).

No caso de culturas que secretam a molécula de interesse diretamente no meio
reacional, tal como os hibridomas, o processo de clarificagdo pode ser realizado por meio de
uma filtragdo de profundidade, processo em que uma matriz 3D remove as células secretoras
da mistura de processo por meio da adsorcdo ou enclausuramento destas células em canais
tortuosos presentes na matriz (RUDGE; LADISCH, 2019). J4 para casos em que os residuos
celulares estdo em maior quantidade, como em fermentagdes microbianas de células
modificadas geneticamente (capazes de produzir fragmentos de mAbs), uma centrifugacao
pode preceder ou ser utilizada no lugar da filtragdo por profundidade, a fim de remover todos
os residuos celulares (CONNER et al.,, 2014). Shukla e Thommes (2010), no entanto,
apontam que também para a fabricacdo de anticorpos monoclonais por culturas de células
mamiferas a centrifugagdo pode ser utilizada como uma pré-clarificagdo antes de avancar-se
para a filtracdo, que pode ser feita por profundidade ou membranas. Além de preparar a
mistura contendo a molécula-alvo para os processos posteriores, a clarificagdo também
contribui para a preservacao dos equipamentos a serem utilizados, visto que evita o seu
entupimento e sua deterioracdo, além de também preservar a integridade do produto em si,

que fica suscetivel a ataques enzimaticos quando suas células secretoras, no final da vida

celular, sofrem lise (BURGESS, 2009; HU, 2017).
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Ap0s a clarificagdo, o processo de purificagdo ¢ geralmente conduzido de forma a ser
dividido em duas etapas: a “captura” e o “polimento”, que tém ambas a fungdo de remover
impurezas que ndo puderam ser retidas pela clarificacdo, mas diferem na ideia de que a
captura promove primeiro um enriquecimento do produto e uma redugdo no seu volume de
processo para que os equipamentos de polimento possam ndo somente ter dimensdes e tempos
de processamento menores, mas também servir como forma de purificagio mais meticulosa. E
importante salientar que este tipo de nomenclatura pode mudar de acordo com a fonte
consultada: por exemplo, Hu (2017) define que, ap6s a clarificagdo, um bioprocesso tipico ¢
dividido em “captura”, “purificacdo” e “polimento”, sendo esta ultima etapa destinada
somente a adequacdo do produto a sua forma comercial. Para este trabalho, no entanto, sera
utilizada a nomenclatura de Conner et al. (2014), que unem as etapas de purificacdo mais
avanc¢ada e adequacao do produto a sua forma final sob o mesmo titulo de “polimento”.

O processo de captura ¢ normalmente realizado por meio de cromatografia de
adsorcdo em batelada, operacdo em que a mistura de processo ¢ passada por uma coluna que
reterd a molécula de interesse, ou determinadas impurezas, de acordo com as propriedades
fisicas e/ou quimica destas. Embora a cromatografia de afinidade seja a modalidade mais
comumente observada para captura de anticorpos monoclonais, ¢ possivel o uso de
cromatografia de troca i0nica para este propdsito, como observado por Farid (2006), que se
utiliza da afinidade eletrostitica entre os solutos e a fase estacionaria para realizar a
separacao. No caso da cromatografia de afinidade, sdo utilizados os chamados ligantes de
afinidade: moléculas que, por possuirem afinidade pela molécula-alvo, a reconhecem e
garantem que esta fique retida sobre a fase estaciondria até que seja eluida da coluna. O tipo
de ligante de afinidade mais comumente observado na captura de anticorpos ¢ a Proteina A,
um tipo de proteina bacteriana (proveniente de Staphylococcus aureus) que apresenta alta
afinidade pelas regides Fc de anticorpos monoclonais, chegando a fornecer valores de pureza
acima de 98% em uma unica etapa cromatografica (CONNER et al., 2014; SHUKLA;
THOMMES, 2010). Contudo, ligantes como a Proteina A possuem alto custo, baixa
estabilidade perante agentes desinfetantes e podem realizar ligagdes nao-especificas com
algumas impurezas. Além disso, esta técnica apresenta problemas com relacdo ao
desprendimento de ligante da coluna, o que reduz a sua capacidade de adsorcdo e leva a
necessidade de remover estes ligantes ao longo do processo (FARID, 2006; GRONEMEYER;
DITZ; STRUBE, 2014; LOHMANN; STRUBE, 2020).

Parte do polimento de biomoléculas também ¢ realizado via técnicas cromatograficas

adicionais, também em batelada, normalmente utilizadas em sequéncia € numa combinagao de
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modalidades diferentes (troca i0nica e interagdo hidrofobica) apds a captura — alguns
exemplos das combinagdes utilizadas por industrias farmacéuticas na etapa de polimento
podem ser observados na Figura 5. No caso da cromatografia por exclusdo de tamanho, no
entanto, que separa moléculas de acordo com seu tamanho através de um gel poroso (fase
estacionaria), esta ndo ¢ comumente utilizada em purificagdes em larga escala, sendo
preferivelmente adotada como técnica analitica (STEIN et al., 2016). Entre a etapa de captura
e primeira operacao de polimento, ¢ comum realizar-se um processo de inativacao viral, a fim
de remover qualquer espécie viral proveniente de contaminagdes ou do proprio sistema de
expressdo, sendo o tratamento com acido ou detergente/solvente uma técnica comum para
essa tarefa na fabricacdo de mAbs. Apds as etapas cromatograficas, no entanto, mais uma
etapa de reducdo viral ¢ aplicada: a filtracao viral, que utiliza filtros especificos com poros
que permitem a passagem das moléculas-alvo, porém ret€ém as espécies virais inativadas.
Além disso, as proprias operagdes cromatograficas podem agir como ferramentas de remocao
viral ao longo do polimento, especialmente no caso de colunas que utilizem resinas
eletricamente carregadas (CONNER et al., 2014; FARID, 2006; SHUKLA; THOMMES,
2010).

Figura 5. Diferentes plataformas cromatograficas para a etapa de polimento de mAbs,
de acordo com exemplo de benchmark e trés diferentes indidstrias farmacéuticas.

Benchmark Genentech Biogen KBI Biopharma
(2020) (2017) (2017) (2017)

Ei:z:i\dfaeggzp:it:- ':l'l | Proteina A | | Proteina A | | Proteina A I | Proteina A I

crc || cram | | cra(m) | [ ctacm) |

[ ctaen [ [ cc ] | an | [ cc |

Etapa de Polimento |

Legenda: UF/DF, ultrafiltragdo/diafiltracdo; CTI, cromatografia de troca idnica; CTC, cromatografia de troca
catidnica; CTA, cromatografia de troca anidnica; FT, modo flow-through; CIH, cromatografia de interacdo
hidrofébica.
Fonte: Esquema de Shukla e Thommes (2010) adaptado para as informagdes de Lohmann e Strube (2020) e
Shukla et al. (2017).

A etapa final do polimento de mAbs consiste normalmente em um processo de
ultrafiltragdo/diafiltracdo (UF/DF), que substitui o tampao utilizado na fabricacdo pela

formulagdo adequada a solucdo comercial, além de reduzir o volume de solu¢do a ser
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estocado. Em seguida, a solugdo ¢ filtrada e armazenada em recipientes, tudo de forma
esterilizada, antes de ser estocada em areas controladas (CONNER et al., 2014; SHUKLA;
THOMMES, 2010).

3.2.3 Avancos e tendéncias na purificacdo de anticorpos

Avangos na etapa a montante permitiram que a induastria alcangasse novos niveis de
produtividade para anticorpos monoclonais. Esses niveis dizem respeito ndo tanto a
capacidade de produgdo em si, mas sim ao aumento da eficiéncia de processo, da densidade
celular obtida e, principalmente, da concentragdo de mAbs que passou a ser obtida nos
biorreatores: titulos de 3-5 g L' passaram a ser alcancados rotineiramente em produ¢des em
larga escala, embora haja relatos de empresas alcangando 10-13 g L™! em processos fed-batch
e 25 g L'! em processos de perfusio (GRONEMEYER; DITZ; STRUBE, 2014). Tais
conquistas s3o devidas especialmente a avancgos na selecdo de clones e linhagens celulares, na
expressdao de vetores destas linhagens e na otimizacdo dos meios de cultura utilizados. No
entanto, estas mesmas melhorias trouxeram um desafio a etapa a jusante, que deve se adaptar
a estas mudangas e se tornar capaz de recuperar e purificar as novas correntes agora advindas
da etapa a montante (KELLEY; KISS; LAIRD, 2018; SHUKLA et al., 2017).

O novo gargalo do processo se tornou visivel na questdo de que a plataforma a jusante
foi tradicionalmente projetada para correntes com menores concentragdes de anticorpos.
Desta forma, os equipamentos atingem sua capacidade e seus limites fisicos antes do
esperado, levando a um aumento no tempo de processo, maior consumo de material (resina
cromatografica, tampdo, entre outros) e, consequentemente, maiores custos
(GRONEMEYER; DITZ; STRUBE, 2014). Este problema ¢ acentuado pela natureza dos
proprios equipamentos utilizados: conforme reportado na secdo 3.2.2.3, a recuperagdo e
purificacdo de mAbs ainda se dd majoritariamente pelo uso de técnicas cromatograficas
sequenciais e em batelada, que, por sua vez, sdo conhecidas por serem processos lentos e de
baixo rendimento, requerendo altas quantidades de fase movel para sua realizacio (MERCK,
2022; RUDGE; LADISCH, 2019; SHUKLA; THOMMES, 2010). Além disso, a nova
natureza dos sobrenadantes recebidos também se torna um problema: as alteragdes na forma
de cultivo das células secretoras de mAbs trouxeram novos tipos € novas concentragdes de
impurezas, as quais muitas vezes a etapa a jusante ndo estd preparada para receber
(GRONEMEYER; DITZ; STRUBE, 2014). Segundo um estudo conduzido por Jin et al.

(2010), os autores apontam que os niveis de HCP em uma cultura de células podem aumentar
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até 7 vezes apenas por alteragdes de temperatura, aeracdo € composi¢do no meio de cultura,
por exemplo.

Desta forma, diversas estratégias e tendéncias surgiram na inten¢ao de superar estes
problemas e adaptar a plataforma a jusante a nova realidade de producdo de mAbs. Dentre
estas, estdo presentes estudos na obtencdo de fases estaciondrias mais eficientes (suportes
fibrosos, leito expandido, colunas monoliticas, adsor¢do em membranas), na adequagdo das
operagdes cromatograficas a forma de operagcdo continua (cromatografia contracorrente
periddica e cromatografia contracorrente tangencial continua) e, também, na adogdo de
técnicas nao-cromatograficas como formas alternativas de purificagdo de mAbs. Esta ltima
visa ndo somente a possivel substitui¢do das técnicas cromatograficas, mas principalmente a
redug¢do da dependéncia que a industria atualmente apresenta com relagdo a estas técnicas
(RATHORE; KUMAR; KATEJA, 2018; SHUKLA et al., 2017; SINGH; HERZER, 2017).
Além disso, conforme apontado por Shukla et al. (2017), as colunas cromatograficas
atualmente empregadas na purificagdo de anticorpos apresentam dimensdes relativamente
pequenas quando comparadas a outros equipamentos (diametros de no maximo 2 m, segundo
os autores), de forma que, mesmo que a operacao continua fosse alcancada, a produtividade
ainda estaria inerentemente limitada pelas dimensdes comumente apresentadas pelas colunas
de cromatografia.

A separagdo por extracdo aquosa bifasica foi contemplada como possivel substituicao
as técnicas cromatograficas para a captura de bioproduto, visto que ¢ uma tecnologia de baixo
custo, alta capacidade e facilmente aplicada em processos continuos, no entanto, a técnica
apresenta a desvantagem de possuir mecanismos de parti¢ao de dificil compreensdo e pouco
genéricos para proteinas como os mAbs, com alta sensibilidade a flutuagdes nas correntes
recebidas. Outra alternativa sob estudo ¢ a cristalizagcdo, ja utilizada como forma de
purificacao e polimento de aminoacidos e enzimas (massa molecular aproximada de 137 Da e
12 kDa, respectivamente), apresentando também as vantagens de ser uma técnica custo-
efetiva e que favorece uma maior estabilidade no produto final. Contudo, ela se torna limitada
quando considerado que os anticorpos apresentam tamanho (massa molecular aproximada de
150 kDa) e heterogeneidade diferentes. Outras tecnologias em estudo, tanto para captura
como para polimento de biomoléculas, incluem floculagdo, separacdo magnética,
ultrafiltracdo de alta resolucdo, além da precipitagdo seletiva (GRONEMEYER; DITZ;
STRUBE, 2014; SHUKLA et al., 2017; SHUKLA; THOMMES, 2010). A precipitacio, em
particular, se mostrou como uma possibilidade para a concentracdo de produto (captura) e

também para a remog¢ao de impurezas como as HCP, moléculas de DNA e residuos de meio
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de cultura, apresentando capacidade de recuperar o produto de uma batelada inteira em uma
unica etapa. Além disso, ¢ possivel combinar agentes precipitantes com diferentes
mecanismos para aperfeigoar a seletividade de uma separagdo, o que por sua vez apresenta
potencial de reduzir a dependéncia atual de multiplas etapas cromatograficas

(GRONEMEYER; DITZ; STRUBE, 2014; SHUKLA et al., 2017).

3.3  Precipitacio
3.3.1 A técnica de precipitacao

A precipitacdo consiste em uma técnica de recuperacdo e purificacdo de moléculas
organicas e inorganicas, que se baseia no principio de reducdo da solubilidade de um soluto
em um solvente. Esta reducdo ocorre por meio de perturbagdes aplicadas ao sistema que
culminam na sua supersaturacdo e consequente formacao de um precipitado, ou seja, da
molécula de interesse como soluto sdlido. Tais perturbacdes podem ser causadas por
mudancas no pH, na temperatura, forga idnica ou por adigdo de solventes, sais e polimeros
organicos ao sistema, gerando diferentes comportamentos para a solubilidade do soluto, como

demonstrado pela Figura 6 (HU, 2017; LUCARINI; PESSOA JR.; KILIKIAN, 2008).

Figura 6. Curvas de solubilidade de um soluto e de acordo com diferentes perturbacdes.
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Fonte: Adaptado de Hu (2017).

No ambito da biotecnologia, a precipitacdo ¢ uma das técnicas de purificagdo de mais
tradicionais, aparecendo como uma das primeiras etapas envolvidas em um processo de
purificacdao, quando utilizada, e precedendo técnicas de alta resolu¢do como a cromatografia.
No caso de precipitacdo de proteinas, em geral os precipitados podem ser recuperados de seu
sobrenadante por centrifugag¢do ou filtracdo, podendo ser ressolubilizados (i.e., retornados a
forma aquosa) se necessario — estudos apontam que o proprio processo de ressolubilizagao,

quando otimizado e realizado adequadamente, pode ajudar a aumentar a pureza do produto
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final (BURGSTALLER; JUNGBAUER; SATZER, 2019; GROSSHANS; SUHM;
HUBBUCH, 2019; LOHMANN; STRUBE, 2020). Processos ja estabelecidos que utilizam a
precipitagdo como forma de purificagdo incluem o fracionamento do plasma humano
(obten¢ao de proteinas do sangue como a albumina e eritropoietina) e a obtengao de insulina e
enzimas industriais (DOS SANTOS; CARVALHO; ROQUE, 2017; HU, 2017; KILIKIAN;
PESSOA JR., 2001; LOHMANN; STRUBE, 2020; MARTINEZ et al., 2019). No entanto,
tendo em vista a sua capacidade de enriquecimento de produto e de redugcdo do volume de
processo, a técnica de precipitagdo despertou o interesse tanto de companhias como de
pesquisadores como uma forma de recuperacdo de bioprodutos em alternativa ao uso de
cromatografia com proteina A. De 2010 a 2017, 246 patentes utilizando precipitacdo para
purificacdo de produtos terapéuticos foram submetidas no mundo todo, das quais, mais
recentemente, a maioria se concentra em anticorpos e proteinas de fusdao (Figura 7)

(MARTINEZ et al., 2019).

Figura 7. Patentes concedidas e publicadas, de 2010 a 2017, utilizando precipitacao
como purificacio de biomoléculas.
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Fonte: Adaptado de Martinez et al. (2019).

Dentre as vantagens apresentadas pela precipitagdo, citam-se o fato de esta ser uma
técnica de baixo custo, quando comparada a metodologias de alta resolu¢do como a
cromatografia, e que pode ser facilmente adaptada tanto a operacao batelada como continua,
além de ser considerado um processo rapido e capaz de lidar com grandes volumes de
processo e altas concentragcdes de produto (LOHMANN; STRUBE, 2020). No caso da

operagdo batelada, frequentemente utilizada para o fracionamento do plasma sanguineo, a
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precipitacdo € realizada em tanques agitados, nos quais o precipitante ¢ lentamente adicionado
sob constante agitacdo. Ja para a operagdao continua, reatores tubulares ou reatores espirais de
fluxo invertido podem ser utilizados, fluindo-se precipitante € mistura a um misturador e, em
seguida, ao longo dos tubos (MARTINEZ et al., 2019). Kateja et al. (2018), por exemplo,
utilizaram uma plataforma continua composta por precipitacdo via reator espiral de fluxo
invertido e polimento por métodos cromatograficos para purificagio de mAbs de
sobrenadante de cultura celular clarificado, alcangando rendimento de 70-80% e concentragao
de HCP abaixo de 100 ppm. Burgstaller, Jungbauer ¢ Satzer (2019), no entanto, apresentaram
resultados promissores para uma plataforma continua completamente nao-cromatografica,
utilizando precipitagdo em reator tubular acoplada a filtragdo de fluxo tangencial em duas
etapas para a purificagdo de mAbs provenientes de sobrenadante de cultura celular
(rendimento de 95% e pureza de 97%).

Uma analise econdmica realizada por Hammerschmidt et al. (2014) demonstrou que o
uso de precipitagdo como alternativa as técnicas cromatograficas na etapa a jusante pode levar
a uma reducao de custos relevante. Os autores avaliaram os custos de bens para a obtencao de
mAbs em uma plataforma genérica (fed-batch/cromatografia batelada), uma plataforma
hibrida  (fed-batch/precipitagdio  continua) e  outra  completamente  continua
(perfusdo/precipitacdo continua). O estudo reportou que, para uma producdo em escala
comercial de 500 kg de mAbs ao ano, a plataforma hibrida se mostrou como a op¢ao mais
barata, tendo especialmente os custos de capital menores que os da plataforma genérica. Os
autores também observaram que, para uma variagdo do titulo alcangado na etapa a montante,
a contribuicao do processo a jusante nos custos de bens da plataforma genérica passou de 48%
(titulo de 2 g L") para 73% (10 g L), ao passo que as plataformas hibrida e continua
sofreram pouca alteracdo com o aumento do titulo. Este comportamento, segundo os autores,
pode ser explicado pelo fato de que a cromatografia e a precipitacdo apresentam
comportamentos diferentes durante o scale-up: a quantidade necessdria de resina
cromatografica depende da estequiometria entre ligantes disponiveis e moléculas de mAbs a
serem purificadas, enquanto a quantidade de precipitante depende somente do volume de
processo. No entanto, as plataformas utilizando precipitagdo se mostraram mais sensiveis a
custos de equipe € mao-de-obra.

A precipitacdo também pode ser realizada utilizando-se diversos agentes precipitantes
que, por sua vez, agem por diferentes mecanismos (Quadro 4). Solventes organicos misciveis
em agua, em especial dlcoois e a acetona, promovem a precipitacao de proteinas por redugao

da constante dielétrica do meio, tal como no fracionamento do soro humano pelo classico
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método de Cohn et al. (1946), embora possam levar a desnaturacdo das proteinas quando em
baixas temperaturas. Uma outra alternativa frequentemente utilizada ¢ a precipitagdo com
polietilenoimina, no caso de macromoléculas como acidos nucleicos e proteinas acidas, ou a
precipitagdo térmica, para enzimas expressas por sistemas bacterianos. Outros exemplos
incluem acidificacdo, acido caprilico e precipitacao isoelétrica (BURGESS, 2009; KILIKIAN;
PESSOA JR., 2001; SINGH et al., 2016).

Por fim, a precipitagdo de proteinas utilizando-se altas concentragdes salinas (técnica
de salting-out) ¢ uma opgao frequentemente utilizada tanto em experimentos laboratoriais
quanto em escala industrial, em especial com sais de citrato de sodio, sulfato de sodio e
sulfato de amoénio (KILIKIAN; PESSOA JR., 2001; LADISCH, 2001). Entretanto, quando
estes sais sao utilizados, sdo necessarias etapas adicionais para a sua remog¢ao, tais como as
operagoes de dialise ou gel-filtracdo, o que se torna uma desvantagem para o método devido
aos custos adicionais e ao tempo despendido por estas operacdes. Neste sentido, outros
agentes precipitantes que ndo permanecem no precipitado apos seu uso podem ser utilizados,

tal como o polietilenoglicol (PEG).

Quadro 4. Mecanismos de acio e aplicac0es reportadas para diferentes agentes

precipitantes.
Mecanismo de Impurezas
Precipitante Aplicacoes Referéncia
precipitaciao separadas
Kilikian e Pessoa
Jr. (2001), Cohn
et al. (1946),
Fracionamento do
Singh et al.
Solventes Biopolimeros,  plasma; purificagdo
Reducdo da (2016), Invally,
organicos: etanol, HCPs, DNA, de mAbs, lacase .
constante Sancheti e Ju
metanol, proteases, extracelular e
dielétrica do (2019),
isopropanol, . impurezas de ramnolipideos de _ )
meio ) Tscheliessnig et
acetona pigmentacgdo caldos de cultura
al. (2014), Bryjak
celular/fermentacao
e Reku¢ (2010),
Hammerschmidt

etal. (2015)

Continua
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DNA, acidos

Obtencdo de acidos

nucleicos,

proteinas acidas e

Burgess (2009),

Wibowo et al.

Atragdo recombinantes; (2017), Cordes,
Polietilenoimina nucleicos,
eletrostatica purificacdo de Sims e Glatz
deplegdo de BSA ) )
caldo fermentativo  (1990), Sieberz et
de Saccharomyces al. (2017)
cerevisiae
HCPs, _ Singh et al.
Purificacdo de

agregados, (2016), Herzer et

Acido caprilico

Coagulagdo e

neutralizagdo de

inativagao de

virus ndo-

proteinas de fusdo
e mAbs de cultura

celular; obten¢do

al. (2015), Trapp
et al. (2018),

carga envelopados e Parkkinen et al.
de IgG humana do )
envelopados, (20006), Kateja et
plasma
DNA al. (2016)
Kilikian e Pessoa
Jr. (2001),
Sais Wibowo et al.
convencionais . (2017), Bresolin,
Purificagdo de )
(sulfato, Bresolin e Pessoa
o Redugdo da proteinas
poliacrilato e ) o ) Jr. (2015),
' ) disponibilidade recombinantes,
citrato de sodio; HCPs, DNA, Handlogten et al.
de moléculas de mADbs de cultura .
sulfato de deplecdao de BSA (2013), Martins

amonio) ¢ sais
volateis
(carbamato de

amonio)

agua (salting-

out)

celular e ascite,
ficobiliproteina de

microalgas

etal. (2021),
Balasundaram,
Sachdeva e
Bracewell
(2011), Carvalho
etal. (2017a)

Continua
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Invally, Sancheti

e Ju (2019),
Impurezas Purificagao de Tscheliessnig et
Formagao de sais hidrofilicas e ramnolipideos em al. (2014),
Cloreto de calcio msoluveis de hidrofobicas, caldos de Hammerschmidt
calcio HCPs, DNA, fermentacdo, mAbs etal. (2015),
agregados de cultura celular Sommer et al.
(2014), Kateja et
al. (2016)
Bhat et al.
Ligantes de Reconhecimento (2021), Sheth et
afinidade seletivo com . al. (2014),
(polipeptideos do posterior Furificaglo de Swartz et al.
tipo elastina, perturbacao do HCPs, DNA mAbs de cult.ura (2018),
haptenos ambiente (pH ou celulare ascite Handlogten et al.
trivalentes) temperatura) (2013), Hilbrig e
Freitag (2003)
Singh et al.
(2016), Sommer
etal. 2014),
HCPs, impurezas Hammerschmidt
de alta massa etal. (2016),
Interagdes molecular, Purificagdo de Burgstaller,
PEG hidrofobicas por ligantes de mAbs em cultura Jungbauer ¢

exclusdo estérica

proteina A
desprendidos,

DNA

celular

Satzer (2019),
Knevelman
(2010),
Kuczewski et al.
(2011), Giese et
al. (2013)

Continua
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Interacao de

) ) afinidade entre
Cations metalicos

Purificacdo de
mADbs, uroquinase

) suina, interleucina-
HCPs, impurezas

Burgstaller,
Jungbauer e
Satzer (2019), Li
et al (2019),

) ions e grupos 1 B e analogo Dutra et al.
bivalentes (Zn*", de alta massa )
presentes na FK2P de ativador (2020), Jaquez,
Cu?*, Ca?) . molecular, DNA _ ]
superficie de plasminogénio Gronke e
proteica tecidual em cultura Przybycien
celular (2010), Zaworski
e Gill (1988)

3.3.2  Agentes de precipitagio: PEG e Zn**

O PEG (C2nH4n20n+1) € um polimero polar, neutro, ndo-desnaturante e solivel em
agua, que possui um mecanismo de precipitacdo de proteinas que pode ser compreendido
qualitativamente em termos de uma exclusdo de moléculas presentes na camada de
hidratacdo. Dado que as moléculas de PEG passam a competir pelas moléculas de agua
presentes na solucdo, a superficie das proteinas, com sua camada de hidratacdo desfalcada, se
torna desestabilizada, o que favorece a formacao de clusters de proteinas e, por sua vez, a
precipitacdo destes agregados (INGHAM, 1990; SINGH et al., 2016). Segundo o estudo
realizado por Atha e Ingham (1981), este comportamento pode ser descrito na forma da
Equagdo (1), a qual demonstra que a solubilidade das proteinas decresce exponencialmente
com o aumento da concentragdo de PEG na solucao. No entanto, Ingham (1990) aponta que o
incremento de PEG necessario para promover a reducao de solubilidade de uma dada proteina
¢ unico para cada par proteina-polimero, de forma que se torna necessario conhecer e avaliar

também as condi¢des 6timas de precipitagdo da proteina em estudo.
logs = log$, — SC (1)

Na Equagao (1), S representa a solubilidade da proteina na presenga de PEG a uma
concentragdo C (%, massa por volume), com Sy sendo a solubilidade intrinseca aparente da
proteina quando a concentracdo de PEG vai a zero. O parametro S, por sua vez, ¢ ajustavel de
acordo com os dados obtidos, sendo relativamente estavel perante variagdes de pH e forga
i0nica, mas notoriamente dependente da massa molecular do PEG em casos de até¢ 6000 g

mol! — embora um estudo apresentando a influéncia do tamanho das impurezas presentes
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sobre a desestabilizagdo das proteinas em uma precipitacdo com PEG tenha sido reportado
recentemente (GROSSHANS; SUHM; HUBBUCH, 2019). Além disso, visto que a
precipitagdo com PEG se d4 por um mecanismo de exclusdo estérica, proteinas de maior
tamanho precipitam mais facilmente que proteinas menores, dado que possuem uma area de
superficie maior e mais exposta ao processo de desestabilizacio (INGHAM, 1990; SINGH et
al., 2016).

Desta forma, tendo em vista sua baixa tendéncia de desnaturar proteinas, mesmo a
altas concentragdes, e o fato de ser mais dependente do tamanho do polimero e da proteina do
que das condi¢des da solugdo, a precipitagdo com PEG chamou a atengdo como forma de
recuperagdo de moléculas proteicas em misturas complexas, embora o uso desta técnica como
forma de precipitagdo direta de impurezas também tenha sido reportado (GIESE et al., 2013;
KNOLL; HERMANS, 1981). Além disso, a precipitagdo com PEG também exibe uma rapida
cinética de precipitacdo, suportando a operacdo em modo continuo por ser mais economica ¢
permitindo o uso de equipamentos de uso Unico em menor escala, sendo que a remocao do
polimero pode ser realizada por centrifugacdo, microfiltracio ou ultrafiltracao
(BURGSTALLER; JUNGBAUER; SATZER, 2019; DUTRA et al, 2020;
HAMMERSCHMIDT; HOBIGER; JUNGBAUER, 2016; INGHAM, 1990; JUNGBAUER,
2013; LAIN et al., 2010; RATHORE et al., 2015).

A prética de recuperagao de proteinas com PEG foi introduzida pelo estudo de Polson
et al. (1964), que realizaram o fracionamento de uma mistura proteica aquosa, € logo emergiu
na academia como forma alternativa de obtencdo de proteinas do plasma sanguineo
(SCHNEIDER et al., 1975; VIIKARI, 1976; VILA et al., 1985). No entanto, nos tltimos 10
anos, a técnica de precipitagdo com PEG tem recebido interesse no que diz respeito a
purificacdo de anticorpos monoclonais ou recombinantes, moléculas conhecidas por
possuirem alta massa molecular e demanda no mercado (BURGSTALLER; JUNGBAUER;
SATZER, 2019; HAMMERSCHMIDT et al, 2014, HAMMERSCHMIDT,; HOBIGER;
JUNGBAUER, 2016; SOMMER et al., 2014).

O uso de precipitagdo com PEG, combinado com outros agentes precipitantes, para a
obtengdo de mAbs em sobrenadantes de cultura celular vem apresentando resultados
promissores. Por exemplo, Sommer ef al. (2014) utilizaram uma combinacao de precipitacao
com PEG e CaCly, a fim de precipitar impurezas presentes no meio e também os proprios
anticorpos de interesse em etapas diferentes, alcancando rendimentos de 80-95% e pureza,
segundo os autores, comparavel ao método de cromatografia com proteina A. Mais

recentemente, Sommer ef al. (2015) também reportaram que o uso combinado de PEG com
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acido caprilico levava a rendimentos de cerca de 80% e uma reducdo de 70-100 vezes na
concentragdo de HCPs em sobrenadantes de cultura celular. Hammerschmidt, Hobiger e
Jungbauer (2016), por outro lado, testaram uma plataforma continua de purificacdo de
anticorpos recombinantes utilizando a técnica de precipitacio sequencial com PEG a
diferentes valores de pH, de forma a provocar a precipitagdo de impurezas (a baixos valores
de pH e baixas concentragdes de PEG) e, em seguida, do produto (com aumento do pH e
maiores concentragdes de PEG). Os autores reportaram rendimentos de 86-94% e uma
reducdo de cerca de 90% para HCPs, observando 0,9-3,8% de impurezas de alta massa
molecular no precipitado.

Conforme reportado nesta mesma secdo e na se¢do 3.3.1, os precipitados resultantes
da precipitacdo com PEG podem ser recuperados tanto por centrifugacdo como por filtragao.
No entanto, especialmente no caso de precipitagdes continuas, a centrifugagdo pode levar a
compactagdo do precipitado e a forte agitagdo necessaria para sua ressolubilizacdo (lenta e
com variagdo no seu tempo de processamento) reduz o rendimento do processo, visto que
causa a desnaturagdo de proteinas e a formagao de agregados proteicos (BURGSTALLER;
JUNGBAUER; SATZER, 2019; HAMMERSCHMIDT; HOBIGER; JUNGBAUER, 2016).
Além disso, Kuczewski et al. (2011) observaram que, mesmo quando precipitados de
precipitacdes em batelada eram removidos por centrifugacdo, HCPs presentes nos volumes
intersticiais eram carregadas junto com o produto e, consequentemente, ressolubilizadas junto
com este, ao passo que a lavagem durante o processo de microfiltragio removeu estas
impurezas restantes. Os autores também nao observaram a formagao de agregados devido a
tensdo imposta pela microfiltragdo. Desta forma, ha uma tendéncia em se migrar do uso de
centrifugagdo, quando possivel, para o uso de filtragdes com membranas para a recuperacio
de precipitados em geral.

No entanto, ¢ conhecido que a adigdo de PEG a misturas liquidas aumenta a sua
viscosidade, o que se torna um problema para processos sensiveis a variagdes de pressdo e de
fluxo, tal como no caso de filtragdo por membranas. Esta viscosidade se torna mais visivel
conforme maior a massa molecular do polimero, chegando a alcangar valores de 65 mPa s
(PEG 1000 g mol™), 232,3 mPa s (PEG 3350 g mol™!) e 968,1 mPa s (PEG 8000 g mol ') para
solucdes de mesma concentracao (50% em massa) e temperatura (277 K) (GONZALEZ-
TELLO; CAMACHO; BLAZQUEZ, 1994). Ingham (1990) chegou a reportar em seu trabalho
que o uso de PEG com massa molecular entre 4000 e 6000 g mol™! se torna preferivel para a
precipitagdo de proteinas, visto que o uso de massas moleculares superiores leva a um

aumento de viscosidade do sistema sem reducdo apreciavel da solubilidade das proteinas —
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contudo, solugdes com concentragio superior a 12% de PEG 6000 g mol! ndo possuem mais
valores de viscosidade considerados aceitdveis em processos a jusante na industria
farmacéutica, de forma que se torna desejavel permanecer abaixo deste limite em termos de
concentragdo de PEG utilizada (BURGSTALLER; JUNGBAUER; SATZER, 2019). Desta
forma, devido a sua capacidade de precipitar proteinas, trabalhos recentes investigaram e
demonstraram que a inclusdo de ions Zn?" reduz a quantidade necessiria de PEG a ser
adicionada para completa precipitagdo do produto, sem alteracao relevante do rendimento ou
da viscosidade do sistema (BURGSTALLER; JUNGBAUER; SATZER, 2019; DUTRA et
al., 2020).

Na década de 1950, diversos trabalhos reportaram o uso de ions Zn>" como possivel
agente precipitante para proteinas do plasma (COHN et al., 1950; GURD; MURRAY, 1954;
ISLIKER; ANTONIADES, 1955). O mecanismo postulado sugere que ions metalicos como o
Zn*" possuem a capacidade de precipitar proteinas por meio de uma interagdo entre ion
metalico e grupos presentes na superficie proteica, predominantemente histidinas e, em menor
grau, cisteinas e triptofanos, formando agregados que levam a precipitagcdo da proteina. Além
disso, a presenca de um numero elevado de sitios de liga¢ao para ions metalicos na superficie
de imunoglobulinas acelera a taxa de precipitagdo no caso destas moléculas (DUTRA et al.,
2020; IYER; PRZYBYCIEN, 1995). Este tipo de precipitagdo por afinidade metalica com
zinco chegou a ser testado para proteinas provenientes tanto do plasma sanguineo quanto de
sobrenadantes de cultura celular (DUTRA ef al., 2020; NIFONG; GERHARD, 2002;
ZAWORSKI; GILL, 1988).

Tendo em vista a baixa viscosidade das solug¢des de sais de zinco (proximas de 1 mPa
s, valor associado a viscosidade da agua), a estratégia de utilizar a precipitagdo por PEG em
conjunto com ions Zn**, a fim de reduzir a quantidade necessaria de PEG a ser adicionada
sem prejudicar o rendimento do sistema, passou a ser investigada por diversos pesquisadores.
Burgstaller, Jungbauer e Satzer (2019), por exemplo, propuseram uma plataforma continua
para purificacio de mAbs de cultura celular, utilizando precipitacdo continua com PEG e
ZnCl> combinados como forma de captura, seguida de filtragdo de fluxo tangencial, conforme
comentado na se¢do 3.3.1. Os autores observaram que uma combinagdo de PEG 6000 g mol!,
a 7% em massa, com solugdo 2 mmol L de ZnCl, precipitava mais de 99% dos anticorpos
presentes na amostra de sobrenadante. Li ef al. (2019) também propuseram uma plataforma
continua completamente ndo-cromatografica para a purificagdo de mAbs provenientes de
cultura celular, utilizando precipitacdo continua (PEG e ZnCl») seguida de filtragdo de fluxo

tangencial, no entanto acoplando um estagio de centrifugagdo em contracorrente também para
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reduzir o consumo de tampao e aumentar a remocao de HCPs, Estes autores, por sua vez,
observaram que o uso de PEG 3350 g mol! 7% e 10 mmol L' de ZnCl, levou a um
rendimento acima de 97% para a etapa de precipitagdo, com precipitados que permaneceram
estaveis por pelo menos 24 h.

Dutra et al. (2020), por sua vez, estudaram a precipitagdo de anticorpos recombinantes
utilizando somente ZnCly, sem adi¢do de PEG, seguida de diafiltracdo e verificaram
rendimentos de 80-100% apods a etapa de precipitagdo. Além disso, os autores também
realizaram testes de viscosidade dindmica e compararam os valores obtidos para diferentes
métodos de precipitagdo reportados: no caso, de Sommer et al. (2014) (que utilizaram solugao
14% PEG 6000 g mol™') e de Burgstaller, Jungbauer e Satzer (2019) (solu¢io de 7% PEG
6000 g mol! com 2 mmol L' de ZnCl,, conforme descrito anteriormente). Os resultados
foram de aproximadamente 6,5 mPa s, para Sommer ef al. (2014), e 3 mPa s para Burgstaller,
Jungbauer e Satzer (2019), ao passo que seus proprios métodos resultaram em uma
viscosidade dindmica de aproximadamente 1 mPa s, o que corresponde ao valor de
viscosidade verificado para o sobrenadante de cultura celular utilizado. Torna-se evidente,
portanto, que a adi¢do de Zn?' contribui para o decréscimo da viscosidade do sistema,

reduzindo assim os custos do processo.
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4 MATERIAIS E METODOS

A presente se¢do apresenta as matérias-primas e os métodos utilizados para a execugao
deste trabalho, incluindo as técnicas analiticas adotadas. Ao longo desta se¢do e do restante do
trabalho (se¢des 5 e 6), todas as concentragdes dadas em porcentagem sdao dadas em termos de

massa por volume (m/v), a menos que o contrario seja especificado.

4.1 Materiais

Como material de partida, foi utilizado sobrenadante de cultura celular contendo 1gG;
de camundongo monoclonal do tipo anti-IgG humana, isto ¢, anticorpos anti-IgG monoclonais
que reconhecem IgG humana total, independente do antigeno para o qual esta foi produzida.
Este sobrenadante foi produzido e gentilmente fornecido pela empresa Rheabiotech Anticorpo
LTDA (Campinas, Brasil), com concentra¢cdo média de 5 pg mL™' de mAbs anti-IgG humana.
Estes mAbs foram produzidos a partir do cultivo de hibridomas secretores em meio
quimicamente definido (RPMI 1640), com suplementagdo de soro fetal bovino e aminoécidos
(Sigma Aldrich, EUA). Como agentes precipitantes, foram utilizados ZnCl, (Merck,
Alemanha) e politetilenoglicol (PEG) de diferentes massas moleculares (4000 e 6000 g mol!,
chamados de PEG4000 ¢ PEG6000; Merck, Alemanha). Para a realiza¢do da curva de
calibragdo na quantificagdo dos anticorpos, foi utilizada uma solu¢do comercial de IgG

humana com pureza minima de 98% (CSL Behring).
4.2  Métodos

4.2.1 Preparo de solugdes tampao e agentes precipitantes
4.2.1.1 Preparo de solugoes tampdo

Todas as solugdes tampao utilizadas para ensaios de precipitacdo foram preparadas em
agua destilada e ajustadas para o pH desejado com auxilio de um pHmetro (Tecnal, Brasil).
Trés tampdes de fosfato de soédio 50 mmol L' foram preparados a partir da combinagdio de
fosfato de sddio monobasico anidro (Synth, Brasil) e fosfato de sddio bibésico anidro (Synth,
Brasil), ambos a 50 mmol L. Cada tampdo foi ajustado para um valor de pH diferente (6, 7 e
8) utilizando-se das proprias solugdes de fosfato de s6dio monobasico e bibasico. Trés
tampdes de Tris-HC] também foram preparados, estes a partir de uma solu¢do-mae de Tris-
(hidroximetil)-aminometano 50 mmol L' (Merck, Alemanha) e ajustados com solugdio HCI 1

mol L! para o pH desejado (7, 8 € 9).
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4.2.1.2 Avaliag¢do de interferéncia da solugdo tampdo

Ensaios de avaliacdo da interferéncia dos tampdes no sistema de precipitacdo, na
auséncia de material de partida, foram realizados em microtubos de ensaio ou béqueres de 100
mL, a depender do que permitisse uma melhor visualizagdo. Um volume de 1 mL de cada
tampao citado na se¢do 4.2.1.1 foi adicionado ao recipiente escolhido e, em seguida,
quantidades apropriadas de solucao estoque PEG6000 40% em agua destilada e/ou de solucao
estoque ZnCl, 100 mmol L', também em 4gua, foram adicionados para alcangar as
concentragdes desejadas, sem se fixar um mesmo valor de volume final para os testes. Foram
adotadas as concentragdes de 16% para PEG6000, 16 mmol L' para ZnCl,, e 3 mmol L™! para
ZnCl, em combinagdo com PEG6000 16%, todas determinadas a partir das faixas de
concentragdo adotadas na sec¢dao 4.2.3.1. Os experimentos foram realizados a temperatura

ambiente e a presenca de turbidez foi avaliada visualmente.

4.2.1.3 Preparo de solugoes estoque de agente precipitante

Foram preparadas solugdes estoque de PEG a 40% em tampao, de forma a haver um
total de seis solugdes estoque de PEG6000 (em trés valores diferentes de pH de fosfato de
sodio e de Tris-HCl) e mais seis solugdes estoque de PEG4000 (nas mesmas condig¢des). A
solucdo estoque de ZnCly, por sua vez, foi preparada em 4agua ultrapura e a uma concentragdo

de 100 mmol L.

4.2.2 Estudo cinético dos agentes precipitantes

Ensaios cinéticos avaliando tempo de precipitagdo (20, 60, 180 e 360 min) e
temperatura de incubacdo (4, 25 e 35°C) para os mAbs do material de partida foram
realizados. A avaliacdao foi realizada para os trés agentes precipitantes citados na se¢do 0,
adotando-se uma concentragio fixa de 16% para PEG4000 e PEG6000 ¢ de 16 mmol L™ para
ZnClo. Tampao Tris-HCI a pH 7 foi adotado para todas as condigdes. Os experimentos foram
realizados em microtubos de plastico de 1,5 mL e em duplicata, adicionando-se 250 pL de
material de partida e quantidades apropriadas de tampdo e agente precipitante de forma a
atingir as concentragoes adotadas e um volume final de 500 pL.

Os experimentos foram realizados em ambientes de temperatura controlada,
utilizando-se de uma estufa (25 e 35°C; Infors AG, Suica) ou uma geladeira (4°C), sempre em
duplicata. Para cada temperatura adotada e cada tipo de agente precipitante testado, 8
microtubos de mesma composicao foram preparados e colocados sob agitagdo em um agitador

end-over-end (Thermo Scientific, EUA) ao mesmo tempo, a 10 rpm. Conforme os tempos
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predeterminados eram alcangados, dois tubos eram recolhidos, centrifugados a temperatura
ambiente por 15 min a 3500 rpm (modelo de centrifuga 80-2B. Centribio, Brazil) e os
sobrenadantes, separados do precipitado com o auxilio de pipetas automaticas. Em seguida,
esses sobrenadantes foram filtrados com filtro seringa de 0,45 um (Chromastore, Brasil) e
imediatamente quantificados por meio de cromatografia de afinidade analitica com proteina A
imobilizada em matriz s6lida em HPLC (Shimadzu, Japdo; condi¢des descritas na se¢do
4.2.4.2). O rendimento de mAbs obtido em cada tubo foi calculado pela Equagdao (2) e

utilizado para avaliar a eficiéncia de cada condicao estudada.

R=1-— 2 (2)

Em que R representa o rendimento de mAbs precipitados, C; é a concentragdo de
mADbs obtida no sobrenadante para a condi¢do i ¢ Cp € a concentracdo de mAbs no material de

partida antes da precipitagao.

4.2.3 Ensaios de precipitagdo
4.2.3.1 Curvas de solubilidade

As curvas de solubilidade foram obtidas por meio de ensaios em microtubos de
plastico de 1,5 mL, variando a concentragdo de PEG4000 e PEG6000 entre 0 e 16% (m/v) e
de ZnCl, entre 0 e 16 mmol L', a partir das solugdes estoque, conforme Burgstaller,
Jungbauer e Satzer (2019) e Dutra et al. (2020), respectivamente. A combinacdo de PEG e
ZnCl> como agentes precipitantes em um mesmo sistema também foi estudada por meio da
adicdo fixa de 1, 2 e 3 mmol L' de ZnCl, (faixa de concentragio determinada
experimentalmente nas se¢des 5.1 e 5.2) a diferentes concentragdes de PEG6000 (0 a 16%). A
cada microtubo, adicionou-se um volume de 250 puL de material de partida e quantidades
apropriadas de tampao e agente precipitante de forma a alcancar a concentragao desejada de
agente precipitante e um volume final de 500 uL.. A fim de estudar a influéncia do tampao e
pH no comportamento das curvas de solubilidade, foram utilizados tampao fosfato de sodio
50 mmol L', com pH 6, 7 e 8, e tampdo Tris-HCI 50 mmol L', com pH 7, 8 e 9, para o
preparo dos microtubos. Todos os experimentos foram realizados em duplicata.

Uma vez preparados, os microtubos foram imediatamente colocados sob agitacdo em
agitador end-over-end (Thermo Scientific, EUA), a 10 rpm por 20 min (tempo determinado
pelos métodos da secdo 4.2.2), em temperatura controlada de 25°C em uma estufa (Infors AG,

Suica; também determinada pelos métodos da secdo 4.2.2). Em seguida, os microtubos foram
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centrifugados a temperatura ambiente por 15 min a 3500 rpm (modelo de centrifuga 80-2B.
Centribio, Brazil) e os sobrenadantes, separados do precipitado com o auxilio de pipetas
automaticas. Os precipitados foram todos descartados. Os sobrenadantes foram filtrados com
filtro seringa de 0,45 pum (Chromastore, Brasil) e quantificados por meio de cromatografia de
afinidade analitica com proteina A imobilizada em suporte s6lido em HPLC (Shimadzu,
Japao). O rendimento de mAbs obtido em cada microtubo foi determinado pela Equacao (2).
Visto que a solubilidade S de um analito ¢ dada em mg analito mg™' solucdo, e que solugdes
aquosas e/ou contendo PEG de massa molecular entre 3350 e 8000 g mol™! em concentragdes
de 10-20% possuem massa especifica de aproximadamente 1 mg mL™!' a temperatura ambiente
(20 a 25°C), S foi aproximado para mg analito mL"! solugdo, portanto, para 0 mesmo valor de
concentragdo de analito (mAb) detectada (GONZALEZ-TELLO; CAMACHO; BLAZQUEZ,
1994; LIDE, 2005).

4.2.3.2 Precipitagdo em batelada

Nas condi¢des que proporcionaram maior rendimento (concentragdes de PEG,
PEG/ZnCl; ou ZnCl, pH e tampao), foram realizadas precipitacdes em batelada, a fim de
estudar o rendimento e a pureza dos precipitados. Os testes foram realizados em tubos
plasticos de 15 mL, adicionando-se, a cada tubo, 2 mL de material de partida e quantidades
apropriadas de tampao e agente precipitante, de forma a alcancar a concentragao desejada de
agente precipitante e um volume final de 4 mL. Uma vez preparados, os tubos foram
imediatamente colocados sob agitacdo em agitador end-over-end (Thermo Scientific, EUA), a
10 rpm por 20 min, em temperatura controlada de 25°C em uma estufa (Infors AG, Suica).
Em seguida, os tubos foram centrifugados a temperatura ambiente por 20 min a 4000 rpm
(modelo de centrifuga 80-2B. Centribio, Brazil) e os sobrenadantes, separados do precipitado
com o auxilio de pipetas automaticas.

A ressuspensdo dos precipitados foi otimizada por meio de um planejamento fatorial
completo 2¥ com a adi¢do de pontos centrais, sendo pH e a razdo de dilui¢do (RD) adotados
na ressuspensdo dos precipitados os seus fatores (portanto, k = 2). O rendimento e a pureza
com relagdo ao contetido proteico destes precipitados foram escolhidos como as variaveis de
resposta (ou dependentes). As matrizes utilizadas no planejamento estdo presentes na Tabela
1, cujas condi¢gdes de precipitagdo indicadas para cada caso foram determinadas pelos
métodos da secao 4.2.3.1. Vale salientar que a nomenclatura RD 1 se refere a RD do tipo 1:1,
RD 2 refere-se a 1:2 ¢ RD 3, a 1:3. Os dados das variaveis dependentes foram todos testados

para verificar a sua normalidade e as tabelas com seus resultados, bem como as tabelas
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ANOVA resultantes da determinagdo dos modelos, podem ser encontradas no Apéndice II.
Como tampdes de ressuspensdo, foram utilizados tampdo acetato 0,1 mol L' (pH 3,5-6, para
precipitados obtidos por precipitacao utilizando ZnCl,, com ou sem PEG) ou tampao fosfato
de s6dio 50 mmol L' (pH 6-8, para precipitados obtidos por precipitacdo utilizando apenas
PEG) nas proporg¢des de dilui¢ao de 1:1, 1:2 e 1:3. Estes tampdes foram selecionados com
base na literatura reportada acerca de precipitagdes de anticorpos envolvendo esses dois
agentes precipitantes (BURGSTALLER; JUNGBAUER; SATZER, 2019; DUTRA et al.,
2020; SOMMER et al., 2014). As amostras ressuspensas foram previamente centrifugadas a
fim de verificar a total ressuspensdo do precipitado ou nio (realizando-se a separagdo entre
precipitado e sobrenadante, em caso negativo) e analisadas em HPLC (Shimadzu, Japao) para
determinagdo do rendimento e da pureza com relagdo ao conteudo proteico dos precipitados
(Equacdes (2) e (3), respectivamente). Os resultados foram avaliados para o desenho

experimental por meio do programa Statistica (Tibco, EUA).

Tabela 1. Planejamento experimental aplicado para a ressuspensdo de precipitados
obtidos por precipitacio com PEG6000 14% e com PEG6000 12%/ZnCl2 3 mmol L.

Precipitacio com PEG6000 12% e

Precipitacio com PEG6000 14%
ZnCl; 3 mmol L'

Ensaio pH RD pH RD
1 -1 6 -1 1 -1 3,5 -1 1
2 1 8 -1 1 1 6 -1 1
3 -1 6 1 3 -1 3,5 1 3
4 1 8 1 3 1 6 1 3
5 0 7 0 2 0 5 0 2
6 0 7 0 2 0 5 0 2
7 0 7 0 2 0 5 0 2

4.2.4 Meétodos analiticos
4.2.4.1 Preparo de fases moveis e amostras para HPLC

Como fases moveis, foram utilizados solu¢do de tampdo fosfato de sédio 20 mmol L
apH 7 e NaCl 150 mmol L' (fase movel A) e solu¢do de HC1 12 mmol L' e NaCl 150 mmol
L' (fase movel B). A fase movel A foi preparada a partir da combinacdo de solugio de
fosfato de sddio monobdsico 20 mmol L' e cloreto de sédio 150 mmol L' (Synth, Brasil), e
de outra solugio de fosfato de sodio bibasico 20 mmol L' e cloreto de sédio 150 mmol L. O

ajuste de pH foi feito pela combinagdo das proprias solugdes e com auxilio de um pHmetro
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(Tecnal, Brasil). J4 a fase movel B foi preparada a partir da adicdo de HCl 37% (Synth,
Brasil) a uma solugdo de NaCl 150 mmol L. Todas as solu¢des foram preparadas em agua
ultrapura e as fases moéveis, filtradas em sistema de filtracdo (Rocker, Brasil) antes de serem
utilizadas. Antes de serem injetadas, todas as amostras provenientes dos ensaios de
precipitacdo foram filtradas com filtro seringa de 0,45 pm (Chromastore, Brasil) e

armazenadas em vials de vidro de HPLC.

4.2.4.2 Cromatografia de afinidade com proteina A em HPLC

As concentragdes de mAbs nas amostras foram determinadas utilizando cromatografia
de afinidade por proteina A analitica, como descrito em Burgstaller, Jungbauer e Satzer
(2019), em sistema de HPLC-UV-Vis (Shimadzu, Japao). Foi utilizada uma coluna analitica
POROS A (2,1 x 30 mm, 0,1 mL; tamanho de particula de 20 pm, com particulas de
poliestireno divinilbenzeno com capacidade dinimica de 25 a 30 mg mL™! para IgG humana;
Thermo Scientific, EUA) imobilizada com proteina A recombinante. Uma de vazdo 2 mL
min! foi utilizada para todas as etapas, utilizando-se 10 volumes de coluna (CV) de fase
movel A para lavagem da coluna, 20 CV de fase movel B para elui¢do e 30 CV de fase movel
A para reequilibrio da coluna, com duragdes demonstradas na Tabela 2 para cada etapa. Para a
curva analitica, foi utilizada solu¢do de anticorpo com elevada pureza (CSL Behring) em
concentragio variando de 0 a 0,1 mg mL™!, cuja curva de calibragdo pode ser encontrada no
Apéndice I, Equagdo (11). Os resultados foram analisados pela integragdo dos picos usando o

software LCSolution (Shimadzu, Japao) e os rendimentos, calculados por meio da Equagdo

).

Tabela 2. Tempo e composicdo de fase movel para cada etapa cromatografica (em
cromatografia de afinidade com proteina A em HPLC).

Composicao de fase movel utilizada (%)

Etapa Tempo (min) Fase movel A Fase movel B
0,01 100 0
Lavagem
1,00 100 0
) 1,01 0 100
Eluicéo
2,00 0 100
2,01 100 0
Reequilibrio

3,00 100 0
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4.2.4.3 Cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC)

As estimativas de pureza com relagdo ao conteudo proteico foram determinadas por
cromatografia por exclusdao de tamanho em sistema de HPLC-UV-Vis, conforme Burgstaller,
Jungbauer e Satzer (2019). Foi utilizada uma coluna TSKgel® G3000SWXL HPLC (tamanho
de particula 5 um, 7,8 x 300 mm; Tosoh Bioscience, Japao) em combina¢do com uma pré-
coluna TSKgel SWXL (tamanho de particula 7 pm, 6,0 x 40 mm; Tosoh Bioscience, Japao).
Uma vazio de 0,4 mL min' de fase mével A foi utilizada para todas as etapas, em fluxo
isocratico. As absorbancias a 280 nm foram registradas e os resultados, avaliados utilizando

software LCSolution (Shimadzu, Japao), sendo que os valores de pureza foram estimados a

partir da Equagao (3).
A ico mAb
p— _preemas 3
E?:l Apico i ( )

Em que P representa a pureza dos mAbs precipitados com relacdo ao seu contetido
proteico, Apico map € a area sob o pico associado a0 mAb no cromatograma, € Apicoi € a area sob

cada pico i detectado durante a corrida.

4.2.4.4 Determinacdo da viscosidade

Para determinagdo da viscosidade de amostras de material ressuspenso, foi utilizado
um redmetro modular compacto MCR 92 (Anton Paar, Austria) com geometria de placas
paralelas de 50 mm de didmetro. As medidas foram realizadas a 25°C, variando a taxa de
cisalhamento de 0 a 525 s, e a Equacdo (4) (resultante do desenvolvimento da Lei de

Poténcia) foi ajustada aos dados com auxilio do programa Microsoft Excel (Microsoft, EUA).
o=ky"=py— pu=kE" " (4)

Em que u representa a viscosidade dinamica, k representa o indice de consisténcia, n €
o indice de comportamento de fluxo e y ¢ a taxa de cisalhamento aplicada, com ¢ sendo a
tensdo de cisalhamento.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 Avaliagao de interferéncia da soluciao tampao

A fim de investigar a possibilidade de intera¢do entre os agentes precipitantes e as
solucdes tampao adotadas, mesmo na auséncia de sobrenadante de cultura celular,
experimentos qualitativos foram realizados avaliando-se a formagdo de precipitados em
misturas de agente precipitante e tampao. PEG4000 nao foi testado, visto que sua composi¢ao
¢ similar a de PEG6000, possuindo apenas uma massa molecular menor. Desta forma,
PEG6000 e ZnCl, foram testados separadamente e também em combinagdo para todos os
tampdes descritos na se¢do 4.2.3.1, i.e., tampao fosfato de sddio (pH 6 a 8) e Tris-HCI (pH 7 a
9). As concentragdes de agente precipitante foram definidas com base na concentragdo
maxima presente na faixa de concentracdo adotada na se¢do 4.2.3.1. Os resultados observados

estao resumidos no Quadro 5.

Quadro 5. Resultados observados para misturas de PEG6000, ZnCl: e tampades fosfato
de sdédio e Tris-HCI a diferentes valores de pH.

Fosfato de sodio 50 mmol L' Tris-HC1 50 mmol L
Agente precipitante pH 6 pH7 pH 8 pH 7 pHS8 pH9
PEG 6000 16% - - - - - -
ZnCl, 16 mmol L'! + + + - + I
PEG 6000 16%/ZnCl> 3 mmol L-! + + + - + +

Legenda: -, sem precipitado observado; +, precipitado observado.

O Quadro 5 indica que, tanto para tampao fosfato de sdédio quanto para tampao Tris-
HCI, a todos os valores de pH sugeridos, o uso de PEG6000 nao resultou em nenhuma
alteragdo aparente nas solugdes, que permaneceram limpidas. No entanto, o uso de ZnCl»
(com ou sem PEG6000 adicionado) levou, na maioria dos casos, ao turvamento das solu¢des
com formagao de precipitado branco. No caso de misturas envolvendo tampao fosfato de
sodio, esse resultado pode ser justificado pela formagao de fosfato de zinco a partir da reacao

entre fons Zn>" e fosfato de sodio bibésico, representada pela Equacdo (5) (VOGEL, 1981).

3Zn?* + 2HPO;? & Zn3(P0,), | +2H? (5)

A olho nu, nao foram observadas diferencas de turbidez com o aumento ou decréscimo
de pH nas misturas de tampao fosfato de sodio e ZnCl. Segundo Vogel (1981), a excegao de

casos em que ions NHs estejam presentes, nos quais precipita-se fosfato de zinco e amonio
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(Zn(NH4)POg4), a Equacdo (5) ndo apresenta nenhuma dependéncia com relagdo ao pH do
sistema. No entanto, Krezel e Maret (2016) afirmam em seu trabalho que, quando ions Zn>*
estao presentes em solucdo de tampao fosfato de sodio, ZnHPO4 ¢ primeiramente formado e
entdo, a depender do pH e da concentracio de ions Zn>" no sistema, formam-se Zn(OH), ou
Zn3(POs4)>, ambos insoluveis. Dessa forma, ¢ possivel que nuances de turbidez causadas por
variagdo de pH neste caso nao tenham sido detectadas por se tratar de uma avaliacao feita a
olho nu, porém, caso estas estivessem presentes, de fato ndo eram evidentes. Infere-se,
portanto, que tampao fosfato de sddio ndo se mostra adequado para precipitagdes envolvendo
ZnCl,, dado que sua combinacao resulta na producao de subprodutos indesejados, o que reduz
a pureza do precipitado e a quantidade de ions Zn®" disponiveis para a precipitagio das
proteinas. Por estes motivos, este tampao ndo foi testado para nenhuma precipitagdo
envolvendo ZnCl.

Diferentemente do observado para as misturas envolvendo tampao fosfato de sddio, os
experimentos realizados com tampao Tris-HCI na presenca de ZnCly resultaram em uma
evidente diferenga de turbidez conforme variagdo de pH do tampao. Estas diferencas podem
ser observadas na Figura 8 e na Figura 9, que apresentam, respectivamente, a aparéncia

observada nos sistemas Tris-HC1/ZnCl; e Tris-HC1/ZnCl/PEG6000.

Figura 8. Aparéncia resultante da mistura de ZnCl: e Tris-HCI (pH 7, 8 e 9).

ZnCl, : ' ZnCl, , ZnCl, L
Tris-HCI pH 7 | Tris-HCI pH 8 || Tris-HCIpH9 | |

o *
‘-i'



56

Figura 9. Aparéncia resultante da mistura de PEG6000, ZnCl: e Tris-HCI (pH 7, 8 ¢ 9).

= "‘t-‘.__ ‘ i
uwrn,m T ———
PEG 6000/ZnCl, PEG 6000/ZnCl, | | PEG 6000/ZnCl,
Tris-HCI pH 7 Tris-HCI pH 8 Tris-HCIpH9

E possivel observar, tanto na Figura 8 quanto na Figura 9, que hd um aumento de
turbidez no sistema conforme o aumento de pH do tampdo. A fim de explicar esta turbidez e
este comportamento, duas hipdteses podem ser avaliadas: a primeira diz respeito a formagao
de complexos de ions Zn®>" com moléculas de tris-(hidroximetil)-aminometano. A
complexagdo de ions metalicos com tampdes ndo ¢ um fendmeno incomum e sua formagao
pode ser entendida por meio do mecanismo demonstrado pela Equacdo (6), no qual M se
refere ao ion metalico; L, ao ligante, ou seja, a molécula presente no tampao; € n € m sao as
respectivas valéncias das espécies (FERREIRA ef al., 2015). Ferreira ef al. (2015) realizaram
um trabalho de revisdo abordando a complexagdo de diversos tampodes com ions metalicos e
relataram que tampdes do tipo Tris formam complexos fracos com Mg?**, Ca**, Zn**, Cd** e
Pb?* (constante de estabilidade ks na ordem de 10° a 10?), e complexos fortes com Cr**, Fe*,

Co?", Ni*" e Cu*" (ks na ordem de 10* a 10%).
pM™ + qL™ + r(OH)™ « ML (OH)P" "~ m=7) (6)

J& a segunda hipodtese estd relacionada a precipitagdo de Zn(OH),. Esta espécie ¢
formada a partir da reagdo de ions Zn?* com espécies OH™ resultantes da autoioniza¢io da
agua — Equacgdo (7) — e, tendo em vista que sua solubilidade ¢ sensivel ao pH do meio, a
variagdo deste pardmetro pode ocasionar uma maior ou menor precipitagdo da espécie no
sistema (KREZEL; MARET, 2016). A solubilidade de Zn(OH), decresce com o aumento do
pH até atingir seu minimo em aproximadamente pH 10 (0,13 pmol L), voltando a aumentar
conforme o pH continua a se aproximar do valor de 14. Isso implica que, para os valores de
pH estudados nos experimentos, a espécie Zn(OH), possuiria uma solubilidade de

aproximadamente 0,79 pmol L™ (pH 9), 39,8 pmol L' (pH 8) e 3,4 mmol L! (pH 7), segundo
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os dados reportados por Kregzel e Maret (2016). Considerando também que ZnCl> possui uma
fraca capacidade de controlar o pH do meio, a adigdo de um tampao ao sistema, mesmo que
em condi¢des neutras, causaria uma mudan¢a imediata no pH e poderia ocasionar a

precipitacio de Zn(OH), (KREZEL; MARET, 2016).
Zn** + 2H,0 & Zn(OH), L +2H* (7)

Contudo, tendo em vista que a complexa¢do de Zn?>" com moléculas de tris-
(hidroximetil)-aminometano é considerada fraca (constante de dissociacdo kd = 33 mmol L)
e que nao ha indicios deste fendmeno estar ligado ao pH do tampao, a hipdtese de formagao
de complexos Zn*"-Tris como responsavel pelas interferéncias observadas no Quadro 5 se
torna improvavel. Além disso, a formacao de complexos insoluveis feriria um dos critérios de
Good et al. (1966), que descrevem que tampoes biologicos ndo devem formar complexos com
cations, mas, caso formem, estes devem ser soliveis. Desta forma, adota-se a hipotese de
formacdo de Zn(OH), como a mais provavel para explicar a presenca de turbidez e sua
variacdo de acordo com o pH para sistemas Tris-HC1/ZnCl, (FERREIRA et al., 2015;
KREZEL; MARET, 2016).

Tendo em vista que a solubilidade de Zn(OH), se torna muito baixa em solugdes de
pH 8 e 9 (abaixo de 1 mmol L), o uso de ZnCl, como agente precipitante nestes casos se
torna dificil e, por este motivo, o uso de Tris-HCl a pH 8 e 9 se torna pouco aconselhavel para
precipitagdes envolvendo ZnCl,. No entanto, o seu uso a pH 7 se torna possivel, conforme
demonstrado pelo Quadro 5, que ndo apresenta formagdo de precipitado para misturas
envolvendo Tris-HCl a pH 7. A solubilidade de Zn(OH); a este pH (3,4 mmol L) justifica a
possibilidade de combinacdo de PEG6000 e ZnCl, até uma concentracio 3 mmol L,
conforme observado na Figura 9, porém nao explica o comportamento observado na Figura 8,
em que uma concentracio de 16 mmol L' de ZnCl, ndo resultou no turvamento da solugdo.
Esta mistura de 16 mmol L' de ZnCl, e Tris-HCI foi mantida em repouso por cerca de 48 h a
temperatura ambiente, a fim de verificar a possibilidade de precipitagdo tardia de Zn(OH)>,
porém nenhum turvamento foi observado mesmo assim. Porém, conforme pode ser observado
na Equagdo (7), a formagao de Zn(OH)> em meio aquoso culmina também na formacao de
ions H", 0o que consequentemente provoca uma acidificacio da solugdo. Anélises em um
pHmetro demonstraram que uma solugdo de ZnCl, 100 mmol L' em 4gua ultrapura possuia
pH de aproximadamente 5,65, enquanto uma solugdo de ZnCl, 16 mmol L em Tris-HCI

(preparado a pH 7) possuia pH de 6,60, o que confirma a hipotese de acidificagdao. Baseando-
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se nos dados reportados por Krezel e Maret (2016), isto confere uma solubilidade de cerca de
35 mmol L para a solugdo de ZnCl, 16 mmol L™!/Tris-HCI e de mais de 330 mmol L™! para a
solugdo ZnCl, 100 mmol L'/agua ultrapura, o que permite que tampdo Tris-HCl a pH 7 seja
utilizado para todas as concentragdes de ZnCl, na faixa definida na secdo 4.2.3.1 (0 a 16
mmol L-!), mas ndo para preparo da solucio-estoque (a 100 mmol L!). Assim sendo, tampao
Tris-HCl1 a pH 7 foi escolhido como o tnico tampao adequado, dentre todos os propostos na
secdo 4.2.3.1, para precipitagdes envolvendo ZnCl,, com ou sem a adi¢cdo de PEG.

Contudo, diferentes opinides acerca de qual tampdo seria a melhor escolha para
precipitagdes de anticorpos com ZnCl» a partir de sobrenadantes de cultura celular permeiam
a literatura. Dutra ef al. (2020), que estudaram o uso de ZnCl> como agente precipitante para
anticorpos recombinantes, mantiveram o pH do sistema (pH 7, segundo os autores)
adicionando NaOH a mistura de sobrenadante de cultura e ZnCl», sem a adigdo de nenhum
tampao. Burgstaller, Jungbauer e Satzer (2019), por sua vez, também adotaram Tris-HCl a pH
7 para precipitagdes de anticorpos recombinantes envolvendo PEG6000 e ZnCl, combinados,
embora tenham reportado menores rendimentos para altas concentragdes de ZnCl,. Por fim,
Li et al. (2019) escolheram tampao HEPES para precipitacdes de mAbs combinando
PEG3500 e ZnCl,, alegando que HEPES apresenta interagio minima com ions Zn**. No
entanto, ha relatos na literatura de que tampao HEPES interage e forma complexos com
moléculas de DNA, que costumam estar presente em sobrenadantes de cultura celular
(FERREIRA et al., 2015). Independentemente de qual opinido se aproximaria mais do tampao
ideal para o presente caso, o estudo e a escolha do tampao a ser utilizado em sistemas de
separagcdo, especialmente em precipitagdes envolvendo ions metédlicos, se torna

imprescindivel para evitar impactos na pureza e no rendimento do produto obtido.

5.2 Estudo cinético dos agentes precipitantes

Os rendimentos de mAbs obtidos para os diferentes agentes precipitantes em
diferentes tempos e temperaturas de incubag@o foram obtidos por meio de um estudo cinético.
Para cada agente, a concentracdo adotada foi definida como a concentracdo maxima das
faixas definidas na sec¢ao 4.2.3.1, a fim de garantir que mesmo a condi¢cdo mais extrema da
faixa alcangara o equilibrio. Tampao Tris-HCl a pH 7 foi definido como o tampao de escolha,
visto que € o unico comum entre os trés agentes precipitantes, conforme discorrido na se¢do
5.1.

Os resultados obtidos estao presentes no Grafico 1, para PEG4000 (a) e PEG6000 (b),
e no Grafico 2 para ZnCl. Apesar de possuir composi¢do similar a de PEG6000, PEG4000
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também foi avaliado neste estudo, dado que a massa molecular de PEG tende a influenciar a
sua capacidade de reduzir a solubilidade de proteinas, independente da concentragdo proteica
inicial, havendo maior poder de precipitacdo para solugdes de PEG com maior massa
molecular (INGHAM, 1990; SOMMER et al., 2014). Desta forma, investigou-se se outras
variaveis, como temperatura e tempo de incubagdo, poderiam influir na capacidade de

PEG4000 em precipitar os mAbs.

Grafico 1. Avaliacdo do tempo (20 min a 6 h) e temperatura (4, 25 e 35°C) de incubacgao
para PEG4000 (a) e PEG6000 (b).
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Observando-se o Grafico 1, nota-se, primeiramente, que tanto para PEG4000 quanto
PEG6000, o equilibrio ja é alcangado logo no inicio, aos 20 min de experimento. Embora
haja, de fato, uma diferenca de rendimento entre os pontos iniciais (20 min, aproximadamente
50% para PEG4000 e 60% para PEG6000) e finais (3 a 6 h, aproximadamente 60% para
PEG4000 e 75% para PEG6000), ela ndo ¢ suficiente para justificar a escolha de um tempo de
incubagdo mais longo, i.e., para um processo, seria mais vantajoso utilizar um tempo de
incubacao de 20 min e repeti-lo 18 vezes dentro de 6 h, do que realizar uma precipitagdo uma
unica vez em 6 h. Sommer et al. (2014) também obtiveram que um tempo de incubagd@o mais
curto (15 min) era suficiente para atingir o equilibrio na precipitacio de mAbs com PEG de
diferentes massas moleculares, quando comparado a tempos mais longos de 60 ¢ 180 min.
Knevelman et al. (2010), por sua vez, também observaram um equilibrio na turbidez
resultante (avaliada pela absorbancia medida a 600 nm) da precipitagdo de mAbs a partir de
30 min para concentragdes de 6 a 20% de PEG6000. Abaixo de 6%, ndo foi observada
turbidez relevante até 100 min. Os dados dos autores também mostraram que, embora estas
resultem em niveis de turbidez diferentes, todas as concentragdes de 6 a 20% de PEG6000
apresentaram uma estabiliza¢do do nivel de turbidez a partir dos 30 min. Desta forma, adotou-

se um tempo de incubagdo de 20 min para precipitacdes com os dois tipos de PEG.
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Com relagdo a temperatura, no entanto, uma diferenga pode ser observada para os dois
agentes precipitantes. Para PEG4000, nao se observa diferenga apreciavel entre os efeitos
causados pelas temperaturas de 25°C e 4°C — embora aparente haver uma diferenga para o
tempo de 20 min, acredita-se que essa diferenca seja devida a perda de uma das amostras da
duplicata de 25°C e, portanto, serd considerado que esta diferenga ¢, na verdade, menor do
que aparenta. A temperatura de 35°C, no entanto, mostrou rendimentos consideravelmente
menores, especialmente com o avanco do tempo apos 60 min de experimento. Para PEG6000,
observa-se uma ordem de 25°C > 4°C = 35°C com rela¢do aos rendimentos resultantes, sendo
que também se observou uma queda (mesmo que mais sutil) no rendimento dos experimentos
a 35°C com o avango do tempo de incubacdo, o que também foi observado para 4°C neste
caso. Embora haja a possibilidade de que o aumento de temperatura provoque um aumento da
solubilidade da proteina, o que justificaria a queda no rendimento a 35°C nos dois tipos de
PEG, ¢ preciso considerar também a possibilidade de desnaturacdo dos mAbs: considerando
que o processo de desnaturagdo leva a modificagdes conformacionais das proteinas e,
portanto, de suas fungdes, ¢ possivel que essas modificagdes influenciem na capacidade das
moléculas proteicas de formarem clusters durante o mecanismo de precipitagdo do PEG,
reduzindo, assim, o rendimento do processo também. Sommer ef al. (2014), por sua vez, ndo
observaram influéncia aprecidvel da temperatura (5, 25 e 35°C) em seu trabalho. Contudo,
tendo em vista que os autores também apontaram que o rendimento se mostrou dependente do
tipo de anticorpo, € possivel que o efeito da temperatura no rendimento também varie, mesmo
que de maneira mais sutil, de anticorpo para anticorpo. Assim sendo, adotou-se a temperatura
de 25°C como temperatura de incubacgado, tendo em vista que ¢ de mais facil operagdo, quando
comparada a 4°C, e que valores em torno de 20°C ja foram adotados em outros estudos como
temperatura de incubacdo para precipitagdo de anticorpos envolvendo PEG
(BURGSTALLER; JUNGBAUER; SATZER, 2019; KNEVELMAN et al, 2010;
KUCZEWSKI et al., 2011; SOMMER et al., 2014).
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Grafico 2. Avaliacao do tempo (20 min a 6 h) e temperatura (4, 25 e 35°C) de incubacao

para ZnCl..
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No Grafico 2, no entanto, observa-se um comportamento anormal: para todas a
temperaturas e tempos testados, os rendimentos resultantes foram negativos e de magnitude
sem sentido fisico (variando de -1000% a -6000%). Ou seja, observa-se uma situacdo que
viola a lei de conservagdao das massas e, portanto, ndo representa um comportamento fiel da
cinética do ZnCl,. Além disso, barras de erro de grande magnitude também sdo observadas,
possivelmente causadas pelo efeito que desviou os dados da realidade fisica. Dutra et al.
(2020) utilizaram ZnCl> como agente precipitante para anticorpos recombinantes em de
sobrenadante de cultura celular e nao relataram comportamento similar para precipitagdes
com esse sal, obtendo sempre rendimentos fisicamente possiveis. Contudo, os autores
reportaram problemas com reducdo de rendimento durante os experimentos, especialmente
para precipitagdes utilizando concentragdes de ZnCl, mais altas. Estes especularam que
possiveis explicagdes para este comportamento residiriam no pH do sistema: a primeira leva
em considera¢do que protons competem ativamente com os fons Zn** pelos sitios de ligacdo
das proteinas, o que poderia justificar quedas de rendimento em sistemas mais acidos (pH 4-
5), mas ndo em sistemas mais basicos (pH 8-9). A segunda justificativa considera que o pH
possui também um efeito indireto na precipitagdo ao modular a carga superficial das
proteinas, que, com uma inversdo causada pela saturacdo da mistura com os ions metalicos,
inibiria as ligacdes das proteinas com os ions. Quaisquer que sejam os fendmenos que
causaram estas quedas de rendimento, eles sdo observados em menor grau no trabalho de
Dutra ef al. (2020) e de maneira exacerbada neste estudo, chegando a sugerir que algo esta
sendo produzido e aumentando a concentracao do sobrenadante, ao invés de reduzi-la. A fim
de investigar esse comportamento mais a fundo, um tempo de incubagdo de 20 min e uma

temperatura de 25°C — que também foram adotados por Dutra et al. (2020) — foram eleitos
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para realizar uma curva de solubilidade dos mAbs com ZnCl,, a partir do material de partida,
e avaliar o comportamento observado. Os experimentos foram realizados em tampao Tris-HCI

a pH 7 pelos motivos apresentados pela secdo 5.1. Esta curva pode ser encontrada no Grafico
3.

Grifico 3. Curva de solubilidade de mAb anti-IgG humana para ZnCl: como agente
precipitante, em Tris-HCI pH 7.
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O Gréafico 3 apresenta um comportamento inverso do esperado para uma curva de
solubilidade, i.e., ela se assemelha a uma curva de rendimento. Isto ndo foi observado no
trabalho de Dutra et al. (2020), que obtiveram curvas de solubilidade de comportamento
normal, mesmo que com rendimentos reduzidos. No Grafico 3, observa-se que, até uma
concentracio de 4 mmol L' de ZnCl, aproximadamente, hd uma estabilizagdo da
concentracdo (talvez até uma queda sutil) e que a partir dai a concentracdo comega a
aumentar, alcangando algo préximo de uma estabilizagdo em 12 mmol L. Ou seja, este efeito
s6 comega a ser observado a partir de concentragdes maiores que 4 mmol L™ de ZnCl, — o que
também foi observado para uma curva gerada utilizando apenas Tris-HCI e ZnCl,, sem
material de partida, na mesma faixa de concentracdo de agente precipitante adotada no
Grafico 3.

Considerando o que foi apresentado na se¢ao 5.1, € preciso lembrar que, na presenga
de fosfato de s6dio (um dos constituintes da fase mével A), Zn** reage com o ion HPO4™ para
formar Zn3(POs)> conforme a Equagdo (5), que por sua vez constitui um sal insoluvel.
Considerando que o sobrenadante de cultura utilizado se encontrava diluido (baixo titulo de
anticorpos) e que por isso foi necessario realizar uma injecdo de volume maior (100 pL)
durante os métodos analiticos em HPLC, a quantidade de ions Zn*" injetada provavelmente
ndo foi diluida o suficiente para evitar um efeito relevante da reacdo com fosfato de sodio.

Este problema também é acentuado pelo fato de que a massa remanescente de Zn>* no
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sobrenadante ¢ consideravel, tendo em vista que havia poucos mAbs no material de partida
para realizar ligagdes. Isto justificaria por que Dutra et al. (2020), que também utilizaram
tampao fosfato de so6dio como fase movel, ndo observaram este grau de interferéncia.
Considerando que os autores também partiram de um volume inicial de 500 pL de
sobrenadante, uma injecdo de 20 pL (praticada pelos autores) transferiu 4% da massa de Zn>"
na solu¢do, ao passo que uma injecdo de 100 pL (praticada neste trabalho) transferiu 20% da
massa de Zn?*. Além disso, o material de partida dos autores se encontrava mais concentrado,
o que reduziu a massa de Zn?" remanescente. Desta forma, a producdo de Zn3(POs), nio se
tornou negligenciavel neste estudo para concentracdes de ZnCl, acima de 4 mmol L' e a
turbidez gerada pela sua formagdo levou a um aumento da absorbancia detectada durante a
quantificagdo. De fato, experimentos complementares realizados em um espectrofotometro
UV-Vis (Evolution 60S Thermo Scientific, EUA) mostraram que uma solu¢do de ZnCl, 3
mmol L' em fase movel A (aproximadamente a concentragio resultante da dilui¢do de uma
concentracdo inicial de 16 mmol L' em 5 vezes) resultava em uma absorbancia de cerca de
0,780 a 280 nm. Dado que esse aumento de absorbancia foi observado no mesmo tempo de
retencdo do mAb nos cromatogramas da técnica de quantificagao, € possivel que, durante as
corridas realizadas, a ligacdo entre o ion metalico e os mAbs tenha sido quebrada ao se
favorecer a formacdo de Zn3(PO4): e este, eluido com a proteina.

Desta forma, ¢ possivel que, além das justificativas apresentadas, Dutra et al. (2020)
também tenham obtido rendimentos menores por conta de pequenas interferéncias causadas
pela reagdo entre ions Zn?' e o tampdo da fase movel, especialmente nos casos de
concentragdes maiores de ZnCl. Além disso, os autores reportaram o mesmo problema para
sistemas com pH entre 8 e 9, o que poderia ser justificado também, por sua vez, pela
formagdo de Zn(OH), ocasionada por efeito do pH sobre os fons Zn** em solugdes aquosas,
conforme apresentado na secdo 5.1. A fim de investigar o precipitado produzido nesta
situacdo, uma precipitacio batelada com 16 mmol L' de ZnCl, (também em Tris-HCI pH 7)
foi realizada e o precipitado, ressuspenso em tampao acetato 0,1 mol L' a pH 3,5 com razdes
de ressuspensao 1:1 (a), 1:2 (b) e 1:3 (c). O cromatograma resultante da analise em SEC deste
precipitado estd apresentado no Grafico 5, sendo que o pico referente ao mAb se encontra
entre 20 e 25 min. Este tempo de retencao € confirmado pelos cromatogramas apresentados no
Grafico 4, que descrevem os resultados da andlise em SEC do material de partida (a), do
padrao de mAb purificado por afinidade pela empresa parceira (b) e da solucdo de IgG
humana comercial utilizada para controle (c). Considerando as impurezas observadas no

Grafico 4b, ¢ possivel afirmar que o padrao fornecido ndo estd no nivel de pureza desejado e,
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por isso, o anticorpo representado pelo Grafico 4c foi adotado como padrao (pureza de 93%

medida por SEC).

Grafico 4. Cromatogramas obtidos em SEC para o material de partida (a), padrio de
mAD purificado pela empresa parceira (b) e padrao de IgG humana comercial (¢), em
fluxo isocratico com fase movel A e tamanhos de particula 7 pm (pré-coluna) e S pm
(coluna).
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Grafico 5. Cromatogramas obtidos em SEC para precipitados obtidos por precipitacio
com ZnClz 16 mmol L em razio de ressuspensio 1:1 (a), 1:2 (b) e 1:3 (c), em fluxo
isocratico com fase movel A e tamanhos de particula 7 pm (pré-coluna) e S pm (coluna).
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No Grafico 5, observa-se que, apesar da diluicdo das ressuspensoes, hd um pico de
tamanho apreciavel que aparenta manter o seu tamanho independente da razdo de
ressuspensao aplicada. Este pico se estende de 30 a 40 min de corrida, o que o caracteriza
como uma impureza de baixa massa molecular, ou a0 menos com uma massa molecular
inferior a do mAb. Embora seja possivel que o precipitado apresente impurezas esperadas
nesta regido do cromatograma, provenientes da coprecipitagdo de impurezas de baixa massa

molecular ja presentes no sobrenadante de cultura celular (observaveis no Grafico 4a e mesmo
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no Grafico 4b), o fato de que o tamanho do pico ndo esta sofrendo alteragdo aparente com o
aumento da diluicdo do sistema leva a crer que esta impureza estd surgindo apos a diluigdo.
Tendo em vista que o tampao de corrida utilizado para a técnica de SEC também ¢ constituido
por fosfato de sodio, observa-se, portanto, o mesmo tipo de interferéncia observada no
Grafico 3. Como em precipitados ressuspensos os ions Zn?* se encontram livres em solugio
apos a dissolugdo de sua ligacdo com os mAbs, a formacao de Zn3(PO4)> ocorre ainda mais
facilmente.

Desta forma, considerando o que foi observado no Grafico 3 e no Grafico 5, e os
apontamentos da se¢do 5.1, optou-se por ndo prosseguir com precipitagdes envolvendo ZnCl,
como unico agente precipitante, visto que as interferéncias provocadas entre este e as fases
moveis ndo sdo despreziveis e afetam de forma consideravel a quantificagcdo do anticorpo,
conforme observado no Grafico 2 e no Grafico 3. Sua utilizagdo sera feita apenas em baixas

concentragdes e, portanto, em combinagdo com PEG.

53 Ensaios de precipitacao
5.3.1 Curvas de solubilidade

Com base nos parametros de incubacdo determinados na se¢do 5.2, curvas de
solubilidade para o mAb (a partir do material de partida) foram geradas em tampao fosfato de
sodio e Tris-HCI, a diferentes valores de pH, utilizando PEG4000 ¢ PEG6000. Tendo em
vista os resultados apresentados na sec¢dao 5.1, todas as possibilidades de tampao foram
testadas para os dois tipos de PEG. O Grafico 6 apresenta as curvas obtidas para PEG4000 (a)
e PEG6000 (c) em tampao fosfato de sddio, com seus respectivos graficos de logaritmo da
solubilidade (log S) em fun¢do da concentragdo de PEG (b e d). O Gréafico 7, por sua vez,

apresenta os dados obtidos em tampao Tris-HCI.
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Grafico 6. Curvas de solubilidade do mAb (quantificadas por cromatografia de
afinidade com proteina A) em tampao fosfato de sodio, a diferentes valores de pH, para
PEG4000 (a) e PEG6000 (c), com seus respectivos graficos de log S (b e d).
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Grafico 7. Curvas de solubilidade do mAb (quantificadas por cromatografia de
afinidade com proteina A) em tampao Tris-HCl, a diferentes valores de pH, para
PEG4000 (a) e PEG6000 (c), com seus respectivos graficos de log S (b e d).
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Com base no Grafico 6 e no Grafico 7, nota-se pelo comportamento observado que o
tipo de tampao ndo aparenta ter um impacto relevantena solubilidade do mAb ao se utilizar
PEG4000 ou PEG6000 como agentes precipitantes. Considerando também os resultados
apresentados na se¢do 5.1, a falta de influéncia deste fator se torna ainda mais aparente.
Contudo, nota-se que o pH parece ter um efeito sutil sobre a precipitagdo do mAb a baixas
concentragdes de PEG, especialmente no caso de tampdo Tris-HCIL: neste tampdo, até
concentragdes de 8%, valores mais altos de pH resultaram em concentragdes mais baixas de
mADb no sobrenadante, enquanto a partir de concentragdes de 10%, o valor do pH ndo pareceu
afetar mais a solubilidade da proteina. Este efeito ¢ observado tanto em PEG4000 quanto em
PEG6000, sempre a valores de pH bésico (pH 7 a 9), que coincide com a faixa de pH efetiva
do tampao Tris-HCI.

Sommer et al. (2014) também reportaram este comportamento do pH a baixas
concentragdes de PEG durante a precipitacdo de mAbs. Os autores observaram que o pH nao
pareceu afetar o rendimento de precipitacdo para concentragdes de 10-14% de PEG de
maiores massas moleculares (4000 a 20.000 g mol!), o que concorda com os dados
observados no Grafico 6 e no Grafico 7. Ainda em seu trabalho, Sommer et al. (2014)
testaram cinco mAbs IgG; diferentes em seus experimentos e os dados mostraram que, a
baixas concentragdes de PEG, um pH mais basico (7 a 8,5) resultou em maiores rendimentos,
0 que sugere que, embora os valores de rendimento obtidos possam ser diferentes entre si para
cada mAb, este efeito do pH basico a baixas concentragdes de PEG repercute a mAbs IgGi de
forma geral. Knevelman et al. (2010), por sua vez, ndo observaram uma correlagdo clara entre
o pH e a reducdo da solubilidade de mAb IgGs em precipitagdes com PEG6000, mas
verificaram que o pH possuia um impacto mais relevante a altas concentracdes de PEG (10-
20%), especialmente para uma faixa de pH de 6 a 7. Ou seja, considerando os dados de
Sommer et al. (2014), Knevelman et al. (2010) e deste presente estudo, ha indicativos de que
o efeito do pH sobre a solubilidade de proteinas em precipitagdes com PEG se mostra
dependente do tipo de anticorpo (no caso de IgGs, em especial a sua subclasse).

Com relacdo a massa molecular de PEG, PEG6000 mostrou ter uma capacidade
melhor de reduzir a solubilidade do mAb do que PEG4000, visto que as curvas no Grafico 6 e
no Grafico 7 mostram que experimentos com PEG6000 alcangcaram menores concentragdes de
mADb no sobrenadante a menores concentragcdes de PEG. De fato, PEG6000 ja foi reportado
diversas vezes como uma massa molecular de PEG o6tima para precipitagdo de anticorpos
monoclonais e recombinantes (BURGSTALLER; JUNGBAUER; SATZER, 2019;
HAMMERSCHMIDT et al., 2015; KNEVELMAN et al., 2010; SOMMER et al., 2014).
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Sommer et al. (2014) chegaram a observar que melhores rendimentos eram obtidos
utilizando-se PEG20000, porém o aumento de viscosidade resultante do uso de PEG de massa
molecular maior ndo favorecia o processo € nao era compensado por um incremento relevante
do rendimento. Sendo assim, os autores consideraram PEG6000 como a melhor op¢ao
considerando o equilibrio entre rendimento obtido e viscosidade resultante. PEG3350 também
chegou a ser reportado mais de uma vez como uma boa op¢ao para precipitar mAbs, contudo
mais recentemente o seu uso tem sido feito acompanhado da combinacdo de outros agentes
precipitantes, como ZnCl, (KUCZEWSKI et al., 2011; LAIN et al., 2010; LI et al., 2019).
Além disso, Lain et al. (2010) observaram que, embora um rendimento melhor tenha sido
obtido com PEG3350 na precipitagdo de mAbs, PEG6000 resultou em uma melhor redugao
de HCPs.

No Grafico 7, observou-se um rendimento de 80% para precipitagdo realizada com
PEG6000 14% em Tris-HCl a pH 8, o que consistiu no melhor rendimento dentre os
experimentos realizados com PEG. Sommer et al. (2014) também observaram a condi¢do de
PEG6000 14% como a concentragdo de PEG 6tima para precipitacio de mAbs, embora os
autores tenham escolhido trabalhar a pH 7, mantendo o pH sem o uso de tampdes. Kuckweski
et al. (2011) também utilizaram Tris-HCI a um pH mais basico (8,5) como meio 6timo para a
precipitacdo de mAbs, apesar de os autores terem optado por trabalhar com PEG3350 14,4%.
Embora tenha sido observado que o pH ndo influi de maneira apreciavel na solubilidade do
mADb, valores de pH mais neutros (ente 7 e 8) se tornam preferiveis no sentido de preservar a
estrutura das proteinas e evitar a sua desnaturagao.

A solubilidade intrinseca (Sp) do mAb nos tampdes também foi calculada a partir do
ajuste da Equacdo (1) as secdes lineares das curvas de log S no Gréfico 6 e no Grafico 7. Os
resultados estdo apresentados na Tabela 3, sendo que a Sy obtida para um tampdo a
determinado pH consiste na média das solubilidades intrinsecas obtidas com PEG4000 e

PEG6000.

Tabela 3. Solubilidade intrinseca do mAb em tampoes fosfato de sodio e Tris-HCI, a
diferentes valores de pH.

Solubilidade intrinseca (ug mL™)

Tampao pH6 pH 7 pH 8 pHI

Fosfato de s6dio 50 mmol L-! 2,65 +0,47 2,81 +0,26 2,60 +0,38 -
Tris-HCI 50 mmol L' - 3,40 £0,55 3,07 £0,05 2,48 +£0,18
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Observando-se a Tabela 3, percebe-se que, para os dois tampdes, a Sy do mADb se
encontra na faixa de 2,50 a 3,40 pg mL™'. Tendo em vista que se trata de uma faixa estreita, é
possivel dizer que as solubilidades intrinsecas da Tabela 3 sdo proximas e que ndo ha
diferenca relevante entre elas considerando pH e tipo de tampao. Isto corrobora com os dados
apresentados no Grafico 6 e no Grafico 7, refor¢gando a observagdao de que nio hé influéncia
apreciavel na solubilidade do mAb por parte da variagcao de tampao ou do pH (com excegao
de casos a baixas concentragdoes de PEG e em valores de pH basico, conforme foi discorrido e
que pode ser observado na Tabela 3 para valores de Sy em uma faixa de pH de 7 a 9).

Tendo em vista que PEG6000 se mostrou um agente precipitante melhor para o mAb
do que PEG4000, experimentos avaliando a adicdo de ZnCl, a precipitagdes utilizando
PEG6000 foram realizados com o intuito de verificar se uma reducao da concentracdo de PEG
necessaria, sem grandes mudancas de rendimento, era possivel. Conforme discorrido nas
secdes 5.1 e 5.2, ZnCl, foi utilizado apenas em concentra¢des de até 3 mmol L. Desta forma,
curvas de solubilidade utilizando PEG6000 com adi¢do fixa de 1, 2 ¢ 3 mmol L™ de ZnCl,
foram geradas (a) e estdo apresentadas no Grafico 8, juntamente com seu grafico de log S (b).
Apesar de melhores rendimentos terem sido obtidos para PEG6000 em tampao Tris-HCl a pH
8, por conta das interferéncias apresentadas na se¢do 5.1, os experimentos foram realizados

apenas em tampao Tris-HCl a pH 7.

Grafico 8. Curvas de solubilidade do mAb em tampao Tris-HCI a pH 7 para PEG6000
com a adi¢iio de 1 a 3 mmol L! de ZnCl: (a) e suas respectivas curvas de log S (b).
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O Grafico 8 mostra que a adicdo de ZnCl, se mostrou benéfica para a redugdao da
concentracdo de PEG necessaria na precipitagdo do mAb, especialmente para concentragdes
maiores de ZnCl, (2 a 3 mmol L'). Comparando-se o Grafico 8a com o Gréafico 7¢, que
mostra a curva de solubilidade do mAb utilizando-se PEG6000 em Tris-HCI pH 7 sem a
adi¢do de ZnCly, percebe-se que a adi¢do de 1 mmol L™ de ZnCl, levou a uma curva similar a

do Gréfico 7c, sem grandes alteracdes e alcangando a mesma concentragdo final de mAb de
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cerca de 2,0 ug mL™!. O uso de 2 mmol L' de ZnCly, no entanto, ajudou a alcangar uma
concentragio final de mAb inferior a 2,0 pg mL"!, havendo uma maior proximidade entre os
valores de concentracdo resultantes do uso de 16% e 14% de PEG6000, o que sugere um
avanco na tentativa de reduzir a concentragdo de PEG necessdria para atingir uma
estabilizacdo da queda de concentragdo de mAb. Porém, o uso de 3 mmol L' de ZnCl, levou
a um decréscimo mais acentuado da solubilidade do mAb, havendo uma estabilizacdo de sua
concentragdo em torno de 12% de PEG6000. Nesta condicao (PEG6000 12% com ZnCl 3
mmol L), o rendimento obtido foi de 67%, o que é um pouco maior que o rendimento obtido
para PEG6000 16% no mesmo tampao e pH, mas sem adi¢do de ZnCl, (64%). Embora nao
haja um aumento apreciavel do rendimento, o uso de ZnCl: permitiu uma redugdo da
concentracdo de PEG necessaria e, possivelmente, da viscosidade do sistema também.

Burgstaller, Jungbauer e Satzer (2019), que estudaram a precipitacdo de anticorpos
recombinantes utilizando a combina¢ao de PEG6000 e ZnCl,, verificaram que, utilizando o
mesmo tampdo e pH que esse estudo, uma combinacio de PEG6000 7% e ZnCl, 2 mmol L
foi suficiente para promover um rendimento de mais de 99%. Esta maior reducdo da
quantidade de PEG necessaria obtida pelos autores, em comparacdo aos dados aqui
apresentados, pode ser explicada por diferengas no tipo e na concentracio de mAbs no
material de partida: a concentra¢do inicial de anticorpos no sistema também apresenta um
impacto na quantidade de PEG necessaria para atingir minima solubilidade, sendo que
sistemas mais concentrados tendem a necessitar de quantidades menores, enquanto sistemas
diluidos requerem maiores quantidades (KNEVELMAN et al., 2010). Considerando a baixa
concentracdo do material de partida (cerca de 5 pg mL™'), é provavel que isto justifique a
necessidade ndo s6 de uma maior quantidade de PEG6000, mas também de ZnCl,. Li ef al.
(2019), por sua vez, obtiveram 97% de rendimento combinando PEG3350 7% e ZnCl; 10
mmol L para precipitar mAbs. Embora também seja observada uma reducio na concentragio
de PEG necessaria, observa-se que a escolha dos autores em optar por um PEG de massa
molecular menor resultou na necessidade de aumentar a concentracdo de ZnCl, adicionada.
Tendo em vista que os autores utilizaram tampao HEPES e método ELISA para quantificar os
anticorpos, as interferéncias relatadas nas se¢des 5.1 e 5.2 deste estudo nao foram reportadas
pelos autores, apesar da maior concentragdo de ZnCl,.

A Sy do mAb em Tris-HCI pH 7 na presenca das diferentes concentragdes de ZnCl
fixadas também foi calculada e estd apresentada na Tabela 4. Visto que apenas experimentos

utilizando PEG6000 na presenga de ZnCl, foram realizados (ndo consistindo, portanto, os
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valores da Tabela 4 em médias aritméticas), ndo foi possivel gerar os desvios padrdes

referentes a estes dados.

Tabela 4. Solubilidade intrinseca do mAb em tampéao Tris-HCI pH 7, na presenca de
diferentes concentracoes de ZnCl..

Solubilidade instrinseca (ug mL™)

Concentracido de ZnCl, (mmol L)

Tampao 1 2 3

Tris-HC1 50 mmol L', pH 7 5,27 4,59 1,48

A Tabela 4 mostra uma solubilidade intrinseca maior para ZnCl> em concentragdes de
1 ¢ 2 mmol L' quando comparado a Sy apresentada na Tabela 3 para Tris-HCI a pH 7 sem
ZnClz (3,40 ng mL™"). Considerando as flutuagdes causadas pela dilui¢do do sistema e pela
extrapolacdo da Equagdo (1) no Grafico 8b, acredita-se que estes valores sejam na verdade
menores e, portanto, da mesma ordem dos valores apresentados na Tabela 3, visto que ndo
haveria sentido a adi¢do de ZnCl» (um agente precipitante) promover um aumento da
solubilidade do mAb no sistema. Por outro lado, a Sy para 3 mmol L' de ZnCl, mostrou-se
menor que 3,40 pug mL'. Embora haja também a possibilidade de flutuagdes terem
influenciado esse valor, é possivel sugerir que a adi¢cdo de apenas ZnCl, ao sistema a partir de
3 mmol L' ji promova uma queda na solubilidade do mAb, mesmo sem a adigdo de PEG. De
fato, isso pode ser verificado no Grafico 8a, em que a adigio de ZnCl> a 1 ¢ 2 mmol L™ ndo
promoveu uma mudanga tao acentuada na solubilidade minima da proteina quando comparada
a do Gréfico 6a, ao passo que a adi¢io de 3 mmol L! promoveu uma queda mais acentuada.

Assim sendo, considerando os dados apresentados e discorridos nesta se¢do, foram
escolhidas as condi¢des de PEG6000 14% em tampao Tris-HCI pH 8 e PEG6000 12% com
ZnCly 3 mmol L' em Tris-HCI pH 7 para serem aplicadas em experimentos de precipitacio

batelada.

5.3.2 Precipitagdes em batelada

Considerando as melhores condi¢cdes avaliadas e escolhidas na secao 5.3.1,
experimentos em batelada foram realizados a fim de investigar o rendimento e a pureza (com
relagdo ao contetdo proteico) dos precipitados, além de determinar as condigdes 6timas para
sua ressuspensdo em termos de pH e razdo de diluicdo (RD) aplicados. Foram selecionados
tampdo fosfato de sddio 50 mmol L™ na faixa de pH 6-8 para a ressuspensio de precipitados

obtidos por precipitagdo com apenas PEG6000, enquanto tampao acetato 0,1 mol L™ na faixa
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de pH 3,5-6 foi adotado para ressuspensdo de precipitados obtidos por precipitacdo
envolvendo ZnCl,. Precipitados obtidos por precipitacio com PEG6000 nao foram lavados
antes da ressuspensao, pois experimentos preliminares indicaram que a inclusdo da etapa de
lavagem impactava o rendimento ¢ ndo levava a um aumento aprecidvel da pureza quando
comparada a pureza obtida sem lavagem. Precipitados obtidos por precipitagio com
PEG6000/ZnCl,, por sua vez, foram lavados com solucdo contendo apenas tampao e
PEG6000 12%, a fim de evitar a adi¢ao de ZnCl, no sistema e possiveis interferéncias, sendo
que sua inclusdo foi adotada com base em estudos preliminares que indicaram que a auséncia
da etapa de lavagem dificultava a ressuspensdo do precipitado neste caso.

Os resultados de rendimento e pureza obtidos nos ensaios em batelada, tanto para
precipitados gerados por precipitagdo com PEG6000 14% quanto com PEG6000 12%/ZnCl; 3
mmol L', podem ser encontrados na Tabela 5 e na Tabela 6.

Tabela 5. Resultados de rendimento e pureza obtidos na ressuspensio de precipitados
obtidos por precipitacio com PEG6000 14%.

Ensaio pH RD Rendimento (%) Pureza (%)
1 6 1 100 15
2 8 1 100 3
3 6 3 88 3
4 8 3 88 1
5 7 2 91 3
6 7 2 92 7
7 7 2 90 3

Tabela 6. Resultados de rendimento e pureza obtidos na ressuspensio de precipitados
obtidos por precipitacio com PEG6000 12% e ZnClz 3 mmol L.

Ensaio pH RD Rendimento (%) Pureza (%)
1 3,5 1 100 38
2 6 1 100 59
3 3,5 3 86 17
4 6 3 86 44
5 5 2 93 58
6 5 2 89 53
7 5 2 92 56
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Dado que todos os dados apresentaram distribuicdo normal, estes foram testados para
um modelo linear envolvendo pH e RD. A modelagem do rendimento (R) de precipitados
obtidos por precipitagdo com PEG6000 resultou na Equagdo (8), cujo R? predito foi de
0,8966, ¢ a modelagem de sua pureza (P) resultou na Equacdo (9), que apresentou R? predito
de 0,9084. E importante salientar que as variaveis pH ¢ RD dos modelos devem inseridas em
sua forma codificada, conforme os planejamentos da Tabela 1. Dado que ambos os valores de
R? sdo suficientes para aceitar os modelos como validos (R* > 0,7) e que a distribui¢cdo F
calculada de cada modelo foi maior que o seu valor tabelado (Apéndice II), as superficies de
resposta (a) e as curvas de contorno (b) de cada modelo foram geradas e estdo apresentadas no

Grafico 9 (rendimento) e no Gréfico 10 (pureza).
R = 0,9320 + 0,0001 pH — 0,0561 RD ®)
P =0,0514 — 0,0342 pH — 0,0364 RD 9)

Grafico 9. Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) de modelo linear gerado
para prediciao de rendimento em funcio do pH e RD de ressuspensio de precipitados
obtidos por precipitacio com PEG6000 14%.
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Grafico 10. Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) de modelo linear gerado
para predicio de pureza em funcio do pH e RD de ressuspensio de precipitados obtidos
por precipitacio com PEG6000 14%.

(a) (b)

0.8
0,6

0.18 0,4
9.6 0,2
0,14 a '
0,0
- 0,12 o
£ 010 0,2
ﬁ .08 04
0.08 -0,6 Il >014
0,04 Il <013
0.2 08 B <011
’ -1,0 B <009
. [ <0,07
-1,0 -08 -06 -04 -02 00 02 04 06 08 1,0 HEH<005
B <003
pH B <001

A Equacdo (8) indica que o pH possui um impacto negligencidvel na ressuspensdo de
precipitados obtidos por precipitacdo com PEG6000 14%, enquanto a RD possui um impacto
negativo conforme o seu aumento, ou seja, conforme o aumento da diluicdo do sistema.
Considerando que um aumento da diluicdo implicaria em maiores chances de perda de
precipitado, esta inferéncia se torna plausivel. Observando-se o Grafico 9a, este mesmo
comportamento pode ser observado para as duas varidveis, em que o rendimento da superficie
de resposta se mostra praticamente constante frente ao pH, porém sofre um claro decréscimo
frente a0 aumento de RD. O mesmo pode ser observado para a curva de contorno no Grafico
9b. Desta forma, tendo em vista o efeito negligenciavel do pH, o Grafico 9 ndo mostra um
ponto 6timo para a ressuspensao dos precipitados, mas uma regido 6tima, que vaide pH 6 a 8,
auma RD de 1:1. Ja a Equagdo (9), por sua vez, apresenta um efeito do pH sobre a pureza que
ndo se torna mais negligenciavel. Pelo contrario, ele apresentou um impacto negativo
conforme o seu aumento, ao passo que o aumento de RD também levou a um impacto
negativo. Desta forma, o Grafico 10 apresenta, neste caso, a existéncia de um ponto 6timo que
coincide com o valor de pureza obtido no Ensaio 1 (15%; Tabela 5), no qual aplicou-se um
pH de 6 e uma RD de 1:1.

Contudo, observa-se uma discrepancia dos resultados de pureza obtidos quando
comparados aos resultados de rendimento. Considerando-se que os valores de rendimento de
mADb foram todos acima de 85%, esperava-se a principio que os correspondentes valores de
pureza fossem maiores ou ao menos similares a pureza do material de partida (47,6%), caso

um grande nivel de coprecipitagdo houvesse ocorrido. No entanto, as purezas apresentadas na
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Tabela 5 estdo todas abaixo da pureza do material partida — mesmo o ponto 6timo
determinado pelo Grafico 10. Tendo em vista a baixa concentragao do material de partida e,
consequentemente, dos sistemas investigados durante as precipitagdes, ¢ possivel que a
concentragdo de mAbs com a qual se trabalhou esteja proxima do nivel de detec¢do do
método utilizado para quantificagdo, de forma que os picos observados para o tempo de
retencdo associado ao mAb nestes testes (e confirmados pelo Grafico 4) estejam influenciados
pelo tampao utilizado ou mesmo pela troca de fases moveis durante as corridas.

Sommer et al. (2014) ndo realizaram um estudo mais aprofundado com relagdo a
ressuspensao de precipitados obtidos por precipitacio com PEG6000 14%, optando por
ressuspendé-los sempre com tampdo histidina 20 mmol L' com NaCl 100 mmol L', a RD
proxima de 1:1. Os autores observaram poucas variagdes entre as purezas obtidas para os
diferentes mAbs IgG estudados, sugerindo que a forma de ressuspensdo utilizada pelos
autores pode ser estendida a mAbs deste tipo de forma geral, quando obtidos por precipitagao
em condigdes similares. Considerando que tampao histidina possui um pKa de 6,2 e, portanto,
um controle de pH efetivo em torno de pH 6, nota-se que os resultados obtidos para Sommer
et al. (2014) concordam com os resultados observados no Grafico 9 e na Tabela 5 em termos
de pH, ou seja, que pH 6 se mostra uma alternativa melhor para a ressuspensdo de
precipitados obtidos por precipitagdo com PEG6000.

A modelagem resultante para o rendimento de precipitagdes envolvendo
PEG6000/ZnCl; resultou na Equacgao (10), cujo R? predito foi de 0,9498. Infelizmente, nao foi
possivel gerar um modelo linear para a pureza neste caso, visto que o R? predito obtido ficou
abaixo do minimo desejavel (0,6641). Uma possivel solu¢do para este caso seria a geragao de
um modelo quadratico a partir da adicdo de pontos axiais a matriz da Tabela 6, contudo, isto
ndo se torna interessante no contexto da precipitacao utilizada: a inser¢ao de pontos axiais
exigiria a realizagdo de experimentos com um pH de ressuspensdo abaixo de 3,5, o que se
torna excessivamente agressivo para os mAbs e poderia causar sua desnaturagdo, € com um
pH acima de 6, o que impossibilitaria a ressuspensdo do precipitado, visto que condi¢des
dcidas sdo necessarias para desfazer as ligagdes entre ions Zn?>" e as proteinas
(BURGSTALLER; JUNGBAUER; SATZER, 2019; DUTRA et al, 2020). Burgstaller,
Jungbauer e Satzer (2019) chegaram a alcancar a ressuspensao de precipitados obtidos por
precipitagio com PEG6000 7% combinado com ZnCl, 2 mmol L utilizando tampdo fosfato
de sddio a pH 7, porém apenas a uma razao de diluicdo de 1:5. Considerando o aumento de
volume que resultaria da aplicacdo de uma ressuspensao nessas condi¢des € a propria baixa

concentracdo do material de partida, o procedimento se torna inviavel. Desta forma, optou-se
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por ndo adaptar o planejamento da Tabela 6 e as purezas obtidas foram avaliadas diretamente
na Tabela 6 por comparacao entre seus valores.

Visto que o modelo da Equacao (10) também apresentou distribuicao F calculada
maior que a tabelada (Apéndice II), foi possivel obter a sua superficie de resposta (a) e curva

de contorno (b), que estdo presentes no Grafico 11.
R =0,9287 — 0,0670 RD (10)

Grafico 11. Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) de modelo linear gerado
para prediciao de rendimento em funcio do pH e RD de ressuspensio de precipitados
obtidos por precipitacio com PEG6000 12% e ZnCl: 3 mmol L.

ojueUIpUaY

| ER
<
B <098
B <09
[ <094
[]<092
-1,0 -08 -06 -04 -02 00 02 04 06 08 1,0 EH<09
B <0288
pH B <086

Assim como foi observado no modelo da Equagao (8), o pH também nao apresentou
influéncia apreciavel sobre o rendimento do processo de ressuspensdo de precipitados obtidos
por precipitacio com PEG6000/ZnCl,. Tal qual também foi observado no caso de
precipitados obtidos por precipitacio com PEG6000, a RD apresentou impacto negativo sobre
o rendimento conforme o seu aumento, indicando que a diluicdo do precipitado acarreta
maiores perdas. Desta forma, o Grafico 11 também apresenta uma regido Otima para
ressuspensao dos precipitados em termos do rendimento, que vai de pH 3,5 a 6 a uma RD de
1:1. Os dados de pureza da Tabela 6, no entanto, indicam um efeito positivo do aumento de
pH nesta variavel. Os menores resultados de pureza coincidem com os ensaios que adotaram
pH 3,5 para a ressuspensao, sugerindo que esta condi¢ao ¢ agressiva demais para os mAbs. O
melhor valor de pureza obtido coincidiu com o Ensaio 2 (59%), que adotou pH 6 ¢ uma RD
de 1:1, seguido pelo Ensaio 5 (58%), que adotou pH 5 e uma RD de 1:2. Considerando que a
adogao de uma RD de 1:3 a pH 6 (Ensaio 4) levou a um decréscimo da pureza, nota-se um

efeito negativo do aumento da RD neste caso. O mesmo foi observado para os ensaios a pH
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3,5, que passaram de uma pureza de 38% (Ensaio 1, RD 1:1) para uma de 17% (Ensaio 3, RD
1:3). No entanto, o uso de uma RD de 1:2 a pH 5 resultou em purezas proximas daquela
obtida a pH 6 ¢ RD 1:1, sugerindo que ou a RD ndo possui um impacto relevante em
ressuspensdes a pH 5, ou que um ensaio a pH 5 ¢ RD 1:1 poderia resultar em uma pureza
maior que 59%. Observa-se que, no caso destes experimentos, os valores de rendimento
concordam com os valores de pureza, considerando-se que o motivo para estes terem ficado
abaixo de 60% seja a ocorréncia de coprecipitagdo. No entanto, € preciso considerar também
neste caso que, devido ao baixo titulo de anticorpo no material de partida, é possivel que os
rendimentos da Tabela 6 sejam maiores que os valores reais.

Burgstaller, Jungbauer e Satzer (2019) observaram o uso de tampao acetato a pH 3,5 e
uma RD de 1:2 como a condigdo Otima para a ressuspensdao de precipitados obtidos por
precipitagio com PEG6000 12% e ZnCl, 2 mmol L. Os resultados dos autores discordam
daqueles apresentados na Tabela 6, na qual o uso de um pH mais acido se mostrou prejudicial
ao precipitado. Considerando que os autores trabalharam com apenas um tipo de mAb IgG —
diferentemente de Sommer et al. (2014), que avaliaram cinco — pode-se sugerir que a
ressuspensao de diferentes mAbs pertencentes a classe IgG e que tenham sido obtidos por
precipitagdo combinando PEG6000 e ZnCl; ndo segue um comportamento similar. Contudo, é
preciso considerar também que o tipo de sobrenadante utilizado pelos autores (proveniente de
cé¢lulas CHO) foi diferente do utilizado no presente trabalho (proveniente de hibridomas), de
forma que a composi¢cdao do material de partida (em especial suas impurezas) pode influenciar
as melhores condigdes de ressuspensdo de precipitados obtidos com PEG6000/ZnCl»
(GRONEMEYER; DITZ; STRUBE, 2014; GROSSHANS; SUHM; HUBBUCH, 2019; JIN et
al., 2010)

A fim de avaliar o perfil proteico das melhores condigdes, os cromatogramas de SEC
do Ensaio 1 para precipitagdo com PEG6000 14% (a) e do Ensaio 2 para precipitacdo com
PEG6000 12% e ZnCl, 3 mmol L (b) estdo apresentados no Grafico 12. O pico associado ao
mAb estudado se encontra entre os de 20 e 25 min, conforme evidenciado pelo Grafico 4 na

secdo 5.2.
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Grafico 12. Cromatogramas obtidos em SEC para o precipitado obtido por precipitacao

com PEG6000 14% (a) e para o precipitado obtido por precipitacio com PEG6000 12%

e ZnCl> 3 mmol L™ (b), em fluxo isocratico com fase mével A e tamanhos de particula 7
pm (pré-coluna) e 5 pm (coluna)..
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Conforme pode ser observado no Grafico 12, a ocorréncia de coprecipitagdo ocorre
nas duas condicdes de precipitacdo estudadas, tanto para impurezas de baixa massa molecular
quanto de alta massa molecular. Considerando as diferentes propor¢des de intensidade em
cada grafico, nota-se que ambas as técnicas resultaram em impurezas de baixa massa
molecular com intensidades proximas, enquanto a intensidade de impurezas de alta massa
molecular se mostrou maior no Grafico 12b do que no Grafico 12a — isto inclui a observacao
de agregados (pico em 20 min) no Grafico 12b. Visto que agregados também sao observados
no Grafico 4a, ¢ possivel que a técnica de precipitagdo envolvendo PEG6000/ZnCl, cause
também a coprecipitacdo de agregados. No entanto, apesar de uma maior intensidade de
impurezas ser observada no Grafico 12b com relagdo ao Grafico 12a, a diferenga de
intensidade entre seus picos associados ao mAb, ¢ a diferenca de intensidade entre estes e
seus respectivos picos de impurezas, indicam que a técnica de precipitacdo utilizando
PEG6000/ZnCl> se mostrou mais seletiva do que a técnica utilizando apenas PEG6000.

Considerando também a diferenga de intensidade do sinal captado e apresentado no eixo das
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ordenadas do Grafico 4a em relacdo ao Grafico 12a e Grafico 12b, isto sugere que, de fato, os
rendimentos observados na Tabela 5 e na Tabela 6 sao maiores que os valores reais.
Considerando que a pureza estimada do material de partida foi de 47,6%, nota-se que
o fator de purificacdo resultante da aplicagdo das técnicas de precipitagdo foi de 0,31 para o
uso de PEG6000 14% e 1,24 para PEG6000 12% com ZnCl, 3 mmol L. Desta forma,
verifica-se que houve de fato uma purificagdo do material de partida por parte da técnica
utilizando PEG6000/ZnCl», ao passo que a técnica utilizando apenas PEG6000 resultou em
uma pureza menor que a inicial, o que sugere uma coprecipitagdo de impurezas maior do que

a precipitacdo da molécula-alvo em si e uma menor seletividade da técnica.

54 Determinacao da viscosidade dinamica

Os precipitados ressuspensos com melhores valores de rendimento e pureza (Ensaio 1
da Tabela 5 e Ensaio 2 da Tabela 6, ambos ressuspensos a pH 6 ¢ RD 1:1) foram selecionados
e avaliados em um redmetro para determinagdo de sua viscosidade dindmica, bem como de
seu indice de comportamento de fluido n e, portanto, seus comportamentos de fluxo, a partir
do ajuste da Equacao (4). A fim de avaliar o efeito da diluicao sobre a viscosidade do sistema,
os melhores resultados para uma RD diferente de 1:1 (Ensaio 6 da Tabela 5 e Ensaio 5 da
Tabela 6, ambos a RD 1:2) também foram selecionados e avaliados. Os resultados obtidos
estdo presentes na Tabela 7, que inclui também os resultados obtidos para o material de
partida, a solugdo estoque de PEG6000 40%, o sobrenadante das precipitacdes realizadas e
uma solugdo de PEG6000 16% (sem material de partida). Os dados da Tabela 7 mostram que
as solugdes de PEG6000 e tampao apresentaram comportamento Newtoniano, o que concorda
com a literatura reportada (BRIKOV; MARKIN; SUKHOVERKHOV, 2015). Desta forma,
considerando que todas as amostras consistiam em solugdes aquosas ou contendo PEG6000
em concentragio proxima de 16%, adotou-se uma taxa de cisalhamento de 100 s para
verificagdo da viscosidade aparente, visto que consiste em um valor tipico para o escoamento

de fluidos em tubulagdes.
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Tabela 7. Indices de comportamento de fluxo e viscosidade aparente para precipitados
ressuspensos, sobrenadantes de precipitacio e mate rial de partida.

Amostra

Indice de comportamento de

fluido

Viscosidade dinAmica

aparente (mPa s)

Material de partida

0,8390 + 00,0887

0,9959 +0,1421

Solugdes de PEG6000 e tampao
Concentragao 40%

Concentragdo 16%

1,0027 +0,0085
1,0108 = 0,0049

62,5947 £1,4528

7,1773 £ 0,0657

Precipitagdes com PEG6000 14%
Ensaio 1
Ensaio 6

Sobrenadante

1,1301 +0,0037
0,9870 +0,0097
0,9959 +0,0061

0,8323 +0,0136
0,7996 + 0,0165
5,7098 +0,1055

Precipitagdes com PEG6000 12% e
ZnCl, 3 mmol L'
Ensaio 2
Ensaio 5

Sobrenadante

0,7518 £ 10,0631
0,7028 +0,0953
0,8676 +£0,0117

2,4099 + 0,0945
1,9993 +0,7778
5,9626 +0,1035

Com base na Tabela 7, nota-se que os sobrenadantes dos dois tipos de precipitagao
(com PEG6000 e PEG6000/ZnCl») possuem viscosidade aparente semelhante (na ordem de
5,5 a 6,0 mPa s), de forma que a adi¢do de ZnCl,, nesse caso, ndo foi suficiente para reduzir a
viscosidade do sistema durante a precipitacdo. Isto era esperado, considerando que o
decréscimo na concentragdo de PEG6000 causada pela adigdo de ZnCl, foi relativamente
baixo (2% de diferenca). Com relag@o aos precipitados ressuspensos, no entanto, percebe-se
que as viscosidades aparentes resultantes diferem de acordo com a metodologia aplicada a
eles. Os precipitados obtidos por precipitagdo com PEG6000 apresentaram viscosidade
aparente proxima do material de partida, ao passo que os precipitados obtidos pela
combinagdo de PEG6000 e ZnCl, apresentaram viscosidade aparente superior, embora ainda
inferior a do sobrenadante. Isto sugere que a lavagem do precipitado pode consistir em um
fator relevante para a elevagcdo da viscosidade, visto que precipitados de PEG6000/ZnCl»
foram lavados com solu¢do de PEG6000 e os precipitados de PEG6000, ndo. Contudo, as
questdes relacionadas ao rendimento discorridas na secao 5.3.2 podem apresentar uma
influéncia nesta questdo também, isto €, se os rendimentos dos precipitados obtidos com
PEG6000 forem significativamente menores que aqueles observados na Tabela 5, a

quantidade de PEG6000 remanescente apos retirada do sobrenadante serd consequentemente
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baixa. Com relacdo a razdo de diluicdo, este fator apresentou pouca relevancia na viscosidade
aparente dos precipitados ressuspensos, que nao sofreram decréscimo apreciavel.

Com relacao ao indice de comportamento de fluido, observou-se um comportamento
Newtoniano (ou proximo de Newtoniano) para algumas das amostras, conforme esperado.
Contudo, a maioria das amostras desviou desse comportamento: por exemplo, observou-se
um comportamento dilatante para o Ensaio 1 da Tabela 5. Considerando que a maioria das
amostras testadas constituiam suspensdao de particulas (precipitados ressuspensos), este
comportamento pode ser explicado pela interacdo entre estas particulas, que, com um
aumento do nimero de choques e da formagao de agregados durante o escoamento, leva a um
aumento da viscosidade (ANTON PAAR, 2023). Isto pode ser um indicativo de que esta
amostra se encontra mais concentrada que as outras — especialmente de impurezas, ao se
considerar o Grafico 12a. Porém, este comportamento sé passou a ser observado a partir de
uma taxa de cisalhamento de 300 s, de forma que até este momento (incluindo a taxa fixada
de 100 s™), a amostra apresentou comportamento Newtoniano (7 = 1,0037).

Por outro lado, observou-se um comportamento pseudoplastico para o Ensaio 2 da
Tabela 6, o Ensaio 5 da Tabela 6 e o sobrenadante da precipitagdo realizada com
PEG6000/ZnCl> — na verdade, o material de partida também demonstrou um comportamento
pseudoplastico. Este comportamento do material de partida, embora inesperado, pode ser
atribuido a tracos de soro fetal bovino remanescentes da suplementacdo durante a produgdo
dos anticorpos, visto que foi reportado que culturas de células contendo soro fetal bovino em
biorreatores apresentaram comportamento pseudoplastico (WYMA et al., 2018). O
comportamento das amostras resultantes da precipitagdo com PEG6000/ZnCly, por sua vez,
pode ser possivelmente explicado pela presenca de ions Cl” provenientes da adicdo de ZnCla:
sendo fortes agentes caotrdpicos, estes desfazem a estrutura natural da agua (clusters de agua)
e levam a um aumento do niumero de moléculas livres de agua, de forma que a solugao se
afasta de um comportamento Newtoniano (CHEN et al., 2017). Chen et al. (2017) avaliaram o
indice de comportamento de fluido de solugdes de ZnCl, a diferentes concentracdes, a uma
temperatura de 25°C, e obtiveram valores de »n de 0,172, 0,192, 0,229 ¢ 0,571 para solugdes
de 29,6, 35, 45 e 65% de ZnCl,, respectivamente. Dado que ions Zn*" permanecem no
precipitado e em solugdo apds a ressuspensdo, isto explica o comportamento que também foi
observado para os precipitados ressuspensos. De fato, testando-se um precipitado gerado por
precipitagio com ZnCl, 16 mmol L e ressuspenso em razdo de dilui¢do 1:1, e ajustando a
Equagdo (4) aos resultados, observou-se um n de 0,7647, o que mais uma vez caracteriza um

comportamento pseudoplastico.
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Dutra et al. (2020) avaliaram a viscosidade resultante de precipitados ressuspensos
gerados por precipitagio com PEG6000 14%, PEG6000 7%/ZnCl, 2 mmol L' e ZnCl, 12
mmol L. Os autores observaram uma viscosidade de cerca de 6,5 mPa s para o precipitado
gerado com apenas PEG6000 e uma viscosidade de aproximadamente 3 mPa s para o
precipitado gerado pela combinagdo de PEG6000 e ZnCly, ao passo que o precipitado obtido
com ZnCl, apresentou viscosidade proxima do material de partida (aproximadamente 1 mPa
s). Os resultados dos autores discordam dos apresentados na Tabela 7 com relagdo aos
precipitados obtidos por precipitagdo com PEG6000, mas estdo proximos da viscosidade
obtida para o sobrenadante — o que pode ser um indicativo de que, de fato, os rendimentos
obtidos estdo acima dos valores reais e ndo refletem a verdadeira concentracdo de mAbs
precipitados. Contudo, o resultado acerca da precipitacdo com PEG6000/ZnCl, concorda com
o resultado da Tabela 7, indicando que uma redugao tdo acentuada da concentracao de PEG
na precipitagdo ndo ¢ necessaria para alcancar um valor de viscosidade na ordem de 2,5 a 3
mPa s. No caso do resultado relativo ao precipitado obtido com precipitagdo utilizando apenas
ZnCly, o valor de viscosidade obtido pelos autores foi menor do que a viscosidade aparente

observada para o teste com ZnCl, em 103 s™!, que foi de 1,8271 mPas.
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6 CONCLUSOES

A técnica de precipitagdo com PEG, ZnCl; e a combinagdo dos dois foi testada para a
captura de mAbs IgG; anti-IgG humana a partir de sobrenadante de cultura celular clarificado.
Observou-se que o uso de ZnCl, como agente precipitante ndo se torna possivel na presenca
de tampao fosfato de sodio ou tampao Tris-HCI em pH maior que 7, visto que a precipitacao
de Zn3(PO4)2 ou Zn(OH); ocorre mesmo na auséncia de material de partida. No entanto, a
analise da precipitagdo realizada a pH 7 com Tris-HCI ndo pode ser efetuada, visto que o
ZnCl levava a interferéncias com a fase movel utilizada nos métodos analiticos, de forma que
seu uso s6 se tornou possivel em baixas concentragdes (até 3 mmol L) e, portanto, em
combinagdo com PEG. PEG6000 se mostrou um agente precipitante mais eficaz que
PEG4000 para os mAbs, sendo que seu processo de precipitacdo se mostrou independente do
tipo de tampao utilizado e pouco afetado pelo pH do sistema com o uso de altas concentragdes
de PEG (maiores que 10%). Foi obtido um rendimento de 80% com o uso de PEG6000 14%
em Tris-HCI pH 8, enquanto o uso de PEG6000 12% e ZnCI2 3 mmol L' em Tris-HCI pH 7
alcangou um rendimento de 67%, que foram consideradas as melhores condicdes de
precipitagdo. A otimizacao da ressuspensao dos precipitados revelou que o pH se mostrou
pouco influente no rendimento de mAbs, ao contrario da razao de diluigdo, que reduziu o
rendimento conforme o aumento da diluicdo do sistema. Com relacdo a pureza destes
precipitados, tanto o pH quanto a razdo de dilui¢do apresentaram influéncia aprecidvel. Foram
obtidos 100% de rendimento e 15% de pureza para precipitado obtido com PEG6000 14% e
ressuspenso em fosfato de sodio pH 6 em razdo 1:1, e um rendimento de 100% e pureza de
59% para precipitado obtido com PEG6000 12%/ZnCl> 3 mmol L e ressuspenso em tampio
acetato pH 6 e razdo 1:1. Os cromatogramas obtidos para estimativa de pureza mostraram que
o uso de PEG6000/ZnCl; se mostrou mais seletivo para a captura dos mAbs IgG; anti-IgG
humana, embora apresentasse também a presenca de agregados na solucdo. A analise de
viscosidade dindmica dos precipitados ressuspensos mostrou que as amostras obtidas por
precipitagdo com PEG6000 apresentaram viscosidade préxima do material de partida,
indicando que seu verdadeiro rendimento de mAbs ¢ provavelmente menor do que aqueles
obtidos neste estudo. Os precipitados obtidos por precipitagdo com PEG6000/ZnCl»
apresentaram viscosidade proxima da relatada na literatura, porém a viscosidade verificada
para o sobrenadante resultante mostra que a reducdo da concentragio de PEG6000
proporcionada pela adi¢do de ZnCl, ndo foi suficiente para fazer com que o sistema, durante a

precipitacdo, apresentasse viscosidade inferior & obtida para sistemas utilizando apenas
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PEG6000. Por fim, estudos avaliando a adicdo de métodos de purificacdo complementares
(seja com o uso de outros agentes precipitantes ou de técnicas diferentes da precipitagdo, por
exemplo a ultrafiltracdo) sdo recomendados, a fim de aumentar a pureza do produto final ou

de realizar uma pré-concentracao do material de partida.
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APENDICE I

A curva de calibragdo utilizada para quantificagdo dos mAbs em HPLC esta presente

no Gréafico 13 e representada na Equacao (11), cujo R? ¢ de 0,9986.

Grafico 13. Curva de calibragio para quantificacio de mAb em HPLC, por afinidade
com proteina A.
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APENDICE II

Aos dados das variaveis dependentes foram aplicados os testes de Shapiro-Wilk,
Kolmogorov-Smirnov e qui-quadrado para avaliar se estes apresentavam distribui¢do normal,
considerando-se um valor de p maior que 0,05 (Shapiro-Wilk e qui-quadrado) ou ndo
significativo (n.s.; Kolmogorov-Smirnov) para caracterizar um comportamento normal.
Utilizou-se o critério de que, se a0 menos um dos testes resultasse em comportamento normal,
os dados seriam aceitos como possuindo distribui¢do normal e, portanto, elegiveis para a
modelagem. Os resultados dos testes estdo presentes na Tabela 8 (rendimento) e na Tabela 9

(pureza).

Tabela 8. Valores de p obtidos para testes de normalidade aplicados a variavel de
rendimento dos precipitados ressuspensos.

Método de precipitaciao utilizado

Teste aplicado PEG6000 14% PEG6000 12% + ZnCl, 3 mmol L!
Shapiro-Wilk 0,0475 0,2596
Kolmogorov-Smirnov n.s. n.s.
Qui-quadrado 0,0111 0,0061

Tabela 9. Valores de p obtidos para testes de normalidade aplicados a variavel de
pureza dos precipitados ressuspensos.

Método de precipitacao utilizado

Teste aplicado PEG6000 14% PEG6000 12% + ZnCl; 3 mmol L'
Shapiro-Wilk 0,0215 0,0971
Kolmogorov-Smirnov n.s. n.s.
Qui-quadrado 0,0131 0,0421

As tabelas ANOVA obtidas para a modelagem das varidveis de rendimento e pureza
estdo apresentadas da Tabela 10 a Tabela 12. Apenas modelos que obtiveram um R? maior

que 0,7 foram considerados e, portanto, possuem tabela ANOVA. Utilizou-se o critério de que
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o valor calculado para distribui¢do F deveria ser maior que o valor tabelado de Fisher para
distribuicado F para que se aceitasse o modelo como valido. Considerou-se um nivel de
confianga de 95% um valor tabelado de 9,55 para distribuicdo F neste caso (2 graus de
liberdade para regressdo e 3 para residuo). A média quadratica foi calculada como sendo a
razdo entre a soma quadratica e o nimero de graus de liberdade, e a distribuicdo F foi

calculada a partir da razdo entre a média quadratica da regressao e a do residuo.

Tabela 10. Tabela ANOVA resultante da modelagem dos dados de rendimento da
ressuspensio de precipitados obtidos por precipitacio com PEG6000 14%.

Soma Graus de Média
Fonte de variacao Distribuicao F
quadratica liberdade quadratica
pH 0,0000 1 0,0000
RD 0,0126 1 0,0126
Total regressdo 0,0126 2 0,0063
13,0115
Residuo 0,0014 3 0,0005
Total residuo 0,0014 3 0,0005
Total 0,0140 5 0,0140

Tabela 11. Tabela ANOVA resultante da modelagem dos dados de rendimento da
ressuspensio de precipitados obtidos por precipitacio com PEG6000 12% e ZnCl: 3

mmol L'
Soma Graus de Média
Fonte de variaciao Distribuicao F
quadratica liberdade quadratica
pH 0,0000 1 0,0000
RD 0,0179 1 0,0179
Total regressdo 0,0179 2 0,009
28,3866

Residuo 0,0009 3 0,0003
Total residuo 0,0009 3 0,0003

Total 0,0189 5 0,0189
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Tabela 12. Tabela ANOVA resultante da modelagem dos dados de pureza da
ressuspensio de precipitados obtidos por precipitacio com PEG6000 14%.

Soma Graus de Média
Fonte de variacido Distribuicao F
quadratica liberdade quadratica
pH 0,0047 1 0,0047
RD 0,0053 1 0,0053
Total regressdo 0,0100 2 0,0050
12,3109

Residuo 0,0012 3 0,0004
Total residuo 0,0012 3 0,0004

Total 0,0112 5




